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acoplado a fluorescencia

RESUMEN

La Enfermedad de Parkinson (EP), descrita por primera vez por James
Parkinson en 1817, es un desorden neurodegenerativo que puede ser asociado
con una lesidn neuropatoldgica cerebral. La severidad de los sintomas de &
Enfermedad de Parkinson se cormelacionan con la magnitud del déficit del
neurotransmisor dopamina. La dopamina modula una variedad de procesos
fisiolagicos y conductuales, las alteraciones en su funcionamiento han sido
implicadas en numerosas enfermedades psiquiatricas y neurologicas (12 ),

EItratamientodeeiecdénpamlaEP&slalevodopa, sin embargo, esta no
seutilizasinohastaquehanhranswnidode3a5aﬂosdelpadecinierﬁoowando
eIpadeMeharebasadolos?Oaﬂosdeedad.Esbsaiteﬁosson&ehi:tosporbs
eﬁectossemndarbsquedféimacopmmta,conmbssintomasdeﬁndedosisy
las discinesias tardias en diferentes grados de afectacién, Begando a ser
totalmente incapacitantes para el paciente. Las discinesias tardias aparecen entre
los primeros 5 a 7 arios del inicio del tratamiento con Levodopa (3 ).

Porotraparte,laAmantadina&smférmacoque por sus caracteristicas
tempéu&casestéiMkadapameltatan&bdelainﬁemaydelPaﬁmsonwm
hatamieMohidal,asicmnoenmbindénconelbatamierﬂocomendaal
cuando se presentan discinesias tfardias, siendo esta ulima indicacién quizas la
que produce una mejoria méas contundente en los pacientes' 2’

LaFDAhaawptadoelusodelaArmntadmpm'aelh'atamientodela
inﬂuenzaydelaErﬂennedaddeParidnsm,sherrﬂ)atgo, en Méxicc no se cuenta
con reportes de investigaciones acerca de los beneficios del tratamiento con
NnantadinaenEP,ademasdemomtaseconun&ehateg'aexperirmtalbien

Oiga Magdata Morales Rios
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Validacidn de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

» establecida en los laboratorios que permita la evaluacidn de los niveles de este
farmaco en plasma de pacientes sometidos a un riguroso esquema terapéutico (4.

Es por eso que el presente trabajo, que estd basado en o reportado por
Suckow, R.F. el al, 1999; valida un método analitico como o indica la Norma
Cficial Mexicana NOM — 177 — SSA - 1998, lo suficientemente sensible para b
deteccion de Amantadina en plasma usando cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) con deteccion de fluorescencia. Se realizan extracciones
liguido-liquido de 1 ml de plasma conteniendo el estandar intemo ( memantina ), el
extracto fue derivatizado 45 minutos en hielo con cloruro de dansilo y analizado
con una columna de fase reversa Cis y una fase movil de bifer de fosfato y
acetonitrilo. La amantadina y memantina dansilada eluyen a un tiempo de
retencién menor a 15 minutos sin interferencia de material endégeno.

Olga Magdaila Morales Rios
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[.- CLORHIDRATO DE AMANTADINA

I.1.- Historia

El clorhidrato de amantadina fue sintetizado en la década de 1960 en un
programa destinado a identificar agentes antivirales efectivos contra virus
respiratorios y otros virus.

En 1968, una mujer con enfermedad de Parkinson fue tratada con
amantadinacormpmtecdéncontraelviusdelagrbeyseobsewéunamtable
mejoﬂadebssintunaspathsbnicos.Estolevéaiareaﬁzadéndepmebas
dinusmpadeMesmnIaenfefmedaddePaﬁnsm,quealaposteresunam
exitosos (3 1.

1.2.- Nombres quimicos (%7

Clorhidrato de tricicio [3.3.1.1] decan-1-amina
Clorhidrato de 1-adamantanamina

I.3.- Férmula condensada (57
Cm H17N H Cl

|
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1.4.- Estructura quimica (57’
NH. . HCI

L5.- Preparacion

Eladanantanosebmnayseobﬁeneelomnpu%to1-btm;oquereauﬁona
’ con acstonitrilo en presencia de 4acido sulfurico para producir N-(1-adamantil)
acetamida. Por hidrélisis alcafina se fibera amantadma, Ia cual reacciona con

cloruro de hidrégeno en un soivente adecuado para obtener la sal, (7}

L.6.- Peso molecular: 187.71

L.7.- Descripcién
Pdvouﬁ&ao,blamocasiblanm.imdmo,oonsﬁ:oranargo.&stabiea
la luz, al calor y al aire, no funde hasta los 300° pero se subkima lentamente (67}

Olga Magdala Morales Rios
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{.8.- Solubilidad

Un gramo en 2.5 ml de agua, 5.1 mi de aicohol,18 mt de doroformo o 700
mi de potietienglicol 40017}

1.9.- Farmacodinamia

Los mecanismos de accion farmacoldgica de la amantadina no estan
totalmaﬂedefmidos.TenemaadeadsdedWaﬁeMeeiﬁmsdelahﬂuazade
tipoA,enta'ﬁoquemesadivaﬁentea{ﬁpoBMﬁefteabsparairﬁm.N
parecer no tiene efecto sobre la fiiacion del virus ni sobfe su capacidad de
penetadﬁwmtacélda.?mbaﬂamrtebqueetadeswddadﬁnmtamﬁada
deivinsenlacéua;tarﬁénpaecehhhilatansabdénpﬁnaiaddARN.Su
aa:iénpaeceoanﬁterrpaaineieme*u:sodelahfecdﬁnvialdelascélﬂas
demmﬁerossoh'edderudamhetoylaﬂsim,asicmnelmﬂajedelos
ﬂrkneshﬁos(&”.Sumimdeaccidnaﬁpaﬁnsmmpﬁxjpdsem
reladmadooonmhcrenerﬂodela&beradéndedopamha,pemtanbiénesm
agomstampanﬁnéfgjcodébﬂymbloqmﬂedelarecwmdedopanmay
mmls’.mmmmambamddelamnend
wetpo&chiadoywwocamliberadénenlastmnhadonesnerviosas
dopmﬁné@wsq:eﬁamdehsmtmdamga.Seexpﬁcaasidsina@srm
mﬁetaammtadénayialevodopa,yaq.reestaﬂrﬁn'asetansfmmenel
a’gamsnwmdopmyadﬂaoommsusﬁuﬁmenlaedermedadde
Pa'khsm,miemascpelaanatadimammﬂalawﬁdaddedopanhaenlas
neuronas estriadas (30

Olga Magdala Morales Rios
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1.10.- Farmacocinética

La amantadina es absorbida completamente por la via oral (aunque existen
rapmtesmnseabsorbepormdaslasvias)ylawncenhadénsanwimaméxim
seak:anzade1a4ho:asdespuésdelaingesﬁ6n.yqueesdeapmximadamnte
0.3 ug/mL. Si la concentracién excede de 1.0 ug/mL se considera un rango t6xico |
4, Se distribuye por todos los trganos, especiaimente en el pulmén y mas del
90%seexc:'etaenlaoﬁna(porﬁlb'ad6ng¥omeﬂﬂarysea'edﬁnumular)sh
modificaciones, es decir la amantadina no es biotransformada ¢ 3

Lavidamedtadeeﬁminadbndeamantacﬁnaesdemaﬂhorasydeperdedd
pH,denwdoqueaumentawandoelpHmiwarioesméselevado y también en
modemaaﬂeradénrenar.AhaviesalaplaoeMaytaﬂﬂiénseexuetaenla
leche matemna, séic una fraccién pequefia es eliminada por distisis. Tiene una
biodisponibifidad > 80 %. ( 57..9)

1.11.- Dosis terapéutica y téxica

Esadrﬁnish‘adapara!ahﬂuenzahymh'atammbdelParkinson en
dosisdeZOOmgpordia,aunwesewedetsaren dosis de 100 mg por dia como
pmﬁaxis.Existenrepmtesdepadentesquereci}iemnwOmgdiarbsde
dlorhidrato de amantadina po;3semmasytanianconcenh'admasenptaanade
0.68 2 1.01 pg/mi °).

LaAmantadinaadmhishadaendosisdemésdedespotendahnenteletal
(9)

10
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1.12.- Interacciones farmacoidgicas

EIdodﬂdwdodemtadhahbradﬂacmbsfémmaﬁcoﬁnérgicos
produdendoefedospareddosaaﬁnpinaammwsmesedi&nmyafadosisdel
famaco anticolinérgico. Pueden producirse alteraciones del estado mental si los
pacbmestarbiénrecbenesﬁmumtesdelsistemnewbsowntal.Seha
infonradoiamnaewedéndelfémacooonlaadrniﬁsﬁadénconcmnﬂarnede
hkimdoro&zidayh‘iamﬁrem.Lapmﬂaxisoe!hatanﬁenmconamntadinam
interfieren en las respuestas mmunes a la vacunacién antigripal administrada de
kxmomnunante‘s’.Lahtemccihshé@mdeiamtadmamnlalemdopa
pu&jeembarsembeneﬁdodeipadentemquiensehapemho(onmhm)
elbeneﬁdotempéuﬁcodebamntadnasola.mspademescontenﬂor
Parkimsénicoexdusivowedenbeneﬁdarseconlaaodbnshérgbadela
amantadina con un agente anticolinérgico (% - 11),

1.13.- Aplicaciones clinicas

LaatmnMnaestéhdcadaparalapmﬂaxisyelb’atamiemadebs
hfecdmmsporedﬁmsdelahﬂtﬂmA.Lasommnhadausbajasdelfémlam,
wesebgfanconsuadnﬁniﬂradénoralmhbenbspatﬁgenosaisladasenh
prédiwmédimdebdosbstbosdevinsm&esdeck.hscepasmm,
HzNzyHaﬂz.Laa'nantadhaseoonsﬁie;aunadytwamedelmanejoptinarbde
bspacientesconﬁemodeunahfecciénsevaapordvimhfhenza&que
omsistemlakmumizadﬂnarﬂigrbalml.Laamantad‘mesﬁﬁlparae&
h‘atmientodelaenfennedaddePaMnsmenbsestacﬁostenpramdew
wrso.LospadenbsmbsestadbslHoWdelae«ﬁenm@dmedendesamﬂa

: tolerancia a su efecto terapéutico en semanas o meses ( 245 }

11
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I.14.- Reacclones adversas

Laamantadhaesunfannacopooom:dcoylasreacdonesadvefsas, no
comunes, son neurckdgicas ( nsomnio, excitacion psiguica, cefalea, mareos,
desorientacién y aun confusién mental y alucinaciones ); digestivas (nauseas y
célicos abdominales); cuténeas, de probable origen akérgico (prurito, erupcion
morbilifonne y algunas veces edema). Todos estos trastornos ceden al disminuir la
dosis o suprimir el medicamento % ).

1.15.- Precauciones en relacién con efectos de carcinogénesis, mutagénesis,
teratogénesis y sobre fortilidad.

