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RESUMEN

El propdsito del siguiente trabajo fue determinar con precisidon vy
exactitud a través de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR),
las concentraciones de diclofenaco en tejido gingival humano, una vez
administrado éste por via oral, empleando como matriz bioldgica, el tejido

bucal del maxilar inferior del cerdo.

La primera fase del método del método de cuantificacion consistio en la
extracciéon sélido-liquido del principio activo, en la cual la matriz bioldgica
adicionada con concentraciones conocidas de diclofenaco y una cantidad fija
de estandar interno y metanol fue sometida a un proceso de maceracion,
agitacion mecanica y centrifugacion. El sobrenadante liquido obtenido de la
primera fase, fue analizado por CLAR con deteccién UV a 275 nm,
empleando para la separacién una columna C18, una fase movil consistente
en una mezcla de acetato de sodio y metanol (40:60 v/v). La validacién del
método analitico fue realizada conforme a los parametros analiticos que
marcan las guias para validacién de métodos bioanaliticos y la NOM 177-
SSA1-1998.

El método analitico fue capaz de cuantificar diclofenaco en muestras de
100 mg de tejido bucal humano de forma sencilla, reproducible y exacta en
un rango de 0.1 a 5 pg/mL de diclofenaco, con una r’= 0.9998, y un limite
de cuantificacién de 0.0880 pg/mL, sin interferencia de productos
endogenos derivados de la matriz. Los tiempos de retencion para el
estandar interno y el Diclofenaco fueron de 3.5 min. y 7 min.
respectivamente, con un recobro mayor al 90%, y una precision y exactitud
gue no rebasan los criterios establecidos para determinaciones en fluidos
biolégicos. La aplicabilidad del método se demostré determinando la
presencia de diclofenaco en muestras de tejido bucal provenientes de
pacientes administrados con una dosis Unica oral de 50 mg de diclofenaco
en un rango de 2 a 19 ug de Diclofenaco/g de tejido. EI método analitico
validado puede ser aplicado en estudios de investigacidon que requieran la
cuantificacion de este principio activo dentro del rango de concentracién

previamente establecido.
Juana Rosas Lo6pez
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INTRODUCCION

Las extracciones quirdrgicas dentales, son procedimientos que
generalmente estdn acompanados de dolor e inflamacién. Son muchos los
farmacos que se han investigado para minimizar el dolor postoperatorio, los
mas ampliamente utilizados son los AINES, (antiinflamatorios no
esteroideos) que inhiben la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos,
reduciendo asi su actividad sensibilizadora sobre las terminaciones
sensitivas. Entre ellos ha demostrado su eficacia en diversos estudios el
diclofenaco, un principio activo que ademas de inhibir la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos, tiene la particularidad de distribuirse en
liquidos y tejidos corporales, manteniendo concentraciones altas durante

mas tiempo.

Hasta el momento los trabajos publicados sobre la eficacia de los
farmacos utilizados en este tipo de padecimientos, estan basados en
valoraciones de escala visual andloga (EVA) o evaluaciones

semicuantitativas.

El laboratorio de farmacologia del Centro de Investigacién y de Estudios
Avanzados, se planteo el objetivo de obtener un método analitico por CLAR
capaz de cuantificar con precisién y exactitud la concentracion de
diclofenaco en tejido bucal humano, siendo asi el primer método capaz de
realizar determinaciones cuantitativas de farmaco en tejido para su

aplicacién en la investigacion odontolégica.

Cualquier método que tenga por objetivo el ser utilizado para rutina o en
la cuantificacién de farmacos, es necesario que cuente con atributos de
calidad y confiabilidad de que los datos obtenidos a partir de este son
confiables, por lo que el método deberd ser validado conforme a los
parametros analiticos que marcan las guias para validacién de métodos
bioanaliticos y la NOM 177-SSA1-1998.

Juana Rosas Lo6pez 1]
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I. ANTECEDENTES TEORICOS

A. Inflamacion

Cuando se produce una lesién en cualquier tejido del organismo, sea
cual sea su origen (traumatismo, infeccion o tumor), éste tiene un

mecanismo de reparacidn, que es la inflamacion.!

1. DEFINICION.

La inflamaciéon es una reaccidn protectora normal a la lesidn tisular
producida por traumatismos fisicos, productos quimicos nocivos o agentes
microbiolégicos. Es el esfuerzo del cuerpo por inactivar o destruir los
microorganismos invasores, eliminar las sustancias irritantes e iniciar la
etapa para la reparacién tisular. El proceso inflamatorio suele desaparecer
una vez que la cicatrizacién o la curacion se completan. Sin embargo, en
ocasiones la desencadena de manera inapropiada una reaccion
autoinmunitaria, como sucede en el asma o la artritis reumatoide. En estos
casos las propias reacciones de defensa producen lesion tisular progresiva y
pueden requerirse agentes antiinflamatorios para modular el proceso

inflamatorio.?

En una primera fase se produce un aumento del flujo sanguineo que se
traducird en dos de los signos cardinales de la inflamacion: el “calor” y el
“rubor”. El plasma y algunas células de la sangre salen de los vasos
sanguineos hacia las células inflamadas produciendo el siguiente signo

| n

cardinal de la inflamacién: el “tumor”. Por ultimo se liberan mediadores
quimicos especificos que varian segun el tipo de proceso inflamatorio y
consisten en aminas, como la histamina, péptidos pequeiios, como la
bradicinina, péptidos de mayor tamafio, como la interleucina y lipidos, como
los eicosanoides, que estimulan los receptores del dolor generando el ultimo
signo cardinal de la inflamacién que es el dolor.'?

............................................................................................................................
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El dolor es quizad uno de los sintomas mas comunes que se presenta en
una enfermedad, es una experiencia sensorial y emocional desagradable
que experimenta un individuo de manera Unica para él, razén por la cual es
referido y vivido en cada persona de manera diferente. El dolor es también
un problema fisico, psicolégico y social, que puede afectar el

desenvolvimiento y conducta normal de una persona.’

B. Eicosanoides

1. DEFINICION Y CARACTERISTICAS GENERALES

Se engloba bajo esta denominacion al conjunto de sustancias de
prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas, leucotrienos, etc., (ver figura
1), de acciones fisioldgicas diversas y a menudo contrapuestas, que poseen
la caracteristica comun de ser sintetizadas a partir de &cidos grasos
poliinsaturados esenciales de 20 atomos de carbono que contienen tres,

cuatro 6 cinco enlaces dobles.?

COOH COOH

-
/4
HO

OH
Tromboxano A,

OH
Prostaglandina E,

Leucotrieno B,

COOH

HO OH

Prostaciclina

Fig.1 Estructura Quimica de los Eicosanoides

............................................................................................................................
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Los eicosanoides estan implicados en la regulacién de muchos procesos
fisioldgicos y se encuentran entre los mediadores y los moduladores de la

reaccion inflamatoria mas importante.

La fuente principal de los eicosanoides es el acido araquidonico, que
deriva del metabolismo del acido linoleico y se almacena formando parte de
los fosfolipidos de la membrana celular. Su liberacién se produce por accion
de la fosfolipasa A, y otras acilhidrolasas, como respuesta a un numero
diverso de estimulos fisicos, quimicos o mecanicos, y es metabolizado por
dos sistemas enzimaticos principales: a) la ciclooxigenasa, de la cual
proceden las prostaglandinas, los tromboxanos y la prostaciclina y b) la

lipooxigenasas, que median la produccién de los leucotrienos.?

