W\WN“ ATINIHT § gy ) )
s "mE UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

VNIVERADAD NACJONAL
AVFN°MA DE
MEXICO

METODOS ANALITICOS PARA LA CUANTIFICACION DE
DICLOFENACO SODICO EN FORMAS FARMACEUTICAS

Y FLUIDOS BIOLOGICOS

TRABAJO MONOGRAFICO DE
ACTUALI ZACION

QUE PARA OBTENEREL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

P R ES E N T A:

ANA LILIA APARICIO AGUILAR

MEXICO, D.F. ANO 2011




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: PEDRO VILLANUEVA GONZALEZ

VOCAL.: Profesor: HONORIA FUENTES SIXTOS

SECRETARIO: Profesor: MA. DE LOS DOLORES CAMPOS ECHEVERRIA
ler. SUPLENTE: Profesor: GLORIA GARCIA RAMIREZ

2° SUPLENTE: Profesor: NATIVIDAD GARCIA ESCAMILLA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

HEMEROTECA DE LA FACULTAD DE QUIMICA

ASESOR DEL TEMA! Q. PEDRO VILLANUEVA GONZALEZ

SUSTENTANTE: ANA LILIA APARICIO AGUILAR




INDICE

CAPITULO 1 Introduccion 4
Objetivos

CAPITULO 2 Metodologia 8

CAPITULO 3 Generalidades del diclofenaco sédico 10

CAPITULO 4 Aspectos generales sobre métodos de analisis quimico 15

4.1 - Cromatografia de liquidos de alta resolucion

4.2 - Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria
de masas con ionizacidn quimica a presion atmosférica

4.3 - Cromatografia en capa fina de alta resolucién

4.4 - Microextraccion en fase liquida

4.5 - Espectrofotometria de absorcidn ultravioleta-visible

4.6 - Espectroscopia de fluorescencia

4.7 - Potenciometria

4.8 - Validacion de métodos analiticos

CAPITULO 5 Comparacion de métodos analiticos para la cuantificacion de

diclofenaco soédico en formas farmacéuticas 32

CAPITULO 6 Comparacion de métodos analiticos para la cuantificacion de

diclofenaco sédico en fluidos biolégicos 37
CAPITULO 7 Anélisis de resultados 41
CAPITULO 8 Conclusiones 46

BIBLIOGRAFIA 49



CAPITULO 1

INTRODUCCION



INTRODUCCION

El consumo de medicamentos falsificados constituye un riesgo para la salud, dado que
éstos pueden encontrarse caducos, no contener la cantidad exacta del principio activo, e
incluso, podrian contener sustancias téxicas, generando otras enfermedades o
provocando que la enfermedad progrese. En México se calcula que entre un 10 y un 15 %
del mercado es falsificado, lo que en dinero representa un billon de ddlares
aproximadamente®, mientras que el robo de medicamentos provoca perdidas anuales de
2000 millones de pesos?. La importancia del control quimico de productos farmacéuticos,
como resultado del impacto social en lo econdmico y para la salud publica, demandan

investigaciones de métodos de analisis rapidos, sensibles, confiables y representativos®.

En un esfuerzo para cumplir con estos requerimientos, han sido propuestos métodos para
la cuantificacion de diclofenaco sddico basados en técnicas que ofrecen ventajas tales
como practicidad, simplicidad y economia en cuanto a reducciébn en consumo de
reactivos y residuos generados, en ésta linea ésta revision bibliografica de técnicas
aplicadas a la determinacion de diclofenaco sodico en farmacos y fluidos bioldgicos,
pretende ser de ayuda al elegir un método alterno al método oficial, que pueda ser Gtil en
el caso de que no se cuente con un equipo para llevar a cabo la cuantificacion de éste
farmaco, por cromatografia liquida de alta resolucion, observando las ventajas y
desventajas que presentan con respecto a otras técnicas.

El Diclofenaco sodico es un farmaco con propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias*®, presente en numerosas preparaciones farmacéuticas. Su efecto
farmacolégico esta relacionado con la inhibicion de la conversion de &cido araquidénico a

prostaglandinas, uno de los mediadores del proceso inflamatorio®®2.