Dosiselevadmdearmtadhahandemostradoendertasesped%
ambsefedosmt)génbosyenbﬁotéxicos,porbquemsedebeusarenel
embarazo ¢ 5 *

12
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Il.- VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

El uso de un método analiico se justifica sdlo después de haber
demostrado que es confiable, es decir que ha sido validado. Tanto ka Food and
Drug Administration (FDA) como la United States Pharmacopea (USP) tienen un
hterésvitalenbva!idadondebsmétodosdeensayofomaiparaasegurarsede
que dichos métodos son lo que pretenden ser (7).

La forma de validacién de un método analitico dependera de su futura
apﬁmdén.esdeci,siéstevaseruﬁizadoenoomddecafﬂad,enpmebasde
estabifidad o en an4lisis de fluidos bioldgicos (7.

El método analitico empleado para ka determinacion cuantitativa de un
fénmmyfosusmtaboibsennunshasb&olégicas.ﬁmveunpapelmuy
h‘npmtanteenlaevahadéneinterpre@ndebsdamsenun&stud‘nde
bbdispmrﬁidad,bbemwabndaofarmcﬁwﬁwfsdegmhmtmdaqueet
mébdoanaﬁﬁcoestévafﬂadoconelﬁndegaranﬁzarhvemddadyconfabiidad
de los resultados derivados de dichos estudios (12 ).

Lavaidadéndeunmétodomaﬁﬁcosedefmemelpmomporelami
queda establecido, por medio de estudios de laboratorio, que las caracteristicas de
omrpoﬂmieﬁodelmétodo,wn:hwnelpropésﬁopamelquemediseﬁado,
estas caracteristicas se expresan en téminos de los parémetros de vatidacién (2 )

Losparénﬁ-wmaiﬁeosqueseinduyenwmminimenlavaﬁdadénde
un método segin la Norma Oficial Mexicana NOM — 177 — SSA — 1998, son los
siguientes: Ineafidad, precision (evaluada como repetibifidad y reproducibiiidad),
exactitd, recuperacion absoltta, fimite de deteccion, limite de cuantificacion,
estabilidad de la muestra analitica, selectividad, tolerancia (13 ).
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acoplado a fluorescencia

A continuacién se presenta la definicién de cada uno de ios parametros de
vahdacién mencionados.

il.1.- LINEALIDAD

La linealidad es la capacidad de un método analitico, en un mntervalo de
trabajo, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion del compuesto en la muestra (1% ).

i.2.- PRECISION

La precisidn es el grado de concordancia entre resuitados analditicos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
pmcbn&sdeunamuesh’ahcmngéneadelpmdum,seevabaoonnrepeﬂ}i“dad
y reproducibidad ¢ '3,

1.3.- REPETIBILIDAD

Es ta precisién de un método analitico que expresa la variacién dentro de
un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas
en las mismas condiciones { 13).

I1.4.- REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO
Eslapredsbndeunmétodoanaﬁﬁcoqueemresalava‘iadénobtemda
enbedetemmadmwshdepald‘mtesmdizadasmdmismmam.panen

diferentes condiciones de andlisis, tales como dias, equipo, columnas o analistas
{13y
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VaidadéndamnﬁtodoanaﬁﬁcopaaamtﬁcaranaMadinampbsmamrHPLC
acopiado a fluorescencia

11.5.- EXACTITUD
La exactitud de un método analitico, es la concordancia entre el valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencia { 13,

Seevalﬂaaparﬁrdeiosdatosderepeﬂiidadyreproducbiiad.
determinando la desviacidn absohita del valor promedio de las concentraciones de
cada nivel de concentracién, con respecto a la concentracién nominal de la
muestra.

Se calcula de la siguiente manera:

%D&sviadén=r00rmmad6nnonﬂnal-0mwhadénprmnecﬁoexpeﬁnemm 100

I1.6.- RECUPERACION ABSOLUTA
Larearpetadénabsoluta,eslaeﬁcadadeunn%todoamliﬁcopara
cuantificar el o los compuestos por analizar en fa matriz biokogica {2 ).

1L.7.- LIMITE DE DETECCION

Limﬁededeieaﬁﬂneslamirimaeoncaﬁadéndeunompu&toenuna
mueshaelwalpuedewdetedado,paomneoesarhnentemrﬂiﬁmdo,bajo
las condiciones de operacion establecidas (3 ).

11.8.- LIMITE DE CUANTIFICACION

Elﬁnitedewa:ﬁwcbndeunmétodoamaiﬁco,eslacormnhadénmés
ba,iadelwrpuestoqmpuedewanﬁﬁwsewmplierﬂownlapredsibny
exactitud establecidas en el método ¢ 13 ).
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acoplado a fluorescencia

f1.9.- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
La estabilidad de la muestra analitica, es ka propiedad del compuesto por
analizar, de conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestrec hasta

su andfisis {3 .

H.10.- SELECTIVIDAD

La selectividad es la capacidad de un método analitico para cuantificar
exacta y especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros
compuestos que pudieran estar en presentes en ka muestra (13 ).

I1.11.- TOLERANCIA

La tolerancia es la capacidad del método analitico para obtener resultados
precisos y exactos ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus
parametros y condiciones de trabajo y que proporciona una indicacion de su
confiabifidad durante el uso normal (3 ),

16
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

lil.- GENERALIDADES DE CROMATOGRAFIA

El témino cromatografia se emplea en general para referirse a una
separacion de componentes de una muestra por distrbucion entre dos fases — una
estacionara y otra mévil — Es un método analitico empleado ampliamente en ta
separacién, identificacién y determinacidn de los componentes quimicos en
mezcias complejas.

La cromatografia se divide en varias categorias en funcién del mecanismo
de interaccion del solutc con la fase estacionaria, como se describe a
continuacion:

1.- Cromatografia de adsorcidn. Es ia forma mas antigua de fa cromatografia, en
la cual se utifiza una fase estacionaria s6kida y una fase mévil liquida o gaseosa. E}
solulo puede adsorberse en la superficie de las particulas sélidas. El equilibrio
entre ol estado adsorbido y la solucion es la causa de la separacion de las
molécutas de soluto. (*16)

2.- Cromatografia de reparto. En esta técnica, una fase estacionaria forma una
peﬁuﬂadelgadaenlasuperﬁde_deunsopateséﬁdo-ﬂsoﬂoseequﬂbmmbe
este liquido estacionario y una fase mévil liquida o gaseosa. (1418

3.- Cromatografia de intercambio i6nico. En este tipo de cromatografia, aniones
{como =807 ) o cationes {como -N (CH;)" ) se unen covalentemente a kb
fase estacionaria sélida, por lo comuan una resina. Los iones de soluto, de carga
opuesta a los de la fase estacionaria, son atraldos por esta (tima mediante una
fuerza electrostatica. La fase mdvil es un fiquido. (1419}

4.- Cromatografia de exclusién molecular. A diferencia de lo que ocume en
otras formas de cromatografia, en el caso ideal de cromatografia de exchusion
nﬂewlarmexistmhtemcdonesporahmdénmhelafaseestadawiayd
soluto. Mas bien, ia fase mévil liquida o gaseosa pasa a través de un gel poroso.
Lospmossonsuﬁdentementepequeﬂosparaexdu&md@bsgaﬁesdesokﬂo
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Vakdacion de un método analitico para cuantificar amantadina en ptasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

pero no las pequeiias. La cormiente de mokdculas grandes pasa sin penetrar en el
gel. Las modéculas pequefias requieren mas tiempo para pasar a través de la
columna porque entran en el gel y por tanto deben fluir a través de un volumen
mas grande antes de dejar la columna. {14}

5.- Cromatografia por afinidad. En esta clase de cromatografia se utilizan
ima'acdmmaMeespedﬁcasenh'eunﬁpodenméalasdesohnoyWas
moléculas que se unen ( inmovifizan ) covalentemente a la fase estacionaria_ {16}

18
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Validacion de un método analitico para cuantificar amardadina en plasma por HPLC
acopiado a fluorescencia

Ii.1.- CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFiA

Los dos grandes campos en s que se clasifica aclualmente a la
cromatografia son: cromatografia de gases y cromatografia liquida, estos a su vez
presentan una subclasificacidn, dependiendo de fas caracteristicas de las fases
estacionarias y de las fases méviles, como se puede ver a continuacién: { 14 15)

€. GAS SOLIDO
[ cas
C. GAs LiQuiDo

CROMATOGRAFIA <

C. LIKQUIDO SOLIDO
C. UQuido Liauipo
COLUMNA { C. DE INTERCAMBIO IONICO -

C. permeacion en gel
C. fillracion en
C. DE EXCL MOLECULAR
LiQuipa
\ PLANA < C. CAPA FINA
C. PAPEL
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acoplado a fluorescencia

Il.2.- CROMATOGRAFiA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia de liquidos es importante porque la mayoria de los
compuestos no sen lo suficientemente volatiles para que se les pueda aplicar la
cromatografia de gases. Esta técnica se usa ampliamente en quimica preparativa
y en bioquimica, para aislar cantidades del orden de miligramos a gramos de una
sustancia.

La cromatografia liquida de alta resofucién (HPLC, por sus siglas en ingiés)
es una modalidad de la cromatografia de liguidos en la cual Ia fase estacionaria se
encuentra empagquetada en una columna y la fase movil, es un liquido que fluye a
través de la primera. Utliza una presién elevada para forzar el paso del disolvente
pmlaoodumnaquemnﬁmepaﬁaﬂasmuyﬁnasconsiguiendoasiseparadones
de gran resolucion.

{I.3.- INSTRUMENTACION EN HPLC

Todos los sistemas cromatograficos de HPLC consisten de los mismos
componentes bésicos:

= Eluyentes

* Bombas

* Inyector

* Columna

= Detector

* Registro de datos (computadora) e integrador
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Elm (14,15, 18)

La composicion de ia fase movil en la cromatografia de liquidos proporciona
una dimension para la manipulacion experimental que no tiene {a cromatografia de
gas. Es obvio que la fase mdvil debe de proporcionar la clase de interaccion
adecuada para el proceso de distribucion particular que se esta tratando. Con
frecuencia una mezcla de disolventes es una fase mévil mas adecuada que un
liquido puro para separar mezclas complejas y la optimizacion de la compasicion
de! disolvente por ensayo y error puede ser una tarea colosal y tediosa. Existen
dosmmmsdeﬂevaambodpmde&ﬂén:isoaﬂicoyporgradbrﬂe.