2. SINTESIS DE EICOSANOIDES

El 4cido araquiddnico liberado de los fosfolipidos de la membrana puede
tener tres finalidades diferentes: a) difundir fuera del entorno celular sin
causar efecto alguno; b) ser reincorporado a los fosfolipidos de la
membrana, y c¢) actuar como sustrato de los sistemas enzimaticos

ciclooxigenasa y lipooxigenasa.

a. Via de la ciclooxigenasa: Las prostaglandinas, los tromboxanos y
prostaciclinas, se sintetizan por la via de la ciclooxigenasa. Se identifican
dos ciclooxigenasas: COX-1 y COX-2. La primera es constitutiva, en tanto

que la segunda es inducida como reaccion a los estimulos inflamatorios.>

La sintesis de todas las prostaglandinas se inicia en una primera etapa
catalizada por la prostaglandina endoperdxido-sintetasa (PGH-sintetasa),
que convierte el acido araquidonico en PGH,. La PGH-sintetasa es una

glicoproteina de membrana que posee dos actividades cataliticas:

............................................................................................................................
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La primera es una ciclooxigenasa, encargada de insertar dos moléculas
de oxigeno en el acido araquiddnico, ciclandolo, y produciendo un endoper
oxido intermedio denominado PGG,. La segunda actividad es una
peroxidasa que cataliza la reduccion del grupo 15-hidroperoxilo de la PGG,

para convertirla en PGH.*

A partir de la PGH,, las endoperéxido isomerasas sintetizan PGE, y
PGD,, mientras que por reduccion origina PGF,,. La PGH, también es el
origen de dos compuestos inestables y muy potentes; el tromboxano TXA;
que se crea por la actuacidon de la tromboxano sintetasa y se metaboliza
rapidamente y de forma no enzimatica en el tromboxano TXB;; la
prostaciclina o PGI, es consecuencia de la actuacién de la prostaciclina
sintetasa, se metaboliza rdpidamente a dos metabolitos uno inactivo y otro

activo (ver figura 2).?

............................................................................................................................
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Fig. 2 Sintesis de los Derivados del Acido Araquidénico Producidos por

Ciclooxigenacién. Modificado de Dey I et al. 2008

b. Via de la lipooxigenasa: De manera alternativa pueden actuar
diversas lipooxigenasas sobre el acido araquiddnico para formar derivados
peroxidados inestables que se convierten en los derivados hidroxilados

correspondientes, o en leucotrienos o lipoxinas, lo que depende del tejido.?>

............................................................................................................................
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El metabolismo del acido araquiddnico por la 5-12 y 15-lipooxigenasa
resulta en la produccion de los Aacidos hidroperoxieicosatetraenoicos
(HPETE), los cuales se convierten rapido en hidroxiderivados (HETE) y
leucotrienos. Los leucotrienos producidos por la 5-lipooxigenasa, estan
presentes en las células inflamatorias (PMN, basodfilos, células cebadas,
eosindfilos, macrdéfagos). La estimulacion de estas células aumenta el Ca**
intracelular, libera araquidonato e incorpora oxigeno molecular por la 5-
lipooxigenasa que produce el epdxido inestable leucotrieno LTA,. Este
intermediario, o se convierte al dihidroxileucotrieno LTB, o se conjuga con
glutation para producir el leucotrieno LTC,, el cual puede ser sometido a
transformacion secuencial de la molécula de glutatidon por peptidasas para

producir LTD4 y LTE,4 (ver figura 3).°

Fig. 3 Sintesis de Leucotrienos®

............................................................................................................................
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3. FUNCIONES FISIOLOGICAS

Se sabe que los eicosanoides son producidos por casi todas las células,

estando por tanto involucradas en la mayoria de las funciones organicas.

a. Sistema nervioso. En el sistema nervioso periférico las PGE,, PGE; y
PGI,, ya sean liberadas por estimulos variados de naturaleza lesiva o
administradas de forma parenteral, sensibilizan las terminaciones
nociceptivas sin producir dolor de forma directa. Esto se caracteriza por los
incrementos en la intensidad y la duracidon de la sensibilizacién del dolor
inducida por estimulos como el calor, la presién o distension, o por
potenciacion en la actuacién de otros mediadores como la bradicinina,

histamina, etc.>

b. Inflamacion. Los eicosanoides contribuyen a conformar los sintomas
de la inflamacion en sus primeras dos fases, la vasodilatacién aguda,
acompafiada de incrementos de la permeabilidad, y la consiguiente

infiltracion de leucocitos y células fagociticas.

Los derivados de la ciclooxigenasa favorecen la vasodilatacion
prolongada y aumentan el flujo sanguineo, al tiempo que potencian la
accion de otros mediadores, como bradicinina y serotonina, capaces de

incrementar la permeabilidad vascular y activar las terminales nerviosas.

Los derivados de la via de la lipooxigenasas se forman y son liberados
en neutrofilos, eosindfilos y macréfagos convenientemente estimulados. El
LTB, ejerce una poderosa accién quimiotactica que favorece Ila
concentracién de neutrdéfilos y produce hiperalgesia, asi como el aumento

en la permeabilidad vascular®
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4. INHIBICION DE LA SINTESIS DE EICOSANOIDES

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) bloguean tanto la
formacién de prostaglandina como de tromboxanos mediante la inhibicidn
de la actividad de la ciclooxigenasa (ver figura 4). La inhibicién de la via de
la lipooxigenasa aun se encuentra en investigacién. Con algunas
excepciones, los AINES no inhiben la actividad de la lipooxigenasa en
concentraciones que inhiben de manera notable la actividad de la
ciclooxigenasa. De hecho, al impedir la conversién de acido araquidénico
por la via de la ciclooxigenasa, los AINES pueden hacer que mas sustrato
sea metabolizado a través de las vias de la lipooxigenasa, lo que lleva a un

aumento en la formacién de leucotrienos inflamatorios.®
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Fig.4 Tejido Dafiado, Cascada del Acido araquidénico y sus Metabolitos.

Modificada de Cashman J.
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C. Farmacos Antiinflamatorios No Esteroides

1. DEFINICION

Los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen un
grupo farmacoldgico, quimicamente heterogéneo y ampliamente utilizado,
no solo en el tratamiento de patologias del aparato locomotor (artrosis,
artritis reumatoide, trastornos musculo esqueléticos), sino también en otras
indicaciones terapéuticas (fiebre, cdlicos nefriticos y biliares, cefaleas,
dismenorrea, traumatismos, y otras). Comparten acciones terapéuticas y
efectos adversos, no producen depresién respiratoria y no inducen

tolerancia ni dependencia fisica.® °

2. ACCION FARMACOLOGICA

a. Accion Antiinflamatoria. Los AINES reducen la inflamacion al inhibir
la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos, reducen su actividad
sensibilizadora sobre terminaciones sensitivas, asi como la actividad

vasodilatadora y quimiotactica.

b. Acciéon Antipirética. Es consecuencia de la capacidad inhibitoria de la
sintesis de prostaglandina a nivel central. Reducen la liberacién local de
PGE, en la region préoptica hipotalamica que regula la temperatura
corporal. La PGE; cuya liberacién es estimulada por la accion de diferentes
pirégenos, actia como mediador de la respuesta febril al alterar el punto

fijo de la temperatura.

c. Accion Analgésica. Las prostaglandinas vuelven sensibles las
terminaciones nerviosas a la accién de la bradicinina, la histamina y otros
mediadores quimicos que el proceso inflamatorio libera a nivel local. De este
modo, al disminuir la sintesis de prostaglandinas, se reprime la sensacion
de dolor.??®
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La accion analgésica abarca los dolores articulares, musculares vy
dentarios, ademas de cefaleas de diversa etiologia, incluidas las formas
moderadas de migrana. Pero a dosis suficientemente elevadas son también
eficaces en dolores postoperatorios y postraumaticos, ciertos codlicos y

dolores debidos a enfermedad cancerosa en sus primeras etapas.