En 1975, con la introduccién del uso de diclofenaco en tratamientos médicos, aparecen en
la literatura procedimientos analiticos cuantitativos para la determinacion de éste farmaco
en materiales biolégicos'®, pero es en 1980 cuando se reportaron los primeros analisis
obtenidos con éxito para la cuantificacion de diclofenaco en muestras bioldgicas, en el
Journal of Chromatography, “Determinacion del total de metabolitos monohidroxilados de
diclofenaco soédico en orina, por cromatografia de gases con detector por captura de

»nl5

electrones”™, y fue en la segunda mitad de la década de los 80 cuando se prest6 atencion

a los métodos de analisis en medicamentos que contenian éste farmaco.



El diclofenaco sédico, es la sal de sodio derivado del acido benceno acético, designado
guimicamente como 2-[(2,6-dicloro-fenil)Jamino] acido bencen-acético sal monosddica; es
un farmaco antiinflamatorio no esteroideo “AINE” y puede ser considerado como uno de
los pocos farmacos anti-inflamatorios de primera eleccion usados en el tratamiento de
dolores agudos y crénicos, asi como padecimientos inflamatorios®® tales como sindromes
dolorosos de la columna vertebral, inflamacion y tumefaccién dolorosa postraumatica y
postoperatoria, tras la cirugia dental y en ortopedia, estados dolorosos y/o inflamatorios
como el cdlico nefritico, la gota aguda, dismenorrea primaria, ataques de migrafa, y
también actia como auxiliar en dolores e inflamaciones severas de oidos, nariz, o
garganta. Asi mismo es utilizado en el tratamiento de enfermedades inflamatorias
dolorosas de origen reumatico y no reumatico como artritis reumatoide, osteoartritis y
espondilitis anquilosante!’?!. Los efectos secundarios del diclofenaco sédico, en particular
efectos gastricos son el resultado de la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas ya que

éstas juegan un rol en la proteccion de la mucosa gastrica.

Las técnicas reportadas para la cuantificacion de éste farmaco en formas farmacéuticas

10,23-38 39-40

son: espectrofotometria ultravioleta-visible , colorimetria

41-42

, cromatografia de capa

57-58

fina™", cromatografia de fluido supercritico® ™", cromatografia liquida de alta resolucién

tanto en fase normal como en fase reversa y acoplada a técnicas como ionizacién

214348 notenciometria®®™°, fluorometria®,

atmosférica quimica y espectrometria de masas
fotometria de reflectancia difusa®, calorimetria diferencial de barrido®?, espectroscopia de

fase sélida®, electroforesis capilar® y voltametria®.

Para la cuantificacion de diclofenaco soédico, las técnicas en muestras de fluidos

bioldgicos, hasta ahora reportadas son: cromatografia de gases con detector por captura

15,57-58

de electrones y acoplada a espectrometria de masas , cromatografia liquida de alta

17,59-63

resolucion tanto en fase normal, como en fase reversa , cromatografia de capa fina®,

electroforesis de zona capilar con deteccién electroquimica®®, fluorometria®’.

Los métodos hasta ahora utilizados en la cuantificacion de diclofenaco sédico tanto en
formas farmacéuticas como en muestras de fluidos biol6gicos son: espectrofotometria por

inyeccion de flujo®® y sensor potenciométrico®.



En la validacién de métodos analiticos, los parametros de desempefo a estudiar para un
meétodo analitico para cuantificacion son: precision, linealidad, exactitud, especificidad y
limite de cuantificacion del método; los parametros: estabilidad analitica de la muestra,

robustez y tolerancia pueden ser requeridos dependiendo de la naturaleza del método ™.

Objetivos particulares:

1. Realizar una revision bibliografica y hemerogréfica de los métodos analiticos que
han sido utilizados en las Ultimas dos décadas para la determinacion de diclofenaco
de sodio en muestras de fluido biologico y formas farmacéuticas existentes en el

mercado.

2. Analizar técnicas actuales, utilizadas para la cuantificacién de diclofenaco de sodio
en medicamentos y muestras biologicas (orina y plasma humano) y concluir qué
método(s) ofrece(n) mayores ventajas para el andlisis alterno al método oficial
(cromatografia de liquidos de alta resolucion) por su simplicidad, economia,

sensibilidad, rapidez y precision.
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METODOLOGIA

. Busqueda y recopilacion de la informacion obtenida sobre generalidades del
diclofenaco de sodio a partir de fuentes electronicas y bibliograficas.