A continuacion se presentan algunas caracteristicas importantes para la eleccion
del eluyente:

= Disponible comercialimente

*  Precio

* Pureza y estabifidad (bajo contenido de impurezas)

* Disotver la muestra

= Miscible con otros solventes para formar mezclas (tiles

= No degradar o disolver la fase estacionaria

* Tener baja viscosidad para reducir las caidas de presion

= Ser compatible con el detector utiizado

Bombas { #1518 )

Lafundénd-eunabombaespfoporcionaunapresiénneoesariapara
mdeherﬂeylasnnashassobreelmammogréﬁm.mrequisﬂoso
aspectos més importantes que debe de reunir una bomba o sistema de bombeo

i son:
* Mantener ol flujo fbre de pulsaciones
= Debe proporcionar presiones estables hasta 6000 psi
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* Generar intervalos de caudales de fiujo (0.1 a 10 mL/min)
= Control y reproducibitidad del flujo del sclvente
= Los componentes de la bomba deberan ser resistentes a la comosion

Vatvulas de inyeccién {14 15.18)

El fin primordial de cuaiquier proceso de inyeccién es introducir la muestra
en ka columna.

Columnas {14-15.18)

En la columna ocumre el proceso de separacitn, se dice que es el corazén
de un cromatografo. E! éxito o fracaso de una separacién dependera no sdlo del

refleno sino también de los materiales de construccién de ke columna misma. Los
materiales con los cuales generalmente se puede elaborar las columnas son
cobre, acero inoxidable, vidrio o teflon.

El relleno puede ser de sifica gel, alimina, adsorbentes poliméricos { fases
enlazadas quimicamente ) semejantes al poiiestireno-divinilbenceno, entre otros.
El relleno también puede ser un liguido recubriendo un sdlido. Ademas de la
superﬁdedelempaqua,eitanafndehparﬁmhylafonnadeésta,whmta%
para lograr una buena separacién. Las fuentes de dafio de una columna de HPLC
son:

= Obstruccién por particulas pequefias en los solventes o fase mévil
i * Obstrucciéon por materiades no eluidos en las muestras
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* Variacidn de las caracteristicas de retencién por incremento de materiales
no eluidos.

Los parametros cromatograficos que se utiizan mas comtnmente para
evaluar las columnas cromatograficas son los siguientes:

@ NUMERO DE PLATOS TEORICOS (N ) (141518}

Un plato tedrico es el equilibrio de distribucion de la muestra entre la fase
movR vy la fase estacionaria. Es una medida de la eficacia de separacién de una
columna, por fo tanto para lograr una eficiencia elevada, sera necesario tener un
alto nimero de platos tedricos, gue dicho en otras palabras, cuanto mayor sea N,
mas eficiente sera la columna. El numero de platos tedricos puede obtenerse de
un cromatograma, mediante la siguients expresion:

N=16 (tr/w)

N=Nﬁmemdeplatosteérimsdeunacohxmaconrespedoaunmpu&toen
particular
tr = Tiempo de retenciéon ( min. )

w = Ancho del pico ( min. ), resultante de la triangulacién del mismo con la linea
basa

@ ALTURA EQUIVALENTE A UN PLATO TEORICO ( AEPT ) (™ 15.16)

Eslawmddeunacdumnarequeridaparaobw;ermeqtﬁhriodela
muestra entre la fase mévil y ka fase estacionara. Si e valor de AEPT es
pequefio, este se traduce en un mayor niomero de platos teéricos por unidad de
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longitud y por tanto la columna serd mas eficiente. Se calcula de la siguiente
manera:

L = Longitud de la columna {m)
N = Nimero de plates tedrnicos

@ FACTOR DE CAPACIDAD (141516

El factor de capacidad es un pardmetro experimental importants, que se
emplea ampliamente para describir las velocidades de migracion de solutos en
columnas. Cuando del factor de capacidad para un soluto es menor que !a unidad,

, tiene lugar fa eluci6n tan rapidamente que la determinacion de los tiempos de

| retencién es dificil. Cuando el factor de capacidad quizé sea mayor que 20 a 3, os
tiempos de elusidn se convierten en excepcionalments largos. Ideaimente, las
separaciones se deben realizar bajo condiciones en las cuales los factores de
capacidad para los analitos de una mezcla estén entre limites de 1 — 5. En la
cromatografia liguida, los factores de capacidad se pueden manipular para dar
mejoresseparadonesvariamdolacomposidéndelafasenwrydelafase
estacionaria .

Se calkeula de la siguiente manera:

K*={ta—tu)
t

te = iempo de retencion def compuesto de inderés
tu = Sempo de retencién de un solvente no retenido
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@ RESOLUCION (Rs ) {14 15.18)

La resolucién de una columna proporciona una medicion cuantitativa de su
capacidad para separar dos analitos. La resolucion de cada columna se cakula

COmo:

Rs= 2[ (ta)s—(ta}a |
Wa+wy

W = es el ancho de la base del pico resultante de ia triangulacion del mismo.
tr = es el iempo de retencidn de uno de los compuestos

@  SELECTIVIDAD (o)™ 1516
La selectividad esta dada por la siguiente ecuacion:

a=k; /K
Donde:

Kk'+ = factor de capacidad del componente 1
k'z = factor de capacidad del componente 2
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acopiado a fluorescencia

Detectores (141516}

Ei detector convierte un cambio en el efluente de la columna en una sefial
eléctrica que es recuperada. Esta es amplificada, generalmente por un
fotomultiplicador y finalmente es convertida en una sedial analitica, la cual es |
transmitida hacia la computadora. Los detectores se dlasifican como selectivos |
(electroquimicos y fluorescencia) o universales (UV e indice de refraccion)
dependiendo de la propiedad medida.

A continuacion se mencionan algunos de los detectores mas utiizados en
cromatografia de liquides de alta presién.

Suﬁmdonamientoseba&aenlaabsadéndeluzpo:paﬂedellamuestraal
pasar a través de ella un haz de luz monocromética ultravioieta.

|
|
Detector de luz ultravioleta
Hay tres tipos de detectores de luz uliraviclela:

a).-E!debngthrddemﬁavariaue.memsobesdeaplh@dénn'nésvariaday

b).- El fotémetro de luz ultravioleta, es relativamente insensible a los cambios de
fk:joydetempemhm.simmywaﬁoelcﬁsdventemabsorbamgrado
apreciable en la longitud de onda que opera el fotbmetro.
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c).- El detector ultravioleta con amreglo de diodos. La diferencia de éste con el
detecior uRravioleta convencional, es que éste posee un fotomultiplicador o
fotodiodo que consiste generalmente de 211 elementos o diodos, cada uno con
50 pm de amplitud que nos permite obtener un espectro completo desde 190 a
600 nm.

Detector de fluorescencia

Actualmente es el detector mas sensible. En buenas condiciones es posible
detectar con este mstrumento cantidades del orden de picogramos (10 a 12
picogramos}, lo cual es comparable a los detectores de captura de electrones en
cromatografia de gases.

Hay dos disefios basicos de estos detectores de fluorescendia, kos Bamados

fluorémetros de filtro para sefeccionar la radiacion de excitacién y la emision, y los
espectrofluorémetros que emplean monocromadores.

L_ -
E [Hiti =3
Sotvent ‘

£ / Cotumn Wete
=}
NI
Delvery Sysfem Enjector HES
Defactor(s)

Fig. 1.- Cromatografo de liguidos de ala resolucién. La figura muestra los
componentes de un cromatografo de Hquidos de alta resolucion.
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IV.- ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

El analisis por fluorescencia es un método analitico estrechamente
relacionado con la especirofotometria. Una molécula se puede excitar desde su
estado electronico fundamental hasta un estado electronico excitado por absorcion
de energia en forma de luz visible o uitravioleta. Muchas moléculas son capaces
de emitir esta energia como radiacién, con ko cual vuelven al estado fundamental.
| a radiacion emitida se conoce como fluorescencia.

Origen de Ia fiuorescencia. En una molécula un electron puede girar en
dos posibles formas (spin +1/2 0 —1/2). Los spins de todos los electrones de las
capas internas estan apareados; es decir, por cada electrén con spin de +1/2 hay
uno con —1/2, por lo que se compensan sus componentes de spin. Se caicula e
spin resultante, S, de una molécula sumando sus spines de todos los electrones
situados fuera de las capas completas.

La multipficidad de un estado de energia molecular es igual a 2S+1 donde
se toma el valor absoluto de S. La mayoria de las moléculas organicas contienen
un numero par de electrones; ademds, las transiciones electronicas de interés
espectroscopico suelen ser del estado fundamental hasta los estados excitados
inferiores, y, por lo general, solo interviene un par de electrones. Estos pueden ser
los electrones de un orbital x o0 de un orbital . El valor de S para tales moléculas
és, por tanto, 0 o 1, y las multiplicidades comrespondientes seran 1 y 3. El estado
energético de multipicidad 1 se conoce como estado singuiete, y el estado de
muttiplicidad 3, como estado triplete. El estado electronico fundamental
acostumbra ser un singulete . El proceso de excitacion muestra la transicién de un
electron desde el orbitai superior ocupado al orbital inferior sin ocupar.
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En cuanto la molécula se ha situado en el estado singulete excitado por
absorcion de energia, es posible que pierda esta energia por diversos
mecanismos { este retomo es el resultado de pérdida de energia, a través de
procesos de colision, por las mokculas circundantes ) con b cual vuelve al estado
fundamenta!.

T Estado trinlete
Egadoe _1‘ :T_ ~ exciado
ot —t——
—— Estado fundamental
—*—J-—— singiete

H@Z-Rsmtadénasqueméﬁmdeloseshdosehc&éﬁmsmésbajos.
Cadalimarememrﬁaunaﬁtai.Dewuésdeiaabsordﬁndeenergia.unelectrﬁnse
excita al orbitad sin ocupar

Unamlémlaenestadosingtﬂete.s,puedevoivefaAsthﬁete
fundamental, G, por emisién de luz y realizando una transicion radiactiva
permiida. La hz emitida de una transicién singulete-singulete es
fluorescente. Dicho en otras palabras para que una molécula presents
fluorescencia, la molécula excitada debe volver al estado fundamental
mediants una transicién radiactiva desde el singulete excitado. Esto significa
que la fluorescencia cesa tan pronto como se separa la fuente de excitacién. Si
una motécula ha rebasado el estado triplete, esta prohibida ka transicién al estado
fundanmtai.Noobsta:ﬂe,talvezomnayhmdiad&emiﬁdaenwtepmoesoes
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fosforescente. La mayoria de las moléculas pierden menos energia por emision
que la que ganaron por absorcion, por lo que el espectro de fluorescencia aparece
a mayores iongitudes de onda que el espectro de excitacion.

La principal ventaja del andlisis por fluorescencia es su sensibilidad.
Aungue rara vez las cantidades de analitos presentes en las formas de
dosificacién son tan pequefias como requiere la sensibilidad de este orden, ias
concentraciones de farmacos y metabolitos en la sangre, orina y ofras muestras
biokbgicas puede ser extremadamente baja, y el analisis por fluorescencia tiene
amplia aplicacién en estos casos.

COMPONENTES DE LOS EQUIPOS INSTRUMENTALES
El mstrumento para medidas fiuorimétricas comprende:

* Una fuente iuminosa (F): la mayoria de las veces una lampara de xenén
{(espectro de emisién continuo) y, mas recientemente, una fuente laser.