En cuanto al dolor de la inflamacién, la propia actividad antiinflamatoria
contribuye a disminuir la cascada de produccion, liberacion y llegada de

sustancias que pueden activar directamente las terminaciones sensitivas.>

3. MECANISMO DE ACCION

El mecanismo de accién de los AINES clasicos consiste en la inhibicidon
de las ciclooxigenasas, impidiendo la sustraccién del hidrégeno en el
carbono 13 del acido araquiddnico y, por lo tanto bloquean la peroxidacion
en los carbonos 11 y 15. De manera que impiden la sintesis de distintos
eicosanoides a partir del acido araquiddénico. Estos eicosanoides son los
responsables en diversos grados de los mecanismos patogénicos de la
inflamacién, dolor y de la fiebre, pero debido a que también participan en
otros procesos fisioldgicos, su inhibicién, seria igualmente la responsable de

varios efectos adversos de estos farmacos.!°

D. Diclofenaco

1. DEFINICION

El diclofenaco es un derivado del acido fenilacético, relativamente no
selectivo como inhibidor de la ciclooxigenasa, tiene una fuerte actividad

antipirética y analgésica.’
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El nombre quimico del diclofenaco es sal monosddica del acido

benzoacético 2-[(2,6- diclorofenil) amino]*?

2. NOMBRES COMERCIALES.

Voltaren, Voltarol, Cataflam, Dolobasan'! 12

3. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Es un polvo cristalino de color blanco amarillento, ligeramente

higroscopico y practicamente inodoro. > 13

Presenta una férmula empirica Ci4H10CI,NNaO, y un peso molecular de

318.13 g/mol, con una estructura quimica: ' 3

Cl ONa
NH

Cl

Fig.5 Estructura Quimica de Diclofenaco Sodicot!’ 2

pKa: 4 (25°C)13
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Solubilidad
Tabla No 1. Solubilidad del Diclofenaco ' 2
Solvente Solubilidad (mg/mL)
Agua desionizada >9
Metanol >24
Acetona 6
Acetonitrilo <1
Ciclohexano <1
Acido clorhidrico (pH 1.1) 1
Buffer de fosfatos (pH 7.2) 6

El diclofenaco sodico tiene dos longitudes de onda de maxima absorcién,

en metanol a 283 nm y buffer de fosfatos (pH 7.2) a 276 nm.*!

4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS

Posee actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria, es un
inhibidor de la ciclooxigenasa en la sintesis de las prostaglandinas. Es
utilizado en condiciones clinicas como dolor agudo, dolor crénico e
inflamacién tal como en cirugia bucal, dismenorrea, dolor en espalda baja,

colico renal, cdlico biliar.'*

El diclofenaco también esta aprobado para el tratamiento prolongado de
la artritis reumatoide y la osteoartritis. Es mas potente que la indometacina

y el naproxeno.'!
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5. FARMACOCINETICA

El diclofenaco es absorbido rapida y eficientemente luego de su
administracion oral, rectal o intramuscular. Las concentraciones plasmaticas
maximas se alcanzan entre los 10 y 30 minutos posteriores a la
administracion intramuscular y entre 1.5 y 2.5 horas luego de

administracion oral recubierta.

El diclofenaco se une en un 99.5% a proteinas. Penetra eficientemente
en el liquido sinovial inflamado, en el cual mantiene altas concentraciones

en comparacion con los niveles plasmaticos.

Presenta un metabolismo de primer paso y solo un 60% del farmaco
alcanza la circulacién sanguinea sin modificaciones luego de la
administracion oral. Se elimina principalmente por metabolismo hepatico y
posterior excrecidon urinaria de los conjugados de sus metabolitos. En
humanos el principal metabolito es el 4-hidroxi-diclofenaco, que posee una

actividad antiinflamatoria despreciable.> 1®

6. EFECTOS ADVERSOS

Los efectos adversos se presentan generalmente en los primeros seis
meses del tratamiento y son mas frecuentes en los ancianos. Los problemas
mas frecuentes son los gastrointestinales, seguidos por los trastornos

nerviosos menores y las reacciones alérgicas.** *°
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7. INVESTIGACION CLINICA

El diclofenaco al igual que otros AINES ha sido sujeto de investigaciones
que describen su eficacia analgésica y antiinflamatoria. La mayoria de estos
se ha realizado en fluidos biolégicos como lo son el plasma, sangre y liquido
sinovial. Estudios recientes han estado encaminados hacia las cirugias
dentales, donde ha demostrado su eficacia antiinflamatoria con respecto a

los demas farmacos. 17?2

Debido a esto en la ultima década se han desarrollado estudios de
modelos in Vitro que simulan la cavidad bucal en los que se comparan
diferentes tipos de tejido para su posterior uso en la investigacion clinica.
De entre varios tipos de tejido, la mucosa bucal del cerdo ha demostrado
ser la mas apropiada, debido principalmente a la permeabilidad que

presenta. %

a. Modelos animales. Debido a la limitada disponibilidad de la mucosa
bucal humana, es muy frecuente el uso de mucosa bucal de una especie
animal alternativa. Cuando se usan modelos animales para estudios in
Vitro, estos deberan ser seleccionados en base a la similitud en estructura y

permeabilidad con la mucosa bucal humana.?* %°

Se han reportado trabajos usando mucosa oral de ratas y hamster,
estas superficies son queratinizadas y por lo tanto no pueden ser un modelo
apropiado de la mucosa bucal humana, que es una mucosa ho-
gueratinizada. La mucosa bucal de los conejos, es un tejido no-
queratinizado, sin embargo el area disponible es muy pequeifa vy
frecuentemente limita su uso. La mucosa bucal de los perros y los monos es
no-queratinizada, sin embargo se ha demostrado que es mas permeable
que la mucosa humana. Debido a la similitud fisioldgica, anatdmica,
nutricional y metabdlica entre los humanos y los cerdos, este ultimo ha sido
muy frecuentemente utilizado como modelo animal en la investigacién de

enfermedades humanas.
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La mucosa bucal del cerdo es no-queratinizada y el grosor de los dos
epitelios es muy similar (ver Tabla No. 2), ademas de que se ha demostrado

que no hay diferencia significativa en cuanto a permeabilidad.?®3°

Tabla No 2. Grosor Epitelial y Coeficiente de Permeabilidad (P) para
Agua a través de la Mucosa Bucal de Diferentes Especies Animales.

Especie Px 10”7 Espesor Epitelial
P (cm/min) (um)
Humana 579 £ 122 580 = 90
Cerdo 634 + 60 772 £ 150
Mono 1.025 + 154 271 £ 50
Perro 1.045 + 37 126 £ 20

Los datos son presentados con su *+ desviacion estandar. Reproducido de
Squier et al. 1996. Copyright de: Oral Mucosal Drug Delivery

E. Método analitico

1. DEFINICION

El método analitico se define como la descripcién de la secuencia de
actividades, recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para

llevar a cabo el analisis de un componente especifico en una muestra.>!