* Un monocromador de excitacidn que seleccione una fongitud de onda de
excitacion (ME).

* Un monocromador de fluorescencia (MF). Los monocromadores deben
seleccionar muy exactamente las longitudes de ondas con el fin de evitar un
h’asiapoevmt;aldelasbngfwdesdeondanuéximasdeexdtadény
emision.

* Una cuba con cuatro caras transparentes.

¢ Un fotomultiplicador (FM)
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La caracteristica fundamental de ios instrumentos para medidas
fluorimétricas reside en la incorporacion de dos selectores de radiaciones situados
antes y después de la cubeta portamuestras y dispuestos generalmente en angulo
de 90°.Si bien la disposicion perpendicular (90°) es la mas empleada (por ser
maxima la sensibilidad} también existen la frontal {45°) y rectilinea (180°).

@7

Fig.3.-Eumemadeunﬂuorineﬁo.Laﬁguramesﬂabscomponentesdem
fluarimetro
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V.- DERIVATIZACION PARA LA CROMATOGRAFIA DE LiQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION

La finalidad de esta operacion es aumentar la sensibilidad de los solutos
hacia el detector. Como las productos farmacéuticos pueden ser neutros, acidos o
anféteros, se realizan mediante reacciones en las que se forman derivados que
contienen un grupo croméforo o fluordforo que facilita la deteccion y aumenta ta
senstbilidad.

La derivatizacidn se puede Nevar a cabo por varios métodos aunque los
mas utilizados son los de uttravioleta visble y fluorescencia. Se obtienen por
atadura de un cromdéforo con un coeficiente de adsorcién edevado, o en el caso
que el derivatizante sea fluorescente, este debe tener una eficacia cuantica muy
elevada.

Esta operacién de dervatizacién puede realizarse antes (precolumna) o
despu&edeinyeciarlamu&shaproble:mene[sistemauomatogréﬁco
{postcolumna). Para realizar la derivatizacion de forma exacta ¥ reproducible se
utilizan reactores, que pueden ser de diferentes tipos.
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acopiado a fiuorescencia

OBJETIVO GENERAL

Vakdar un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acopiado a fisorescendia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Valida'elmétodoandiﬁcoq.leemébasadomlorepamdopor&rckow,
RF. et al, 1999; para cuantificar amantadina en plasma siguiendo las
especificaciones de la NOM — 177 — SSA — 1938,

. Valida'mmétodomaliﬁoocapazdewaﬁﬁmrmmadmtéﬂcasde
amantadina en plasma. :

+ Evaluar los siguientes parametros de validacién: linealidad, precision

{repetibilidad, reproducibilidad infralaboratorio), exactitud, recuperacion

: absohﬁa,lhﬁtedeqaﬁﬁcadm,limﬁedede%eajén,&ddﬂdadde}a
muestra analitica, sefectividad def método.
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Va&dadéndemmébdomdiﬁmpaamaﬁwmtadnaenpbsrrapwmc
acopiado a fluorescencia

JUSTIFICACION

La Amantadina, una amina nciclica, que tiene efecto fundamentalmente
sobrereceptaesdopanﬂrérgimshasidoa;mbadambsEstadosUﬁdospaael
tratamiento en contra del parkinsonismo ©@. No obstante, en México no se cuenta
con reportes de mvestigaciones acerca de los beneficios del tratamiento con
AmamadnaenpademacmEnfemedaddePakhsm.Delmismomodo,m
e:dstmrepat&sde!nmﬁaeohe{mcomerevaendméiisisdebsﬁvdesdel
fénnaoo,adem&msewerﬁaenbsld:aataiosanaﬁﬁcosconmestraiega
experinaﬂaibwﬁdaﬂenerﬁesmsbbquepanﬁtaevidemiasuwesemﬁam
piasmayasipoderrealizamsayosdirioosoonﬁolados.Espor&soq.aeeste
trabajo pretende la validacién del método analitico por HPLC acoplado a
ﬂw&scemiaq:epewﬂawmﬁﬁwbsnweiesdelférmacoenptasmade
padent&squeformmpatedelplwcdodirimﬁuado:‘Ensayodirioo
controlado doble ciego de la eficacia de la Amantadina en discinesias tardias en
padentesdePakhsmldeopaicoenelhsﬁmNadoraldeNewoﬁogiay
NamdmgiadeMéwdco’,queﬁmemotjeﬁvomejoralawdidaddeﬁdade&
padeﬂeeMrlaMmtadimmeimmdoMaﬁndeoﬁa\aws
beneficios.
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) DESARROLLO EXPERIMENTAL
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

l.- REACTIVOS

Se utilizo: Clorhidrato de amantadina. donado por Psicofarma S.A. de C.V. Lot
74666, Clorhidrato de memantina de RBI; Alcohol isoamilico, n —heptano,
dihidrogenofosfato de potasio (KH ,PO.) de Merck grado analitico; hidroxido de
sodio de Técnica Quimica grado analitico; acido clorhidrico fumante 37% de Merck
grado reactivo; carbonato de sodio anhidro 99 % ( Na; CO;3 ), Cloruro de dansilo ,
Imipramina de Sigma grado analitico; acetonitric de Mallinckrodt grado HPLC
Clorhidrato de Fluoxetina donado Eli Lilly y Compaiiia de México S.A. de C.V. Lot
W02109L

il.- PREPARACION DE SOLUCIONES

& 1 mL de cloruro de dansilo al 1%

Pesar 0.01 g de cloruro de dansilc en la Balanza analitica BP 110S
Sartorius y disolverios en 1 mL de acetonitrlc grado HPLC. Protegerio de la
luz, mantenerio en hielo hasta su uso. Preparario 5 minutos antes de reafizar la
reaccion de derivatizacion.

& 1L de solucién amortiguadora de dihidrogenofosfato de potasio 0.025 M
pH 5.2
Pesar 3.4 g de dihidrégenofosfato de potasio, dischverlos en un volumen de
agua, agregar 500 ul de acido fosforico y llevar a pH 5.2 con un Potenciémetro
Metrochm Herisau Digital — pH — Meter E532. Aforar a 1L con agua desionizada.
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Validacién de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
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& Preparacion de la fase movil
La fase movil consiste en una mezcla de acetonitrilo grado HPLC con
solucion amortiguadora de fosfato 0.025 M pH 5.2 , en proporcién 70/30.

Para preparar 1 L de fase, medir en una probeta 700 mL de acetonitrilo
grado HPLC, filtrar ef bifer de fosfatc .025 M pH 52 con Membranas de
nitrocelulosa .45 pm  Millipore y medir 300 mL. Mezclar y degasificar la fase en
un equipo de ultrasonido por 5 min.
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& Preparacion de fa soluciones de clorhidrato de amantadina en plasma /
agua desionizada.

—]r A
@

:

&

Pesar en [a balanza analitica 4 mg de clorhidrato de amantadina y
flevarios a un volumen de 10 mL con agua desicnizada o plasma en un
mairaz voluméirico.

Concentracion final = 0.4 mg/mL

De Ia solucion A tomar 1 mL y aforaric a 10 mL con agua
desionizada o plasma en un matraz volunétrics.

~Concentracion final = .04 mg/mL

De ta solucion B tomar 1 mi y aforario a 25 mlL con agua
desionizada o plasma en un matraz volumétrico.

Concentracién final = 1600 ng/ml_

Se prepard una solucién C’ para la reafizacion de la curva de cabbracion de ios
limites de cuantificacion y deteccion.

Sohlucion C’

;

)

Delasohx:énBtaerSGmyafuarbaiﬁrrﬂ.conag;a
desionizada o plasma en un mairaz voluméttico.

Concentracion final = 1000 ng/mL
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Vaﬁdadéndemmélodoandiﬁcomawiﬁcaamalaﬁampﬁsrmmrkﬂc
acoplado a flucrescencia

@ Preparacion de la soluciones de clorhidrato de memantina (estandar
intermo) en agua desionizada.

Solucién A

B

Solucién B

7

Pesar en la balanza analitica 4 mg de clorhidrato de memantina y
flevarios a un volumen de 10 mL con agua desionizada en un matraz
volumétrico.

Concentracion final = 0.4 mg/mi

De [a solucién A tomar 1 ml y aforario a 10 mL con agua desionizada
en un matraz volumétrico.

Concentracion final = 0.04 mg/mL

Delasohu:idanmnar1nﬂ.yaforaﬂoa10mLconagua

Concentracion final = 0.004 mg/mL
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8 Preparacion de las soluciones de imipramina y clorhidrato de fluoxetina en
agua desionizada.
Solucion A
Pesar en {a balanza analitica .0020 gr = 2 mg de imipramina y
Ievarbsamvoﬁxnmdesmmnagmdmnadammm

3 Concentracion final = 4 mg/mL
=
Sotucién B
. De ia solucion A tomar 500 pl y aforario a 5 ml con agua destonizada
> en un matraz volumétrico.
E Concentracion final = .04 mgfmL
z
Solucién C : ‘
De la soluci6n B tomar 200 pl y aforario a 5 mL con agua
desionizada en un matraz volumétrico. ‘
3 |
Lf Concentracion final = 1600 ng/mi_ |
iia
E-EE

Se repite el procedimiento antesior de la preparacion de imipramina para
preparar la solucion de clorhidrato de fluoxetina.
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¢
s Preparaciéon de la curva de calibracion de clorhidrato de amantadina
Adicionar los volumenes commespondientes a cada tubo de ensayo para cada
nivel de concentracién de clorhidrato de amantadina como se indica en la Tabla
No. 1.
Concentracién| Volumen de la Volumen de la Plasma
de amantadina; solucion C de solucion C de wl
en plasma clochidrato de clorhidrato de
ng/mL amantadina memantina
{1600 ng/mL) (0.004 mg/mL)
M It
1200 750 125 = 500 ng/mL 250
1000 625 125 375
800 500 125 500
.
600 375 125 625
400 250 125 750
200 125 125 875

Tabla No. 1.- Preparacion de la curva de calibracion de clorhidrato de amantadina.

b}
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acoptado a flucrescencia
-
& Preparacién de la curva de calibracion para los limites de deteccién y
cuantificacion.
Adicionar los volimenes comrespondientes a cada tubo de ensayo para cada
nivel de concentracion de clorhidrato de amantadina como se indica en la Tabla
No. 2
Concentracion | Volumendela| Volumen dela Plasma
de amantadina | solucién Cde | solucién C de ud
en plasma clorhidrato de | clorhidrato de
ng/mL amantadina memantina
(1600 ng/mL) | (.004 mg/mi)
ul ul
800 800 100 = 400 ng/ml 200
600 600 100 400
) 400 400 100 600
200 200 100 800
100 100 100 900
50 » 50 100 950

Tabla No. 2.- Preparacién de |a curva de calibracion para los limites de deteccién y
cuantificacién.
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-«
& Preparacion de las concentraciones baja, media y alta ( 300, 700 y 1100
ng/mL )
Adicionar los volimenes corespondientes a cada tubo de ensayo para cada
nivel de concentracion de clorhidrato de amantadina como se indica en ka Tabla
No. 3.
Concentracion | Volumen de {a | Volumen de la Plasma
de amantadina | solucién C de | solucién C de ul
en plasma clorhidrato de | clorhidrato de
ngfmL amantadina memantina
{1600 ngémL) | (.004 mgiml)
It o
300 187 5 125 8125
700 437 5 125 5625
4 1100 687.5 125 3125
Tabla No. 3.- Preparacién de las concemtraciones de 300,700 y 1100 ng/mL
1il.- CONDICIONES CROMATOGRAFICAS PARA ANALIZAR LAS MUESTRAS
DEL ENSAYO DE CUANTIFICACION.
< Bomba binaria Perkin Eimer Serie 200 LC, Detector de Fluorescencia
Modelo 157 Beckman, Integrador HP 3396 Serie |l
% Columna Alltech Lichrosorb RP-18 (5 um 250 mm X 4.6 mm)
* Fase mévil: bifer de fosfatos 0.025 M (pH= 5.2) acetonitrilo 30470,
respectivamente.
) < Velocidad de Flujo: 1.8 mU/min.
3

43
Olga Magdala Morales Rios




Vakdacion de un método analitico para cuantificar amantadina en ptasma por HPLC
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{V.- ESQUEMA DEL ENSAYO DE CUANTIFICACION

~ 1 mL de plasma +125  de std. interno+ 1 mil de N2OH 1 M + 4 mL de n-heptano / alcohol

N E 3
Agitar 10 minutos en Agitador Vértex Daigger Genie 2 1
S
CenhimgarmunaCenhifugaSOL-BATmnimusazG(nrpmJ
b 8
{Beparar 3740 uL de sobrenadante a tubos de borosilicato con 150 uL de HCI.1M ||
. g
Agita'mmintnosenvu‘tg
¥
Centr'rﬁ.lgarwmirmosaZOODrpm]
! |
Retiarelsobrenadante‘
] S
Evaporar a sequedad ia fase acuosa en un barto maria a 45 °C y un evaporador con cormiente de
nitrégeno
8
| Cubsir los tubos de fa luz_ |
! g
H Adicionar 50 ul de buffer de carbonatos 1M pH= 10.3 y 25 ul de cloruro de dansilo al 1% j|
! 8

Dejar reaccionar 45 minutos en hielow
.

Evaporar a sequedad la fase acuosa a bafio maria a 45 °C y una comriente de nitrégeno

a

Reconstituir con 125 pl de una mezcla agual acetonitrilo 25:75
——

1 Analizar las muestras en el cromatografo
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Validacion de un método analitico para cuandificar amantadina en plasma por HPLC
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V.- VALIDACION DEL SISTEMA

Con la finalidad de contar con un método analitico confiable, se procedio a
su validacién, miciando con la validacion del sistema, para lo cual se evaluaren los
parametros de linealidad y precision.

V.1.- LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

Para evaluar la linealidad y precision del sistema, se prepard una curva de
calibracion de clorhidrato de amantadina en agua, en el rango de 260 a 1200
ng/mL {tabla No.1)}, las cuales fueron tratadas con el proceso descrito en el ensayo
de cuanfificacién.

Para la curva de calibracion, se determind la relacion de areas bajo la
curva (area de amantadina/ area de std. intemo) y se graficd el cociente con
respecto a la concentracién de clorhidrato de amantadina. Por medio de un
anaiists de regresion lineal por minimos cuadrados se determiné fa ordenada al
origen (b}, la pendiente {m) y el coeficiente de correlacion (r).

Se considera que es fineal si el coeficiente de corretacion ( r ) es mayor o
igual a .99.

Para evaluar la precision del sistema, se emplearon los datos de linealidad,
pambswamelcoeﬁdeMedevaﬂadéndeifadorderespuestadebeseriguaio
menor al 15 %.
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Vi.- VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
CLORHIDRATO DE AMANTADINA EN PLASMA

Para comprobar que el método analitico es confiable para la cuantificacion
de clorhidrato de amantadina, éste se valid6 siguiendo las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM — 177 — SSA — 1998, en el apartado que se refiere
a la validacion de métodos analiticos. Los pardametros evaluados fueron los que se
describen a continuacion:

VL.1.- LINEALIDAD DEL METODO

La lnealidad del método se evallo preparando a partir de pesadas
independientes, una curva de calibracion de clorhidrato de amantadina en
plasma, en el intervalo de concentraciones de 200 a 1200 ng/mL{tabla No. 1). Las
muestras se procesaron de acuerdc al método descrito en el esquema de
cuantificacion. Para cada curva de cafibracion, se grafico la relacion de areas
(area amantadina/ area std. Interno) con respecto a fa concentracion de
clorhidrato de amantadina y por medio de un ajuste de minimos cuadrados se
determiné: ordenada al origen (b), pendiente (m), y coeficiente de correlacion (r).
El método se considerd lineal, si el coeficiente de comrelacién ( r ) fue mayor o
igual a .99,
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VI.2.- PRECISION DEL METODO

La precision del método se evalud con los parametros de repetibilidad y
reproducibilidad infralaboratorio, analizando tres concentraciones conocidas de
clorhidrato de amantadina en plasma (tabla No. 3): alta, media y baja { 300, 700,
1100 ng/mL ) las cuales eran diferentes a las de la curva de calibracion pero se
encontraban dentro del intervalo de concentraciones.

REPETIBILIDAD DEL METODO

La repetibilidad del método se evalué en un mismo dia por quintuplicado

con tres concentraciones conocidas de clorhidrato de amantadina en plasma (300,

700, 1100 ng/mL) bajo las mismas condiciones de equipo, laboratorio y analista.

) Las muestras se procesaron de acuerdo al procedimiento mencionado en el
esquema de cuantificacion.

Para cada nivel de concentracion, se detemminé el promedio, desviacion
estandar y el coeficiente de varacion.

El método es repetible, si el coeficiente de variacién es menor al 15%.
REPRODUCIBHIDAD INTRALABORATORIO DEL METODO

Para determinar este parametro las tres concentraciones conocidas de
clorhidrato de amantadina en plasma (300, 700, 1100 ng/mL) se analizaron por

duplicado durante tres dias, bajo fas mismas condicicnes de equipo, iaboratorio y
b analista.
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L Para cada nivel de concentracion, se determind el promedio, desviacion
estandar y el coeficiente de variacién. También se realizé una prueba de ANOVA.

El método se consuderéd reproducle, si el coeficiente de varacion es

menor al 15%.

V1.3.- EXACTITUD DEL METODO

La exactitud del método se evalub, a partir de los datos de repetibilidad y
reproducibilidad, al determinar la desviacion absoluta del valor promedio de las
concentraciones de cada nivel de concentracion, con respecto a la concentracion
nominal de la muestra. Se realizé una prueba t de Student El método se
considero exacto, si el valor promedio de las determinaciones en cada nivel de
concentracion de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se encuentran dentro

) del + 15% valor nominal de concentracion.

Vi.4.- RECUPERACION ABSOLUTA

Se determiné preparando por ftripicado en agua y plasma tres
concentraciones conocidas de clothidrato de amantadina: 300, 700 y 1100 ng/mL.
(tabla No. 3). Las muestras en agua se evaporaron a sequedad en bafo maria a
45°C, bajo comente de nitrogeno, el residuc se sometid a la reaccion de
derivatizacion de la técnica descrita en el esquema de cuantificacidn y las
muestras plasmaticas siguieron todo el proceso de extraccion.

Para determinar el porcentaje de clorhidrato de amantadina recuperado se
oornparéeléreaba,iolawrva,obtenidaenpbsmoonrespectoraléreabq'ola

J curva oblenida en agua, considerando ésta como el 100% en cada caso, para
cada nivel de concentracion.
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V1.5.- LIMITE DE CUANTIFICACION Y LIMITE DE DETECCION

Para evaluar estos pardmetros se prepararon 10 réplicas de una
concentraciin de 50 ng/mL(tabla No. 2). Se calculkd promedio, desviacion estandar
y % de desviacion absoluta de la relacién de areas bajo la curva (area de
amantadina/ area de memantina) para la concentracion de 50 ng/mL La
desviacion estandar fue extrapotada en una curva de calibracién con los siguientes
niveles: 50, 100, 200, 400, 600 ng/mL, para obtener su valor de concentracién.

La concentracidn obtenida fue multiplicada por 2 para el limite de deteccion
y por 10 para el limite de cuantificacion.

V1.6.- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Para evaluar la estabiidad del clorhidrato de amantadina, se determinaron
las condiciones de temperatura y tiempo en las que ésta permanecit estable en
plasma durante su manejo, almacenamiento y procesamiento. Se evalud la
respuesta de muestras preparadas por friplicado a tres niveles de concentracion:
300,700 y 1100 ng/mL, en las siquientes condiciones:

.’J
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V.6.1).- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA A LAS CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO -72 °C.

Se prepararon muestras (tabla No. 3) por triplicado a las concentraciones
de 300,700, 1100 ng/mL, las cuales se prepararon, se procesaron y analizaron y
otras muestras que se almacenaron por 41 dias a —72°C para después analizarse.

V.6.2).- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EXTRAIDA

Para evaluar esta estabilidad, se prepararon muestras (tabla No. 3) por
tripicado a las concentraciones de 300,700 y 1100 ng/mL, las cuales se
prepararon, se procesaron y analizaron y otras que solamente se extrajeron de la
matriz biologica, se almacenaron a —20 °C y a las 48 horas se derivatizaron y

) analizaron.

V.6.3).- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA

Este parametro se evalué preparando por tripicado muestras de clorhidrato
de amantadina {tabla No. 3) en plasma con concentraciones de 300,700 y 1100
ngfmL las cuales fueron analizadas, y otras que fueron procesadas y el residuo
reconstituidc almacenado 48 horas a —20 °C para su lectura.

V.6.4)- ESTABLIDAD DE LA MUESTRA DURANTE CIKCLOS D&
CONGELACION-DESCONGELACION

Se prepararon por fripkcado muestras de clorhidrato de amantadina (tabla
N NoB)deconcenhadonade%O,?OOyﬁOOn@mLenphsma,lascual&sse
mantuvieron en congelacion a —20°C. El anafisis de las muestras se realizéd i
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tiempo 0, 1 dfa, 3 dlas, 7 dias, 15 dias posteriores a su preparacion,
descongelando todas las rephicas.

De acuerdo a las especificaciones el clorhidratc de amantadina es estable
en el plasma en las condiciones de temperatura y tiempo evaluadas si los
resultados obtenidos se encuentran dentro del + 15 % del valor nominal de
concentracion y el coeficiente de variacion es menor al 15 %.