Una vez determinado el método analitico que se va a emplear, es
necesario establecer por medio de estudios de laboratorio una base de
datos que demuestren cientificamente que el método analitico tiene las
caracteristicas de desempefo que son adecuadas para cumplir los requisitos

de su aplicacién.?? 33
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2. VALIDACION

Los métodos analiticos que son usados para la determinacion
cuantitativa de farmacos y sus metabolitos en muestras bioldgicas tienen un
papel significativo en la evaluacion e interpretacion de los datos del estudio.
Por esto es preciso contar con un método analitico que tenga como principal
atributo la confiabilidad para producir resultados fidedignos que puedan ser
satisfactoriamente interpretados, por lo que es necesario llevar a cabo
estudios experimentales que permitan demostrar que los parametros que se
estan midiendo son confiables. Un proceso que permite cumplir este fin, es
la validacién. La validacién le proporciona, a quien aplica la metodologia,
una seguridad sobre los métodos empleados y asi poder tomar decisiones

con certeza.?! 3*

La validacion de un método analitico es el proceso que establece,
mediante estudios en laboratorio, que las caracteristicas de desemperio del
procedimiento cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas

previstas.>>

Los parametros fundamentales para asegurar la aceptabilidad del

desempefio de un método analitico son los siguientes:

a. Rango. Intervalo de un método analitico definido por Ilas
concentraciones comprendidas entre los niveles superior e inferior del
compuesto, en el cual se ha demostrado que el método es preciso, exacto y

lineal.

b. 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 presentes en la muestra.

c. Limite de cuantificacion. Es la concentracién mas baja del
compuesto que puede cuantificarse cumpliendo con la precisién y exactitud

establecidas en el método.
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d. Limite de deteccidn. Es la minima concentracion de un compuesto
en una muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente

cuantificado, bajo las condiciones de operacion establecidas.

e. Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracién del compuesto en la muestra.

f. Precision. Es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
proporciones de una muestra homogénea del producto, se evalla como

repetibilidad y reproducibilidad

g. Repetibilidad. Se denomina a la precision de un método analitico
gue expresa la variacidon dentro de un mismo laboratorio obtenida mediante

determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones.

h. Reproducibilidad. Es la precisién de un método analitico que
expresa la  variacidn obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de

analisis, tales como dias, equipo, columnas o analistas.

i. Exactitud. Es |la concordancia entre el valor obtenido

experimentalmente y el valor de referencia.

j. Estabilidad de la muestra. Es la propiedad del compuesto por
analizar, de conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo

hasta su analisis.

k. Recuperacion Absoluta. A la eficiencia del método analitico para

cuantificar el o los compuestos por analizar en la muestra bioldgica.>®
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F. Cromatografia

1. DEFINICION

La cromatografia es un poderoso método de separacion que tiene
aplicacion en todas las ramas de la ciencia y esta basado en un proceso de
migracion diferencial en el cual los componentes de una mezcla son
transportados por una fase moévil, gas o liquido y retenidos selectivamente

por una fase estacionaria que puede ser un liquido o un sélido.

La cromatografia fue inventada y denominada asi, a principios del siglo
XX por el botanico ruso Mikhail Tswett. El empled la técnica para separar
varios pigmentos vegetales, haciendo pasar disoluciones de estos
compuestos a través de una columna de vidrio rellena con carbonato de
calcio finamente dividido. Las especies separadas aparecian como bandas
coloreadas en la columna, lo que justifica el nombre que eligié para el
método (del griego chroma que significa “color”, y graphein que significa

“escribir”).*?

2. CLASIFICACION

Existen muchas maneras de clasificar los métodos cromatograficos, uno
de ellos se basa en la forma en la que la fase estacionaria y la fase moévil
hacen contacto, existiendo la cromatografia en columna y la cromatografia
plana. Una clasificacién mas fundamental se basa en el tipo de fase mévil y
estacionaria, y en la clase de equilibrios implicados en la transferencia de
los solutos entre las fases. En la Tabla No. 3 se da la relacién de las tres
clases generales de cromatografia: cromatografia de liquidos, gases vy

fluidos supercriticos.
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Tabla No 3. Clasificacion General de los Métodos Cromatograficos

en Columna *?

Clasificacion Método Fase Tipo de Equilibrio
General Especifico Estacionaria P q
Cromatografia Liquido-Liquido Liquido adsorbido Distribucién entre
de Liquidos o reparto sobre un sdlido liquidos inmiscibles
A . Esp,ec_les Distribucién entre el
Liquido-fase unida organicas C -
e liquido y la superficie
quimicamente enlazadas a una
ST enlazada
superficie solida
Liquido-solido Sélido Adsorcion
0 adsorcion
Resina de s
S . S Intercambio idnico
Intercambio idnico intercambio ionico
Exclusion por Liquido en los
np intersticios de un Distribucidon/exclusion
tamafio o C
solido polimérico
Cromatografia P Liquido adsorbido  Distribuciéon entre un
Gas-liquido " ‘)
de gases sobre un sélido gas y un solido
. Esp,ec_les Distribucién entre un
Gas- fase unida organicas P -
. liquido y una superficie
quimicamente enlazadas a una
T enlazada
superficie solida
Gas- sélido Sélido Adsorcion
Cromatografia Especies Distribucién entre el
: organicas
de fluidos

supercriticos

enlazadas a una
superficie sélida

fluido supercritico y la
superficie enlazada.
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3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

La cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) es la técnica que
realiza la separaciéon fisica de una mezcla de compuestos a través de la
interaccion selectiva entre los solutos, una fase estacionaria y una fase

mavil, haciendo uso de instrumentacion automatizada de alta eficiencia.?’

Entre las técnicas cromatograficas cuya fase movil es un liquido, la
cromatografia liquida de alta resolucién es la mas conocida. Su campo de
aplicacion cubre una gran parte del ambito cientifico y su éxito se debe a la
posibilidad de actuar de forma muy precisa sobre la selectividad entre los
compuestos a través de la eleccién de la columna y de la composicién del
eluyente, es decir, al sacar partido de las interacciones disolucion/fase

movil/fase estacionaria.
Entre sus ventajas se encuentran:

Eficacia. Los detectores empleados son generalmente detectores
no destructivos, por lo que este método puede ser empleado no solo
para la cuantificacion de los productos sin degradar y/o degradados,
sino que puede servir para el aislamiento y la identificacién de los

mismos.

Economia. Aunque el costo inicial del equipo y solventes son
altos, la rapidez del analisis, la cantidad de informaciéon obtenida, la
pequefia cantidad de muestra y el niumero de analisis que se puede
realizar por jornada laboral, hace del mismo un método analitico

ideal.
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4. TIPOS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Existen diferentes maneras de clasificar la cromatografia liquida en
columna. Basandose en la naturaleza de la fase estacionaria y en los

procesos de separacién, pueden enumerarse cuatro tipos:*’

a. Cromatografia de adsorcion. La fase estacionaria es un adsorbente

y la separacién se basa en repetidas etapas de adsorcidn-desorcion.

b. Cromatografia de intercambio i6nico. La fase estacionaria tiene
una superficie cargada idnicamente, con carga contraria a la de la muestra.
La fase movil es un amortiguador acuoso, en el que el pH y la polaridad se

utilizan para controlar el tiempo de elucion.

c. Cromatografia de exclusion. El relleno de la columna es un material
que posee poros de dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con lo

que la muestra es retenida o filtrada segun sea su tamafio molecular.

d. Cromatografia de reparto. En este caso, el medio poroso actua
Unicamente como un soporte para el agua, que se desempefla como un

agente de reparto.

La fase estacionaria de cromatografia de reparto es un liquido adsorbido
o enlazado covalentemente en un sdlido inerte. La separacién se
fundamenta en el reparto del soluto entre la fase moévil y la fase

estacionaria.

En relacion con las polaridades relativas de las fases movil y

estacionaria, se distinguen dos tipos de cromatografia de reparto.
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1) Cromatografia en fase normal. Inicialmente la cromatografia de
liquidos utilizaba fases estacionarias de elevada polaridad tales como el
agua o el trietilenglicol soportadas sobre particulas de silice o aliumina y
como fase mévil se empleaba un disolvente relativamente no polar como el
hexano, a este tipo de cromatografia se le conoce ahora como
cromatografia en fase normal (ver figura 6). En este tipo de cromatografia
el componente menos polar se eluye primero, debido a que relativamente
es el mas soluble en la fase movil y un aumento en la polaridad de la fase

movil provoca una disminucion del tiempo de elucién.