Vii.- SELECTIVIDAD DEL METODO

Para establecer la selectividad del método anaiitico, se analizé una muestra
blanco de plasma y muestras de plasma a las cuales se les adicion6 imipramina y
clorhidrato de fluoxetina, a una concentracion de 400 ng/mL

]

Las muestras se procesaron de acuerdo al método de extraccion
mencionado en el esquema de cuantificacion. Para que el método se considere
selectivo no deben existir interferencias en la cuantificacion del clorhidrato de
amantadina.

iJ
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RESULTADOS Y ANALISIS DE
RESULTADOS
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.- VALIDACION DEL SISTEMA

I.1.- LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

En fa tabla No.4 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de
la linealidad y precision del sistema. Los resuttados muestran que los coeficientes
de variacién estan en el rango de 0.1590 — 5.1356 % y el vaior del coeficiente de
corelacion (r) es de .9994, por lo que de acuerdo a los criterios de aceptacion
establecidos podemos concluir que el sistema para la cuantificacion de
amantadina es lineal y preciso, en el intervalo de concentraciones de 200 a 1200
ng/ml .
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ICONCENTRACION| ] .
NOMINAL RELACION DE AREAS BAJO LA
ng/mL CURVA D.E. C.V. (%)
200 03800 0.3801 | 04149 | 0.0201 5.1356
400 0.8165 0.8132 | 0.8044 | 0.0062 | 07702
600 1.2282 11281 | 11562 | 00516 | 4409
800 16109 15905 | 1.5935 | 0.0110 | 0.6891
1000 2.0185 19913 | 19969 | 00142 0.7070
1200 2.4165 24098 | 24164 | 00038 | 0.1590
b 001318
m 0.00201
r 9934

Tabla No. 4.- Linealidad y precision del sistema. La tabla nos muestra las desviaciones
estandar y coeficientes de variacitn (%) de cada nivel de concentracién por tripicado de
la curva de calibracidn en agua, al igual gue los parametros de b, m y r.
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Gréfica No. 1.- Linealidad dei Sistema.
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Il.- VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE AMANTADINA EN PLASMA

il.1.- INEALIDAD DEL METODO

En la tabla 5 se presentan los resultados de la evaluacién de ia linealidad
del método para cuantificar amantadina en plasma. En ella se muestran ios datos
de la relacion de areas (area de amantadina / area de memantina) de los picos de
la curva de calibracion por triplicado preparados en plasma, asi como los vaiores
de la ordenada al origen ( b ), pendiente ( m ) y coeficiente de correlacién lineal (r),
en donde se puede observar que éste (ltimo valor es mayor a .99 en todos los

casos.

Por otra parte, el coeficiente de variacion se encontré entre el 12.7 % y el
2.7 %, por lo de acuerdo a los criterios establecidos que indican que los
coeficientes de variacién no deben ser mayores al 15%, se demuestra que la
relacion matematica entre concentracion y respuesta es reproducibie en el
intervalo de concentraciones de 200 a 1200 ng/miL.
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Validacion de un método analitico para cuantificar amartadina en plasma por HPLC

acopiado a flucrescencia
@
ICONCENTRACION
NOMINAL RELACION DE AREAS BAJO LA
ngimL CURVA PROMEDIOY D.E. C.V. (%)
200 0.4790 0.4984 0.3919 0.4564 0.0567 12.4255
400 1.0380 1.0140 0.8170 0.9563 0.1212 12.6826
600 1.4893 1.3609 1.3401 1.3968 0.0807 57839
800 1.9719 1.8921 1.8581 1.9074 0.0584 - 3.0638
1000 2.4577 2.3233 2.3761 2.3857 0.0677 2.8379
1200 2.9766 2.7761 2.9324 2.8950 0.10534 3.6388
r 0.99633
H b -0.032852
m 0.00242
Tatho.S.-LheaidaddelﬂékxloAmﬁﬁcaLatablanm&dmlosprmredbs,
d&sviadm&déndaymeﬁdmtesdevarbdén(%)decadaﬁveldemmadénde
Iaamamlamtizbiolégi:apmhipi@do,asimbspaﬁneﬁosder,bym.
i
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e

)i 0.3 -
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

I.2.- PRECISION DEL METODO ANALITICO

REPETIBILIDAD DEL METODO ANALITICO

En la tabla No. 6 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion de
la repetibikdad del método analitico al analizar en un mismo dia, por quintuplicado,
fres concentraciones conocidas de amantadina en plasma, bajo las mismas
condiciones de equipo, laboratoric y analksta.

Se puede cobservar que el coeficiente de variacién en los tres niveles de
concentracidn, esta entre 1297 % y 293 %, sin rebasar el limite maximo
establecido del 15 %, por lo cual, el método analitico para cuantificar amantadina
en plasma, se considera repetible en el intervalo de concentraciones de 200 a

1200 ng/mL.
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CONCENTRACION 300 700 1100
NOMINAL (ng/ml)
REPLICA CONCENTRACION EXPERIMENTAL
(ng/mi )
1 246.09 578.98 899.99
210.78 564.82 953.31
2
240.37 713.42 951.94
3
4
266.62 607.68 941.74
5
PROMEDIO 252.58 614.71 929.32
D.E 32762 58.299 27.31
C.V.{%) 1297 9.48 293
tea 1.447 1.462 6.249
twn 2776 2776 2776

Tabla No. 6.- Repetibilidad del Método Analitico. La tabla muestra promedio,
desviadmestémar,coelﬁemedevaiadén(%),'td.y t o para cada nivet de
concentracidn evaluados cada uno por quintuplicado bajo las mismas condicicnes de
equipo, laboratorio y analista.

PRUEBA DE HIPOTESIS:
Ho: x = p El método es exacto.
Ha: x # g El método no es exacto.

TOMA DE DECISION
Seacepial-losi&,<&al95%conn—1ga¢sdeﬁbeﬂad.
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Vatidacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO DEL METODO ANALITICO

Los resulftados obtenidos para la evaluacidn de la reproducibilidad
intralaboratorio del método analitico se presentan en la tabla No. 7. Los
coeficientes de variacion cbtenidos para las concentraciones evaluadas: 300, 700
¥y 1100 ng/mL durante los tres dias, bajo las mismas condiciones de analista y
laboratorio fueron: 9..23, 8.32 y 7.32 %, respectivamente. Es evidente que en la
cuantificacion de la concentracién menor de amantadina, se presenté un mayor
coeficiente de variacion en los resultados.

Considerando que el criterio de aceptacion establecido, indica que los
coeficientes de vaniacion no deben ser mayores al 15 %, los resuitados obtenidos
demuestran que el método analitico es reproducible bajo las condiciones de
analisis establecidas en diferentes dias de trabajo.

Para la complementacion del andlisis estadistico de la reproducibilidad, se
realizd un andlisis de ANOVA, considerando un efecto anidado. De los resuitados
se obtuvo que Feu < Fiy, en los tres niveles de concentracion, por lo tanto podemos
concluir que el analista y el dia anidado en e analista, no presentan efecto sobre
fa valoracién, dicho en otras palabras el andlisis lo puede hacer cualquiera de los
analistas en cualquier dia.

Los resultados de repetibiidad y reproducibiidad mntralaboratorio,
demuestran que el método analitico para cuantificar amantadina en plasma es
preciso, ya que cumple con los criterios establecidos que indican que los
coeficientes de variacion no deben se mayores al 15 %.
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Validacién de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC

acoplado a fluorescencia
L
CONCENTRACION
NOMINAL (ng/mL) 300 700 1100
DIA-REPLICA CONCENTRACHKIN EXPERIMENTAL (ng/ml )
1-1 246.09 578.98 953 31
1-2 240.37 564.82 951.94
241 296 26 675.79 1091.85
2-2 297.33 65028 1054 .44
31 286.14 650.84 13217
32 286.07 694.27 1084.3
PROMEDIO 275.376 637.496 1046.335
D.E. 25422 53.090 76.641
b CV%) 923 832 7.32
Tabla No. 7.- Reproducibilidad Intralaboratorio det Método Analitico. La tabla muestra
el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de cada nivel de
concentracién anahzado por duplicado durante 3 dias, bajo las mismas condiciones de
analista, equipo y faboratorio.
))
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Validacién de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC

acopiado a fluorescencia
ANALISTA
1 2
« 1 220.332 301.733
— 222 558 290.267
o 223785 309.273
221.099 292 187
215.142 299 382
2 242 474 263.083

Tabla No.8 .- Reproducibilidad del método para amantadina a una concentracion
demngfm.LatauamLeshabsvaioresobtaddosdehmmmhadeeMngme

con analistas y dias diferentes.

FUENTEDE | GRADOS DE SUBLA DE PROMEDIO F F CRITICA
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS DELOS CALCULADA
CUADRADOS
ANALISTA 1 14044.791 14044 791 1.946 18.51
Dia 2 14431.330 7215.665 36 4.48
ERROR 8 15772.5271 1971.565
TOTAL 1

Tabta No. 9 .- Tabta de analisis de la variancia.

REGLA DE DECISION.-
PARA LA FUENTE DE VARIACION ANALISTA
Si Fe < Fiay al 85 %, indica que no hay efecto de! analista sobre la valoracién.

PARA LA FUENTE DE VARIACION DIA

Si Fea < Fiap, al 95 %, indica que no hay efecto del dia sobre la valoracion.
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falidacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplade a fluorescencia

bDi A

ANALISTA
] PE
1 600.578 663.216
613.799 678.076
597.146 676.068
707.752 650.949 |
508.628 626.095 f
2 597.645 727685
|

Tabla No.10.- Reproducibilidad del método para amantadina concentracion de 700
ng/mL La tabla muestra los valores obtenidos de la concentracidn de 700 ng/mL con
analistas y dias diferentes.

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE PROMEDIO F F CRITICA
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS DE LOS CALCULADA
CUADRADOS
ANALISTA 1 7830.321 7830.321% 10.779 18.51
Dia 2 1452.757 726.378 4179 4.46
ERROR 8 13903.462 1737.932
TOTAL 11

Tabla No. 11 .- Tabla de andlisis de la variancia.

REGLA DE DECISKON.-
PARA LA FUENTE DE VARIACION ANALISTA
Si Fea < Fup al 95 %, indica que no hay efecto del analista sobre la valoracion.

PARA LA FUENTE DE VARIACION DiA

Si Fea < Fip, al 95 %, indica que no hay efecto del dia sobre la valoracién.
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC

acoplado a fluorescencia
ANALISTA
1 2
< 1 1018.613 964308
- 981.018 1105.105
a 979.750 1177.274
957.567 1010.213
956.132 1059.292
2 945518 1038.299

Tabta No.12.- Reproducibitidad del método para amantadina concentracion de 1100
ng/mL La tabla muestra los valores obtenidos de la concentracion de 1100 ng/mL con
analistas y dias diferentes.