2) Cromatografia en fase reversa. En este tipo de cromatografia, la
fase estacionaria es no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y
la fase movil es relativamente polar como el agua, el metanol o el
acetonitrilo. Los componentes mas polares eluyen primero, y un aumento

en la polaridad de la fase mdvil aumenta el tiempo de eluciéon.3? 3% 37

Fase movil @ Fase movil
=z no polar @ polar
e OH 5 no
c o
[=] [T
= OH IS polar
o w
v @

@ OH o
a [7r]
v o
o OH s
o semi o semi
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— £
@ o
o OoH o
o (=]
2 c
© OH o
£ no o
“g"'_ OHY polar £
@ OH 5
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Fig.6 Ilustracion grafica de la cromatografia liquida en fase normal y en fase
reversa. Los circulos representan los tipos de compuestos presentes en la
muestra y su orden de elucién.?’
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5. COMPONENTES DE CLAR

La instrumentacién general para un cromatégrafo de liquidos incorpora

los siguientes componentes (ver figura 7):

« Un recipiente para la fase moévil, que puede ser de vidrio o de
acero inoxidable, y que puede contener de 200 a 1000 mL de un

disolvente.

« Un sistema de bombeo, que impulsa a la fase movil hacia el
inyector, el sistema de bombeo es el mddulo que entrega al
solvente de una manera exacta y precisa al resto del sistema

cromatografico

« Un sistema de inyeccién, que permite introducir la muestra en
solucion sin interrumpir el flujo del solvente a través del sistema,

el sistema de inyeccidon puede ser manual 6 automatizado.

« Una columna de separacién de acero inoxidable, que contiene el

empaque necesario para efectuar la separacién deseada.

* Un detector, el cual permite observar y ubicar en tiempo y espacio
la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la

columna.

« Un registrador que recibe y almacena la sefal de los detectores e

imprimen el cromatograma completo con las alturas y las areas de

los picos.>3 3¢
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Sistema de inyeccion

—® i

e o Registrador
Reservorio g } ) .
de la fase movil Muestra
Bomba Detector

Fig. 7 Componentes de un Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion®®
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las extracciones quirdrgicas dentales, son procedimientos que
generalmente estan seguidos de dolor e inflamacion. Los farmacos
indicados en estos casos son los AINES, que inhiben la sintesis de
prostaglandinas y tromboxanos, reduciendo asi su actividad sensibilizadora
sobre terminaciones sensitivas. Entre ellos se encuentra el diclofenaco,
fadrmaco que se une a proteinas plasmaticas en un 99.5%, permitiendo asi
su distribucién a todos los tejidos corporales. Esta caracteristica le permite
mantener concentraciones altas en tejido durante mas tiempo por lo que es
el farmaco de primera eleccién en cirugias dentales. Ante la necesidad de
cuantificar diclofenaco en tejido bucal en el laboratorio de Farmacologia del
CINVESTAV, el presente trabajo pretende obtener un método analitico por
CLAR capaz de separar y cuantificar con precisién y exactitud dicho farmaco

en tejido antes mencionado.

............................................................................................................................
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OBJETIVO

Implementar un método analitico, por Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciéon que permita determinar con precision y exactitud la presencia

del Diclofenaco sddico en tejido bucal.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener las condiciones adecuadas de extraccion del principio activo en

la matriz bioldgica.

Determinar los parametros de linealidad, precision, exactitud, limite de
cuantificacion, limite de deteccidon, selectividad, recuperacion absoluta y

estabilidad, para el método analitico implementado.

............................................................................................................................
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HIPOTESIS

La presencia de diclofenaco en tejido bucal, podréa ser evidenciada con
precisién y exactitud a través del uso de la Cromatografia liquida de alta
resolucion, donde las condiciones de extraccion y deteccion en el método
analitico, seran definidas en funcidn a las caracteristicas de la matriz

bioldgica y el farmaco de interés.

............................................................................................................................
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II. METODOLOGIA

A. Materiales.
1. REACTIVOS

Diclofenaco sédico de Sigma Aldrich, Naproxeno sédico de Grupo Roche
Syntex, Acetato de sodio anhidro y cloruro de sodio de JT-Baker, Metanol,
Acetonitrilo y Acido acético glacial, calidad HPLC y Agua calidad HPLC.
2. MATERIAL BIOLOGICO
El tejido biolégico fue obtenido de la encia de cerdo, maxilar inferior y

recientemente sacrificado. Una vez obtenido se mantuvo en solucion salina

al 0.9% y en congelacién, hasta el dia de su analisis.

Para demostrar la aplicabilidad del método, se evaluaron muestras de

tejido gingival de pacientes administrados con 50 mg de diclofenaco.

3. SOLUCIONES

Se prepararon dos soluciones stock de diclofenaco a una concentracién
de 0.5 yg/mL y de 5.0 pg/mL en metanol y una soluciéon de Naproxeno de

30 pg/mL también en metanol.

Se prepard también una solucién de acetato de sodio anhidro 0.075 M a

un pH de 3.3 con acido acético glacial.

La fase movil se prepard con la solucidon de acetato de sodio anhidro de

0.075 M y metanol, en una proporcion de 40:60 volumen/volumen.

............................................................................................................................
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B. Procedimiento

1. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Con base en la informacion tedrica al tejido gingival seleccionado se le
sometié a una serie de evaluaciones practicas para determinar la mejor
forma de tratamiento de la muestra (agitacion directa, agitacidon mecanica
usando un agitador magnético, y maceracion con disolvente). El método de
extraccion del farmaco a partir de la matriz bioldgica elegido fue por medio
de una extraccion sélido- liquido donde el sélido fue triturado manualmente

con ayuda de una punta de plastico.

En micro tubos eppendorf de 1.5 mL, se colectd el tejido (muestras con
cantidades conocidas de farmaco, o bien muestras provenientes de

pacientes).

Se adicionaron 50 pL de naproxeno sédico en metanol [30ug/mL] como
estandar interno y metanol suficiente para ajustar al volumen de 500 pL. Se
triturdé la muestra con una punta de plastico, durante un minuto. Se
agitaron los tubos en un vortex durante cinco minutos y se centrifugaron a
12 000 rpm durante 10 minutos, del sobrenadante se tomaron 60 UL y se

inyectaron al cromatdgrafo.

C. Condiciones Cromatograficas

El sistema cromatografico usado para la cuantificacién del diclofenaco
fue una adecuacion del método reportado por Navarrete et al. 2005, por lo
que consisti6 de una bomba Waters 501, un inyector manual Waters U6K
con un asa de 20 pL. La separacion se realizd sobre una columna de fase
reversa Novapack C18 de 150 x 3.9 mm D.I y de 5 um de tamafio de
particula. Un detector ultravioleta Waters 486, a una longitud de onda de

275 nm y la sefal generada se capturd en un integrador Varian, modelo

............................................................................................................................
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y se hizo pasar a través de la columna a un flujo constante de 1.2 mL/min.

D. Validacion del Método Analitico

El método de cuantificacion de Diclofenaco se validdo tomando en cuenta
los pardmetros descritos en la NOM 177-1 SSA1- 1998.%

1. RANGO

El rango de concentraciones a trabajar en el estudio se establecié de 0.1

pMg/mL a 3.0 pg/ mL en la matriz bioldgica.