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE PROMEDIO F F CRITICA
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS DE LOS CALCULADA
CUADRADOS
ANALISTA 1 22177.38 22177.38 7.888 18.51
Dia 2 56227 2811.35 8738 4.46
ERROR 8 25736.7 3217.08
TOTAL 1

Tabla No.13 .- Tabla de analisis de la variancia.

REGLA DE DECISION.-
PARA LA FUENTE DE VARIACION ANALISTA
8i Fea < Frap al 95 %, indica que no hay efecto del analista sobre la valoracion.

PARA LA FUENTE DE VARIACION Dia

Si Fea < Fapy @l 95 %, indica que no hay efecto del dia sobre [a valoracion.
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Vahdacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

I.3.- EXACTITUD

En la tabla No. 14 se presentan kos datos de la concentracion experimental
en los niveles de concentracion evaluados a partir de la determinacion de la
repetibilidad y la reproducibilidad del método analitico, asi comao el promedio de
estas concentraciones para apreciar la variacion de dicha respuesta con respecto
a la concentracion nominal expresada como porcentaje de desviacion absoluta. De
los datos presentados en la tabla, se deduce que el valor méaximo encontrado para
el porcentaje de desviacion absoluta fue del 12 %, sin rebasar el limite establecido
del 15 %.

Por lo anteriormente mencionado, el método analitico es exacto para
cuantificar amantadina en plasma ya que cumple con la espedificacion establecida
que indica que el valor promedio de las deteminaciones en cada nivel de
concentracidn de fos datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro
del 15 % dei valor nominal de concentracion.

Este parametro de validacion fue complementado con una prueba
estadistica t de Student, la t.a ¥ la ti, Se muestran en la tabla No. 6. Segtin esta
prueba estadistica el método es exacto para los niveles de concentraciones de
300 y 700 ng/mi, en el que la te < i Para la concentracion de 1100 ng/mL se
obfuvo una teu > b, 10 que nos indica que no es exacto para este nivel de
concentracion; pero se puede afimar que tiene exactitud porque para este nivel
tenemos un % de desviacion absoluta de 10.19 % (ver tabla No. 14) que cumple
con lo que solicitan las autoridades comespondientes ( NOM- 177-SSA1-1998 ).
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC

acoplado a fluorescencia
] ONCENTRACION
ICONCENTRACION . EXPERIMENTAL %
NOMINAL CONCENTRACIKON EXPERIMENTAL PROMEDIO DESVIACION
{ngiml ) (ng/mt) {ng/md} ABSOLUTA
REPETIBILIDAD REPRODUCIBILIDADS

300 252.58 275.376 263.978 1200

700 6514.71 637.496 626.103 10.55

1100 929.32 10465.335 987.8275 10.19

Tabla No. 14.- Exactited del Método Analitico. La tabla muestra los valores de la
concentracién experimental promedio de repetibilidad y reproducibifidad para cada nivel
de concentracion, asi como ef % de desviacion absoluta.
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a flucrescencia

I.4.- RECUPERACION ABSOLUTA

En la tabla No. 15 se muestra el porcentaje de recobro para amantadina en
plasma a las concentraciones de 300, 700 y 1100 ng/mL evaluadas por triplicado.
En dicha tabla se observa que el promedio del porcentaje de recobro es de 75.76
%, con un coeficiente de variacion de 7.55 %.

De acuerdo con el criterio de aceptacion establecido, que indica que el
porcentaje de recobro no necesariamente debe ser del 100 %, pero si reproducible
{demostrandose esto con el coeficiente de variacion). El método de extraccion
empleado se considera adecuado para este fin, al cumplir satisfactoriamente con
el criterio de aceptacion.
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Validacién de un método analitico para cuantificar amantadina en ptasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

CONCENTRACION
HONIMAL
ngimL 300 700 1100 300 700 1100
REPLICA AREA BAJO LA CURVA DE AMANTADINA EN:
MUESTRAS ACUOSAS SIN MUESTRAS PLASMATICAS CON
EXTRACCION EXTRACCION
1 3961174 | 9030522 | 10673832 | 2576042 | 6453933 | 7815168
2 3807504 | 6931251 | 11891776 | 2572766 | 5807514 | 9705203
3 3310182 | 7869306 | 13380880 | 2517334 | 6434202 | 11111352
PROMEDIO | 3592953.333 | 7943693 | 11982162.7 | 255538067 | 6231883 |9543907.67
*% DE RECOBRO DE AMANTADINA 69.1961267 | 78.450703 | 79.6509606
PROMEDIO DE
LOS % DE 75.76
RECOBRO
DE 572
CV{%) 7.55

Tabla No. 15.- Porcentaje de Recobro de Amantadina en Plasma. La tabla muestra el
area bajo ia curva de réplicas acucsas sin extraccidn y muestras plasmaticas con
exhacddnpammdaﬁveldeomcaﬁadén,asimoeimomdoddporwntajede
recobro, su desviacion estandar y coeficiente de variacién (%).
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Validacidon de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

I1.5.- LIMITE DE CUANTIFICACION Y DETECCION

El limite de cuantificacion se determind mediante dos métodos distintos. El
primer método, es un método estadistico reportado por Liteanu C. ef. al. 1980, con
el cual se encontré un limite de cuantificacién de 100 ng/ mL. El segundo método
es el reportado en la NOM — 177 - SSA1 - 1998, al analizar 10 réplicas de la
concentracion de 50 ng/ml, se obtuvo el coeficiente de varacion y el % de
desviacion absoluta; los cuales cumplieron con la especificacién reportada que
dice que estos parametros deben ser menores al 20 %, por lo que se considera
que esta concentracion es el limite de cuantificacion.

Con ambos métodos se tiene un limite de cuantificacion bastante sensible y
capaz de cuantificar la concentracion téxica reportada (> 1pg/mL).

El limite de deteccion se determiné con el método estadistico reportado por
Liteanu C. et al. 1980 y se encontr6 que tiene un valor de 20 ng/mL.
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Vahdacién de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC

acoplado a fluorescencia
CONCENTRACION NOMINAL
ngiml 50 50
CONCENTRACION RELACIKON DE AREAS BAJO
REPLICAS EXPERMMENTAL LA CURVA
ngimlL

1 53.69095374 0.15299584
2 51.51952015 0.14613939
3 50.99766275 0.14449159
4 5588831648 0.15993415
5 51.34075122 0.14557492
6 64 36649644 0.18670458
7 54 45155756 0.15539749
8 53.31812753 0.15181861
9 47 25476071 0.13267313
10 59.08745818 0.17003569
PROMEDIO 5419156148 0.15457654
D.E. 4773147021 0.01507153

C V(%) 8.81

% DESVIACION
ABSOLUTA 8.38

Tabia Mo.16.- Réplicas para determinar limites de deteccion y cuantificacion. La
taﬂamueshadmm&aio.d&sviadén&sténdar,meﬁdeﬁedevaiadw(%)y%de
desviacbnatsmmadelasdiezrédh@asdebwwﬂradéndesongme,asiwnoa
promedio y desviacitn estandar de la relacidn de areas bajo la curva.
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Validacion de un método analitice para cuantificar amantadina en ptasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

)
CONCENTRACION | RELACION DE
NOMINAL AREAS BAJO
ng/mL LA CURVA
50 0.15250314
100 0.29656004
200 0.61496073
400 1.22247481
600 1.89353054
b -0.01653
m 0.00315
r 0.9897
Tabla No.17 .- Curva de calibracién para la determinacion de limites de
y cuantificacién y deteccion.
Método |.-
Extrapolando la desviacitn estandar de fa relacion de areas bajo la curva:
0.01507153 resulta una concentracion de 10.01 ng/mL
LEHITE DE DETECCION: 10.01 ng/mi x 2 = 20.02 ng/mi
LIMITE DE CUANTIFICACION: 10.01 ng/ml x 10 = 100.10 ng/mi
b
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Validacion de un métode analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

I1.6.- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

I.L6.1.- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA A LAS CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO -72 °C.

En la tabla No. 18 se presentan los resultados del andlisis de muestras
plasmaticas conteniendc amantadina las cuales fueron almacenadas a -72°C
durante 41 dias y los resultades de las muestras de tiempo cero.

Se realizé et analisis estadistico para estas replicas y se encontré que el
coeficiente de variacion esta en un rango de 4 - 5.8 % y que el porcentaje de
desviacion absoluta esta entre 9043 - 7.8 % con respecto a la concentracion
inicial. Estos parametros nos indican que la amantadina es estable en ia muestra
plasmatica a -72°C durante un periodo de 41 dias.
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

L
COMNCENTRACION
NOMINAL
ng/mL 300 700 1160
DIA-REPLICA CONCENTRACHKIN EXPERIMENTAL ( ngiml }
0-1 260.260285 650.841814 113217062
0-2 286.0745611 694 277133 1094, 30169
0-3 286.144768 629.120485 12259258
1-1 274.689618 725.459892 1069.13318
1-2 266.305748 658.254526 1045.57358
1-3 285.201584 717.374373 1062.58147
. PROMEDIO
276.44 679.221371 1108.94772
D.E. 11.23 38.9241185 63.7197229
C.V{%) 4.06 573 5.74
% DE DESVIACKON
ABSOLUTA 7.8 2.96 9043
Tabla No. 18.- Evaluacién de las Condiciones de Almacenamiento —72°C. La tabla
muesira los valores de promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacidn (%) v
pmwnta;ededesvnaaonabsmmadelasrepmasdecadamveldecanenhacén
experimertal a iempo 0 y 41 dias de almacenamierio a —72 °C.
W
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Validacién de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluarescencia

11.6.2).- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA EXTRAIDA

La tabta No. 19 nos muestra los resultados de muestras plasmaticas a
tiempo cero y muestras a las cuales no se les somelid a la reaccién de

denvatizacion, almacenandolas 48 horas para su posterior analisis.

Los parametros evaluados fueron coeficiente de variacion y porcentaje de
desviacion absoluta. Los resultados del coeficiente de vaniacion estan en un rango
de i0.10 y 10.8 %con respecto a la concentracion inicial. El porcentaje de
desviacion absoluta tiene valores de .37,.049 y 11.5 %. Ambos parametros
cumplen satisfactoriamente con el criterio de aceptacion establecido.

Esta prueba se realiz6 por la necesidad que surge de dejar en ocasiones e
proceso de analisis en la etapa de la extraccion, y por lo anteriormente analizado
podemos decir que la amantadina extraida de la matriz biolégica es estabie
durante 48 horas si se almacena a -20 °C .
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Vatidacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC

acoplado a fluorescencia

L)
CONCENTRACION 300 700 1100
NOMINAL
0-1 260.2602 650.8418 1132.1706
0-2 286.0746 694 2771 1094.3016
0-3 286.1447 629.1204 1225.9258
1-1 3499517 | oo 1391.1916
1-2 319.3096 762.0753 1412.9522
1-3 305.024 7654053 1224 4632
PROMEDIO 301.1274 700.3439 1225.8578
¥ D.E.. 31.1473 55.8637 131.8244
C.V. (%} 10.3435 7.9766 16.7536
% DESVIACION 3758 0491 11.441
ABSOLUTA
Tabla No. 19.- Estabilidad de la Muestra Extraida y Almacenada 48 hrs. a - N
20°C. La tabla muestra los valores de promedio, desviacion estandar, coeficiente de
vanacion (%) y porcemtaje de desviacion absoluta de las réplicas de cada nivel de
concentracion expetimentalatiempoﬂymmﬁtrasqueseexhaierondeiamamz
bioldgica, se aimacenaron a —20°C y a las 48 hrs. se derivatizaron y anafizaron.
P
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11.6.3).- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA Y ALMACENADA A -
20°C 48 HRS.

La tabla No. 20 muestra los resultados de |la evaluacion de la estabilidad de
la muestra reconstituida y almacenada a —20 °C durante 48 horas y los resultados
de tempo cero. En i{a tabla se puede observar que los parametros estadisticos
evaluados son coeficiente de variacién y porcentaje de desviacién absoluta. Los
vailores cbtenidos para el coeficiente de variacion estan en el intervalo 5.52 — 9.53
% y para el porcentaje de desviacion absoluta tenemos que el intervalo es de 4.9 —
7.1 %, por lo que seguin el criterio de aceptacion establecido, podemos decir que
la amantadina reconstituida es estable en un periodo de almacenamiento de 48
horas a —20°C.

Esta prueba demuestra la estabilidad del producto dansilado durante el
analisis y ademas garantiza la confiabilidad del resuitado, si es que por alguna
circunstancia el anafista no puede continuar el mismo dia con el anilisis de las
muestras.
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
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CONCENTRACION 300 700 1100
NOMINAL
0-1 260.2602 650.8418 11321706
0-2 286.0746 694.2771 1094.3016
0-3 286.1447 629.1204 1225.9258
1-1 289.571 777.9925 11652338
1-2 304 0343 747.2017 1253.7927
1-3 o 794.4401 1275.8998
PROMEDIO 285.2169 715.6456 1178.1891
DE.. 15.7915 68.1678108 71.8968
CV. (%) 5.5366 9.5253 6.1023
% DESVIACION
ABSOLUTA 4 927 2.235 7.108

Tabla No. 20.- Estabilidad de la muestra procesada y almacenada a -20°C
48 hrs. La tabla muestra los valores de promedio, desviacidn estandar, coeficiente de
variacion (%) y pofcentaje de desviacidn absoluta de las réplicas de cada nivel de
concentracion expermmental a tiempo 0 y muestras que se derivatizaron, el residuo
almacenado 48 horas a —20 °C y analizadas.
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

11.6.4).- ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DURANTE CUATRO CICLOS DE
CONGELACION - DESCONGELACION -20 °C

En la tabla No. 21 se muestran los resultados comrespondientes a la
estabilidad de amantadina en plasma mantenido a -20 °C. El analisis se realizd al
tiempo cero, 1 dia, 3 dias, 7 dias y 15 dias posteriores a su preparacion. En elia se
observa, que el coeficiente de vanacion y el porcentaje de desviacion absoluta de
las réplicas con respecto a la concentracién inicial en cada nivel de concentracion,
son inferiores al 15 %.

Por lo anterior se concluye, que la amantadina es estable en plasma
mantenida a — 20 °C durante 15 dias y después de 4 ciclos de congelacidn

descongelacion.
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CONCENTRACION
NOMINAL
ng/mL 300 700 1100
DIiA -REPLICA CONCENTRACION EXPERIMENTAL
0-1 260.260285 650.841814 1132.17062
0-2 286.074611 694 277133 1094.30169
0-3 286.144768 629.120485 1225 9258
1-1 320.427581 658 090051 850.129577
1-2 313.330466 633.940486 950.041649
1-3 301.545926 679.242128 §20.786444
2-1 288.368183 688 176992 1170.42385
2-2 276.668051 658.521946 1123.78035
23 271.085686 647.531853 1040.56251
K 256.576131 602.000326 1092.32328
32 248.7778%4 600.15214 1032.46552
33 252 832999 —— 987 990088
41 206.943302 582 828245 825633195
42 22524581 501.035146 834.115351
43 204.609295 _ 902 936345
PROMEDIO 266.59 632.75 1012.24
D.E. 35.27 5222 128.02
C.V. (%) 1323 8.25 12.64
% DE DESVLACION
ABSOLUTA 11.13 9.60 7.97

Tabla No. 21.- Evaluacién de los Ciclos de Congelacién y Descongelacion a -20 °C.
La tabla muestra los valores de promedio, desviacion estandar, coeficiente de vanacion
(%) y porcentaje de desviacidn absoluta de las réplicas de cada nivel de concentracion
expermental a tempo 0, 1 dia, 3 dias, 7 dias, 15 dias posteriores a su preparacian,
congelando ( -20 °C) y descongelando todas las réplicas.
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(.- SELECTIVIDAD DEL METODO

No se observaron sefiales del plasma y de ks farmacos adicionados
{ imipramina y fluocxetina ) que interfieran con la respuesta cromatografica de la

amantadina y de la memantina { estandar interno ).

En la tabla No. No. 22 se muestran os tiempos de retencion y resolucion de
los farmacos afadidos. En las figuras 4,56 y 7 se presenta el cromatégrama
respectivo.

FARMACO |CONCENTRACION| Tiempo de | Resolucién
{ ng/mL } retencion (min.}
imipramina 400 No presenta No presenta
Fluoxetina 400 13.678 4.026*
Amantadina 200 7.850 _
Memantina 500 12.207 ——

Tabia No. 22 .- Sedectividad del método analitico.
+ Resolucidn calcidada con respecto al estandar intermo

En la hgura No.4 que comesponde a una muestra blanco de plasma,
podemos observar que hay picos que parece que eluyen a los mismos tiempos de
retencion de los analitos de interés, pero estos picos no se pueden considerar
como interferentes porque suponiendo que eluyan junto con los analitos, tienen un
area bajo la curva despreciable comparado con la concentracidn minima de
amantadina { 200 ng/mL ) y la concentracion de memantina utilizada durante el
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acopiado a fiuorescencia
»
¢ RUN 2 12 JAH 19681 8214983
STRRT
— 3 1.229
= 7,855
2 did
3.399
§ 445
11 673
)
Fig. 4.- Chtuiunhﬂ5p1ltnn de una muestra blanco de plasina, en las condiciones
cromatogrificas del método analitico. La figura muestra que a los tiempos de retancion
que comesponden a la amantadina y a {a memaniina, no hay material enddgeno
imerfarente.
&
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acopiado a fluorescencia
W
+ RUN & JRN 1981 83128126
1 1.226
> 2.868
3.389
11.636
13.678  CLORHORATODE FLUGKETNA
p
5TGP
Fig. 5.- Cromatdgrama de una muestra ds plasma con 400 ng/mL de clorhidrato de
fluoxetina. La figura muestra un pico del clorhidrato de fluoxetina al tiempo de retencion
de 13.678 min., el cual tiene una buena resolucion dei esiangar Temy.
B
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acopiado a fluorescencia

L
+ RUN 2 M 1901 A3 icen
——— L .873
3.9@3
1i.6556

y

Fig. &-Wdemam&plmeonmnghtdehimma

:w"'abg'a"a muestra que la imipramina no puede ser detectada con este método
U
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validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en piasma por HPLC
acopiado a fluorescencia

START
/|
— 1.247
z.873
—c— E7]
< 3Z.928 3 azg
~of
== 39 4 458
3
[ = T H
T.185 SRR
?.127 amantading
8 .887
9 073
9.79
11.146
entn 4 B~ 1= B}
STOP -

analito (8.007) y del std. Intamo (12.486).
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CONCLUSIONES
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Validacion de un método analitico para cuantificar amantadina en plasma por HPLC
acoplado a fluorescencia

« Se validd el método analitico para I cuantificacién de amantadina en
plasma segln la Norma Oficial Mexicana NOM- 177-SSA1-1998 y resulto

Ser:

« Lineal, preciso y exacto en el intervalo de concentraciones de 200 a 1200

ng/mL.

s Sensible, ya que la concentracidn minima que puede ser cuantificada con
exactitud y precision es de 50 ng/mL y la concentracion minima detectada

es de 20 ng/mL.

s Selectivo y especifico, ya que fammacos de uso comin (#nipramina y
fluoxetina) vy la matriz bioldgica, no interfieren en la cuantificacién de

amantadina.

+ Estable, en las condiciones de almacenamientc -70 °C, de la muestra
extraida, de la muestra procesada, de la muestra durante ciclos de

congelacion-descongelacidn.

+ El método analitico es confiable y puede ser utilizado para cuantificar
amantadina en plasma en estudios de monitoreos terapéuticos, ya que el

rango de cuantificacion contempla kz concentracion toxica.

+ El método validado cumple las requisiciones que estipulan las autoridades

de sakid correspondientes { NOM- 177-SSA1-19398 ).
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GLOSARIO
ACINESIA: Falta, pérdida o cesacion del movimiento.

CEFALEA: Dolor de cabeza

DENUDAMIENTO: FEtapa de la replicacién viral, en la que se produce la
desintegracion del virus, dejando libre al acido nucleico, que comanda su propia
replicacion y la de las proteinas necesarias para integrar nuevas particulas.

DESCAPSIDACION : Es un proceso secuencial programado que termina con la
Iiberacion del genoma viral s6lo o unido a determinados enzimas virales en el sitio
adecuado. La descapsidacion comienza con la pérdida de la cubierta del virus.

DIALISIS: Separacion en molkéculas pequefias a parlir de ofras mas grandes por
medio de una fusin selectiva a través de una membrana semipenmeable.

DISCINESIAS TARDIAS: Variaciones en la respuesta al medicamento que
comprende la distonia de la mafiana y discinesias de pico.

EDEMA: Hinchazon blanda de una parte del cuerpo, que cede a la presion y es
ocasionada por la serosidad infiltrada en el tejido celular.

ERUPCION MORBILIFORME: Enrojecimiento y prominencia de la piel.

FLUCTUACIONES CLINICAS: Variaciones en la respuesta al medicamento que
comprenden: periodo de fin de dosis y fenémeno de encendido y apagado.

FUSION: Es otro tipo de penetracion que se da por fusién de la envoltura viral con
la membrana plasmatica. En este caso el virus es completamente incorporado al
citoplasma.

PERIODO DE FIN DE DOSIS: Fluctuacion dlinica en la cual el paciente presenta
respuesta al medicamento solo durante 2 a 4 horas después de la toma,
posteriommente los datos clinicos de la enfermedad regresan y hasta que toma la
siguiente dosis vuelve a mejorar.

PROFILAXIS: Toda medida preventiva destinada a evitar una enfermedad, por
ejemplo la vacunacion.
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