Tabla No 4. Curva de Concentracion de Diclofenaco en Método

Concentracion Tejido Diclofenaco Diclofenaco Naproxeno Metanol
(ng/mL) (mg) [0.5pg/mL] [5pg/mL] [30pg/mL] (ML)

0.1 10 100 pL - 50 L 350
0.3 10 - 30 pL 50 pL 420
0.5 10 - 50 pL 50 pL 400
0.8 10 - 80 pL 50 pL 370
1.0 10 - 100 pL 50 pL 350
3.0 10 - 300 pL 50 pL 150

2. SELECTIVIDAD

Se establecié la selectividad del método al realizar el analisis de
muestras provenientes de seis tejidos gingivales de cerdo. A cada tejido se
le adicionaron 500 pL de metanol, se triturd la muestra con una punta de
plastico, durante un minuto. Se agitaron mecanicamente los tubos en un
vortex durante cinco minutos y se centrifugaron a 12 000 rpm durante 10
minutos, del sobrenadante se tomaron 60 pL y se inyectaron al

cromatoégrafo.

............................................................................................................................
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Se observd en el cromatograma que no existiera interferencia por
productos endégenos de la matriz biolégica en las respuestas

cromatograficas del principio activo y estandar interno.

3. LIMITE DE CUANTIFICACION

Se analizé por quintuplicado la concentracion de 0.1 pg/mL. Se obtuvo

la concentracion promedio y el porcentaje del coeficiente de variacién

4. LIMITE DE DETECCION

Se prepararon y analizaron por triplicado las concentraciones por debajo
del limite de cuantificacién (0.02, 0.04. 0.06 y 0.08 ug/mL), se consideré
como limite de detecciéon a aquella concentracidn que logré distinguirse de

los niveles de ruido.

5. LINEALIDAD

a. Sistema. Se prepard una curva de calibracién en solucién, con los
seis niveles de concentracién, (0.1 pg/mL a 3.0 pg/mL.) Cada nivel de

concentracidn se inyecto tres veces al cromatdgrafo.

1) Precision del sistema. Para evaluar la precision del sistema,

se analizd por sextuplicado la concentracion de 0.8 pg/mL.

b. Método. A partir de pesadas independientes se prepararon seis
soluciones de Diclofenaco de 0.5 pg/mL y 5 pg/mL, para obtener de forma
independiente curvas de calibracidon en el rango de 0.1 pg/ mL a 3.0 ug/
mL, empleando Naproxeno sédico como estandar interno (30 pg/mL). Ver
Tabla No. 4

............................................................................................................................
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En ambos casos se determind la concentracion a partir del promedio de
las curvas de calibracion, se calculé el valor de la pendiente, la ordenada al

origen y el coeficiente de determinacion.

Se calcularon los intervalos de confianza, para la pendiente y la

ordenada al origen, asi como los coeficientes de variacion de cada una.

6. PRECISION DEL METODO

a. Repetibilidad. En un mismo dia se prepararon y analizaron por
quintuplicado los niveles de concentracién 0.2, 0.6 y 2.0 ug/mL (ver tabla
No 5).

b. Reproducibilidad. Durante tres dias se realizd el analisis por
duplicado de los niveles de concentraciéon 0.2, 0.6 y 2.0 ug/mL (ver tabla

No 5).

Tabla No 5. Concentraciones para Precision del Método

Concentracion Tejido Diclofenaco Naproxeno Metanol
(pg/mL) (mg) [5pg/mL] [30pg/mL] (pL)
0.2 10 20 pL 50 pL 430
0.6 10 60 pL 50 pL 390
2.0 10 200 uL 50 pL 250

Las concentraciones de repetibilidad y reproducibilidad, se determinaron
a partir del promedio de tres curvas de calibracidn realizadas el dia del

analisis.
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7. EXACTITUD

Para evaluar la exactitud del método, se obtuvo el porcentaje
recuperado de las determinaciones en cada nivel de concentracion de los

datos de repetibilidad y reproducibilidad.

8. ESTABILIDAD

a. Analisis Inicial de Estabilidad. Se realizd un analisis inicial de
estabilidad, que sera el tiempo cero. Para lo cual se prepararon y analizaron
por duplicado, los niveles de concentracién 0.2, 0.6 y 2.0 pg/mL (ver tabla
No 5).

Se planted evaluar la estabilidad de las muestras de la siguiente forma.

b. Estabilidad de Muestras Preparadas. Se colocaron en tubos de
plastico cénicos, muestras de 10 mg de tejido, solucién de diclofenaco y
naproxeno sédico, como se muestra en la tabla No 5, cada nivel de
concentracién se prepard por duplicado para cada periodo de tiempo, se
procesaron hasta el punto de estar listas para su andlisis y se sometieron a
temperaturas de 4°C y -39°C, durante un periodo de 24, 48 hrs., y una

S€mana.

c. Estabilidad de Muestras sin Preparar. Se colocaron a -39° C y
para cada periodo de tiempo, muestras por duplicado de 10 mg de tejido,
adicionadas con las concentraciones respectivas de diclofenaco para 0.2,
0.6 y 2.0 pyg/mL, para que a los tiempos de 24, 48 hrs., 1, 2, 3 y 4
semanas, se les adicionaran la cantidad respectiva de Naproxeno y metanol

y asi ser procesadas.
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9. RECUPERACION ABSOLUTA

En un mismo dia se analizaron por triplicado los niveles de concentracion
0.2, 0.6 y 2.0 ug/mL de Diclofenaco con tejido y en solucion. La
concentracién de las muestras se determind en una curva de calibracidn

realizada el dia del analisis.

Los resultados se compararon con respecto al valor nominal de cada
nivel de concentracion.
10. APLICACION DEL METODO

La utilidad del método validado se demostré al llevar a cabo la

cuantificacion de diclofenaco en muestras de tejido bucal de pacientes

administrados con 50 mg del farmaco.
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III. RESULTADOS

A. Selectividad

Fig. 8 Cromatograma A: tejido y metanol, Cromatograma B: tejido y Diclofenaco

(5pg/mL) y Cromatograma C: tejido y Naproxeno sédico (30ug/mL)

B. Limite de Cuantificacion

Tabla No 6. Resultados del Limite de Cuantificacion

Concentracion Promedio de Desviacién % CV
Nominal Concentracién Estandar (cv 220%)
(pg/mL) (0.08-1.2 uyg/mL)

0.1 0.0880 pg/mL + 0.0027 3.0395
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C. Limite de Deteccion

Fig. 9 Cromatograma A: Diclofenaco [0.04 pg/mL]
Cromatograma B: Diclofenaco [0.06 ug/mL]

Cromatograma C: Diclofenaco [0.1ug/mL]
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D. Linealidad

1. SISTEMA

1.6 -

1.4 4 y = 0.4456x - 0.0069
1.2 R? = 0.9995

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0 T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3 3.5

Conc. de Diclofenaco (ug/mL)

Rel. Alturas (cm)

Grafica No. 1 Curva de Concentracién para Linealidad en Sistema, cada punto representa
el promedio de seis determinaciones + su desviacion estandar; ademas se presenta la
ecuacion de la recta con una pendiente de 0.4456 una ordenada al origen de -0.0069 y
un coeficiente de determinacion de 0.9995.

Tabla No. 7 Coeficiente de Variacion para cada Nivel de Concentracién

ConCer o Tromedw  Desviacén decv
(ug/mL) de Altura (cm) Estandar (CV<20%)

0.1 0.0438 0.0006 1.2736

0.3 0.1354 0.0017 1.2926

0.5 0.2213 0.0032 1.4314

0.8 0.3359 0.0058 1.3023
0.4265 0.0018 0.4114

3 1.3357 0.0041 0.3066
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Tabla No. 8 Precisidon del Sistema

Concentracion Promedio D . e % CV
teorica Relacion :sv,|ag|on CVO ;00/
(ng/mL) de Altura (cm) standar (Cv< )
0.8 0.3320 0.0058 1.7412
2. METODO
1.4 -
1.2 1 y = 0.3884x + 0.0041
T 1.0 4 R? = 0.9998
S
g 0.8 -
2 06
<
3 0.4 -
0.2 -
0.0 T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Conc. de Diclofenaco (ug/mL)

Grafica No.2 Curva de Concentracidn para Linealidad en Método, cada punto representa
el promedio de seis determinaciones + su desviacién estandar; ademas se presenta la
ecuacion de la recta; una pendiente de 0.3884, ordenada al origen de 0.0041 y un
coeficiente de determinacién de 0.9998
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Tabla No. 9 Linealidad en Método

Concentracion Promedio
Nominal Concentracion Exactitud % CV
(ug/mL) Experimental (85 - 115%) (No mayor al 15%)
(pg/mL)
0.1 0.1122 112.1873 4.3191
0.3 0.3061 102.0214 7.6688
0.5 0.4922 08.4422 4.1466
0.8 0.7752 96.8978 4.9767
1.0112 101.1177 4.1921
3 3.0032 100.1059 2.6629

E. Precision y Exactitud del Método

1. REPETIBILIDAD

Tabla No. 10 Resultados de Repetibilidad

Concentracion Promedio
Nominal Concentracion Exactitud % CV
(ug/mL) Experimental (85 - 115%) (No mayor al 15%)
H9 (Hg/mL)* e.e
0.2 0.1728 £ 0.0037 86.4220 4.8001
0.6 0.6372 + 0.0130 106.1993 4,5735
2 2.0931 + 0.0272 104.6566 2.9066
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2. REPRODUCIBILIDAD

Tabla No.11 Resultados de Reproducibilidad

‘s Promedio
Cor;\::s;ti;aacilon Concentracion Exactitud % CV
(ug/mL) Experimental (85 - 115%) (No mayor al 15%)
Hg (ng/mL)+ e.e
0.2 0.1964 £+ 0.0059 98.1966 7.4002
0.6 0.6062 £+ 0.0053 101.0303 2.1592
2 2.0071 £ 0.0129 100.3559 1.5764

F. Estabilidad de la Muestra

Tabla No.12 Resultados del Analisis Inicial de Estabilidad

Promedio
Concentracion cv
Concentracion Desviacion Exactitud
Nominal i (No mayor al 15%)
Experimental Estandar (85-115%)
(ng/mL)
(ng/mL)
0.2 0.1781 0.0016 89.0505 0.9222
0.6 0.5994 0.0043 99.8937 0.7186
2 1.9378 0.0107 96.8895 0.5534
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Grafica No.3 Analisis de Estabilidad de Muestras Preparadas a una

Concentracion de 0.20 pug/mL, a 24 hrs, 48 hrs y 1 Semana.
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Grafica No. 4 Analisis de Estabilidad de Muestras Preparadas a una
Concentracién de 0.60 pug/mL, a 24 hrs, 48 hrs y 1 Semana.
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Grafica No. 5 Analisis de Estabilidad de Muestras Preparadas a una
Concentracion de 2.0 ug/mL, a 24 hrs, 48 hrs y 1 Semana.
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Grafica No.6 Analisis de Estabilidad de Muestras sin Preparar a una

Concentracién de 0.20 ug/mL, a 24 hrs, 48 hrs y de 1 a 4 Semanas.
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Grafica No. 7 Analisis de Estabilidad de Muestras sin Preparar a una

Concentracién de 0.60 ug/mL, a 24 hrs, 48 hrs y de 1 a 4 Semanas.
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Grafica No.8 Andlisis de Estabilidad de Muestras sin Preparar a una concentracién
de 2.0 pg/mL, a 24 hrs, 48 hrs y de 1 a 4 Semanas.
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G. Recuperacion Absoluta.

Tabla No.13 Recuperacién Absoluta en Sistema

Concentracion Promedio
Nomi Concentracion Desviacion . cv Recuperacion
ominal R p Exactitud o o
(ug/mL) Experimental Estandar (< 15%) Absoluta (%)
(pg/mL)
0.2 0.2165 0.0292 108.2324 13.4772 108.2324
0.6 0.6159 0.0202 102.6446 3.2779 102.6446
2.0 1.9878 0.0534 99.3886 2.6862 99.3886

Tabla No.14 Recuperacién Absoluta en Método

Concentracion Promedio
Nomi Concentracion Desviacion . Ccv Recuperacion
ominal . < Exactitud o bsol o,
(ug/mL) Experimental Estandar (< 15%) Absoluta (%)
(pg/mL)
0.2 0.1845 0.0068 92.2551 3.6686 92.2551
0.6 0.5743 0.0073 95.7135 1.2723 95.7135
2.0 1.9136 0.0531 95.6804 2.7725 95.6804
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Grafica No. 9 Comparacion de la Recuperacidn Absoluta en el Sistema
Contra la Recuperacion Absoluta en el Método, se Observa que hay Similitud entre

ambas Rectas.

H. Aplicabilidad del Método

Tabla No. 15 Concentraciones determinadas en
pacientes, posterior a una administracion
oral de 50 mg de Diclofenaco

Paciente ug de Diclofenaco
g de Tejido
7.5811

10.8833
7.1933
6.5320
2.4326
4.6410

19.9074
2.9259
2.9737
2.3231
2.5133
2.1762
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IV. ANALISIS DE RESULTADOS

La matriz bioldgica se eligié con base a una revision bibliografica, donde
se encontraron estudios sobre la mucosa bucal del cerdo, en los cuales se
menciona el parecido de este tejido con respecto a la mucosa bucal humana
en términos de permeabilidad, bioquimica y morfologia (Wertz P et al,
1993; Squier C et al 1985, 1986,1991; Law S et al, 1995). La mucosa bucal
de ambos tejidos es no queratinizada y comparten también un parecido
muy cercano con el grosor del epitelio (Nicolazzo ] et al, 2007; Obradovic et
al, 2007). Cabe seialar también que el tejido que se ocupd especificamente
fue la encia del cerdo, ésto porque en la bibliografia se destaca como una
area con una distribucién morfolégica y un contenido de lipidos que
presenta una mayor permeabilidad, con respecto a otras areas de la
mucosa bucal del cerdo (Armorel et al; Squier C et al 1986), asimismo esta

area es equiparable con el area de los tejidos analizados con diclofenaco.

Otra de las ventajas que muestra este tejido con respecto al de otros
animales es su disponibilidad inmediata en rastros, lo cual permitié
garantizar que el tejido estuviera en condiciones ideales al momento de su
analisis (Lee ] et al 2002). Asociado a ésto podemos mencionar el bajo
costo que representaba este tejido en comparacidon con otros tipos de
tejidos (Obradovic et al, 2007).

Como agente extrayente en la parte inicial del método se eligid al
metanol, debido a que el diclofenaco es muy soluble en éste (ver tabla 1) y
a su bajo costo con respecto a otros disolventes. Se planted una técnica
sencilla y eficaz de extraccion como lo es la extraccion sélido-liquido. No se
realizaron pruebas con otro tipo de disolventes debido a que se evalué la
eficiencia de la extraccidn para el metanol en sistema y método, con la
técnica propuesta, en el parametro de la recuperacion absoluta, donde se
obtuvo un recobro mayor al 92 %, con precisiéon y exactitud que cumplen
con los criterios de aceptacién de la NOM-177-SSA-1998, como podemos
observar en la tabla No. 14 y en la grafica No. 9. No se descarta que el uso

de otro tipo de disolvente e inclusive una extraccion liquido-liquido genere
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mejores resultados, pero esto implicaria un costo mas elevado debido a lo*

complicado del procedimiento de extraccion.

Una vez que se realizd el procesamiento de la muestra y que se obtuvo
la respuesta cromatografica, se observé que el extrayente no interferia con
el analisis cromatografico, ya que la sefial generada por el metanol se
presentaba en los primeros segundos del analisis. Se observé también que
el cromatograma no presentaba ningun tipo de interferencia con respecto a
la matriz bioldgica (ver figura 8), ésto también es atribuible al extrayente
ya que estaria permitiendo separar bien al diclofenaco y el Naproxeno de los

componentes de la matriz bioldgica.

Lo anterior queda confirmado con la prueba de selectividad que se
realizd a los seis tejidos gingivales de cerdo, para asegurar que no hubiera
interferencia de la matriz biolégica en los andlisis posteriores. Con los
resultados obtenidos se estableci6 al tejido bucal de la encia de cerdo como

una matriz bioldgica idonea para ser utilizada en este analisis.

Al realizar la revisidon bibliografica se encontré que la concentracion
promedio de diclofenaco cuantificada en tejido sinovial era de 2.0 ug/mL
(Blagbrough I et al, 1992), bajo este supuesto y como unico dato de
concentracién en un fluido bioldgico diferente al plasma o suero (Li K et al,
1995; Mason J et al, 1995; Lee HS et al, 2000), pero sin referencia alguna
en tejido bucal u otro, se propuso el rango de concentracién de 0.1 ug/mL a
3.0 pyg/mL, donde la relacién respuesta - concentracién demostré linealidad

(ver grafica 1).

Para calcular el limite de cuantificacion se analizé por quintuplicado la
concentracién mas baja de la curva de calibracién y al promediar las
determinaciones (ver tabla 6), se estableci6 como limite de cuantificacion
0.0880 pg/mL, debido a que el valor se encuentra dentro del £20% del
valor nominal, con una exactitud del 88% y un coeficiente de variacion del
3.0395 %, cumpliendo con los criterios de aceptacién especificados en la
NOM-177-SSA-1998.
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Para el calculo del limite de deteccién se analizaron por triplicado las
concentraciones por debajo del limite inferior de la curva de calibracién,
evaluandolas visualmente en el cromatograma. La concentraciéon de 0.06
Mg/mL, se distinguid del ruido sin ningun problema (ver figura 6) y se le

considerd a esta concentracion el limite de deteccién para este método.

La linealidad del sistema se evalud, al inyectar al cromatografo por
triplicado cada nivel de concentracién de la curva de calibracion realizada
sin adiciéon de la matriz biolégica (CNQFB, 2002), observandose que la
relacion concentracién - respuesta es lineal (ver grafica 1). Los coeficientes
de variacién del rango de concentracidon evaluados no fueron mayores al
1.5% y una precisidon con coeficiente de variacion menor al 1.8 %(ver tabla
7 y 8), lo que asegura proporcionalidad directa entre la concentracién y su
respuesta, ademas de indicar que el sistema de medicion funciona

apropiadamente.

La linealidad del método se realizd en la matriz bioldgica preparando
seis curvas de calibracion de forma independiente. Al realizar el promedio
de las seis determinaciones, se obtuvo una respuesta lineal continua y
reproducible a lo largo del rango de concentracion (grafica 2), presentando
exactitud dentro del rango establecido por la NOM-177-SSA-1998, esto es
del 85% al 115% del valor nominal establecido (ver tabla 9), observandose
que el nivel de concentracion menor presentd una exactitud del 112.1873
%, valor mayor al de las otras concentraciones, pero dentro del criterio
establecido, explicado por el hecho de que a menores concentraciones la
precision y exactitud estdn mas influenciadas por errores sistematicos,
como la preparacién de las soluciones usadas, la exactitud en la medicién

de la altura del pico cromatografico para la concentraciéon de 0.2 pg/mL.

Tanto en la repetibilidad como en la reproducibilidad del método, se
obtuvieron porcentajes del CV menores de 7.5 %, para ambos casos la
exactitud estuvo dentro del rango del 85-115% (ver tabla 10 y 11). Con los
resultados obtenidos, queda establecido que el método presenta exactitud y

precision, por lo que la variabilidad del método y la variabilidad atribuible al
49
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analisis en diferentes dias, esta dentro de los pardametros establecidos como*
aceptables por la NOM-177-SSA-1998.

Al realizar la estabilidad se encontré que las muestras procesadas y
listas para su analisis, a una concentracién de 0.2 pg/mL son estables hasta
las 48 horas; en tanto concentraciones por arriba de 0.6 ug/mL pueden ser

estables hasta una semana

La evaluacién de la estabilidad en la matriz bioldgica adicionada con el
farmaco de interés, tuvo la finalidad de establecer la integridad farmaco-
matriz bioldgica a determinadas condiciones de temperatura y tiempo (ver
graficas 3-8) antes de su analisis; en funcién a que muestras de posibles
pacientes son sometidas a la misma condicidn. La condicién de tiempo fue
establecida en un lapso de cuatro semanas a una temperatura de -39 °C.
Se observd que las muestras con concentraciones de hasta 0.2 ug/mL son
estables Unicamente por una semana (grafica 6); en tanto concentraciones
por arriba de 0.6 pg/mL pueden ser estables hasta por cuatro semanas (ver
grafica 7), no obstante es conveniente repetir el estudio de estabilidad para
la concentracion de 2.0 ug/mL (grafica 8) para asegurar esto, dado que se
obtuvo en la tercera semana una desviacion al criterio de aceptacién
establecido por la NOM-177-SSA-1998, que pudo deberse en este caso a la
preparacién de la solucion del estandar interno, originando una diferencia

en el cociente de la relacién diclofenaco-naproxeno sédico..

La aplicabilidad del método queddé demostrada al poder determinar la
concentracién de diclofenaco, presente en las muestras de pacientes. Las
diferencias de concentraciones, varian en funcién de la cantidad de tejido
enviado para el andlisis de cada paciente, ya que las muestras, no
presentaban un peso uniforme, se decididé presentar los resultados como ug
de diclofenaco/g de tejido, obteniéndose una concentracidn minima de
2.1762 ug de diclofenaco/g de tejido, para el paciente No. 12 y la
concentracién mas alta encontrada fue de 19.9074 pg de diclofenaco/g de
tejido, como se puede observar en la tabla 15. Las concentraciones de

diclofenaco determinadas demuestran que el diclofenaco estd llegando
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hasta su sitio de accidon, en este caso tejido proveniente de la encia‘

inflamada de pacientes.

Las concentraciones determinadas en el tejido gingival de pacientes a
los cuales les fueron administrados 50 mg de diclofenaco, resultaron ser
altas con respecto a las cuantificadas en otras matrices bioldgicas (Li K et
al, 1995; Mason ] et al, 1995; Lee HS et al, 2000), donde Ilas
concentraciones se encuentran en intervalos de nanogramos hasta 2.5
Mg/mL, resultando relevante para su aplicacion en investigacion

odontoldgica debido a que no existe reporte alguno en encia bucal.
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V. CONCLUSIONES

El método analitico fue capaz de cuantificar diclofenaco en muestras de
100 mg de tejido bucal humano de forma sencilla, reproducible y exacta en
un rango de 0.1 a 3.0 ug/mL de diclofenaco, sin interferencia de productos

endogenos derivados de la matriz.

Muestras provenientes de pacientes administrados con una dosis Unica
oral de 50 mg de diclofenaco mostraron la presencia del mismo en un rango

de 2 a 19 ug de Diclofenaco por gramo de tejido.

El método analitico validado puede ser aplicado en estudios de
investigacién que requieran la cuantificacidon de este principio activo dentro

del rango de concentracidén previamente establecido en tejido dental.
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