. Revision y recopilacion de metodologias publicadas para la cuantificacion de
diclofenaco de sodio, tanto en fluidos biol6gicos como formas farmacéuticas, a partir de
fuentes electrénicas, hemerograficas y bibliograficas, y construir una tabla cronoldgica
sobre la publicacion de dichas técnicas.

. Buscar los articulos publicados sobre las técnicas recientemente utilizadas para la
cuantificacion de éste farmaco en la hemerografia en linea y a partir de los articulos

rescatados indagar sobre sus fuentes.

. Descartar los articulos publicados que se encontraban fuera del objetivo de este
estudio, tales como, determinaciones cualitativas de diclofenaco sédico, cuantificacion
de diclofenaco sédico en fluidos biologicos diferentes a orina o plasma humano, o en
los que se hacian evaluaciones sobre la interaccion farmaco-farmaco, tales
publicaciones sélo se contemplaron en la cronologia de técnicas reportadas para la

determinacion de diclofenaco sédico.

. Analizar las ventajas y desventajas de los articulos seleccionados.

. Concluir qué técnicas presentan mas ventajas, desde el punto de vista tedrico, en
cuanto a exactitud, precision, simplicidad y economia se refiere, incluyendo las ventajas
y desventajas que ofrecen con respecto a la cromatografia de liquidos de alta
resolucién en la cuantificacion de diclofenaco sodico tanto en fluidos biolégicos como

en formas farmacéuticas.
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GENERALIDADES DEL DICLOFENACO SODICO

3.1. Descripcion del diclofenaco sodico

El diclofenaco sdodico, es un compuesto sintético no esteroideo derivado del &cido

1621 tilizado

fenilacético que posee actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria
principalmente en la forma de sal sédica en el tratamiento de formas inflamatorias y
degenerativas de reumatismo, artritis reumatoide, artrosis, artritis reumatoide juvenil,
espondilitis anquilosante, reumatismo extra-articular, trastornos osteomusculares,
espondilartritis?®, sindromes dolorosos de la columna vertebral, inflamacién y tumefaccion
dolorosa postraumatica y postoperatoria por ejemplo, tras la cirugia dental y en ortopedia,
estados dolorosos y/o inflamatorios como el cdlico nefritico y la gota aguda, en ginecologia
por ejemplo dismenorrea primaria, atagues de migrafia, también actia como auxiliar en
dolores e inflamaciones severas de oidos, nariz, o garganta, como faringoamigdalitis, otitis
y fiebre’"2. El gel al 3% de diclofenaco en 2.5% de acido hialurénico ha demostrado ser
efectivo y bien tolerado en el tratamiento de la queratosis actinica’. En oftalmologia ha
sido usado para aplicaciones perioperativas en cataratas, midriasis, profilaxis y
tratamientos a sintomas de inflamacion. La disolucion oftdlmica al 0.1% se recomienda
para prevenir la inflamacién oftalmica postoperatoria y el colirio al 0.1%, para reducir la

miosis intraoperativa’.

3.2. Mecanismo de accién del diclofenaco sédico

El mecanismo de accion del diclofenaco sédico, no ha sido totalmente dilucidado, pero se
cree que el mecanismo primario, responsable de su accién antiinflamatoria y analgésica,
es evitar la sintesis de prostaglandinas, causada por la inhibicion de la enzima
ciclooxigenasa (COX) %97 E| diclofenaco sédico es un inhibidor no selectivo de la
ciclooxigenasa, actia como inhibidor de la hialuronidasa en la sintesis de prostaglandinas
y agregacion plaquetaria, con mayor potencia que la indometacina, el naproxeno y otros
medicamentos’?. Hay marcadas diferencias entre los antiinflamatorios no esteroideos, en
su inhibicién selectiva de los dos subtipos de ciclooxigenasa, COX-1 y COX-2. Muchos
medicamentos han sido disefiados para centrarse en la inhibicion de la isoenzima COX-2
como una forma de minimizar los efectos gastrointestinales de otros antiinflamatorios no

esteroideos, como la aspirina®.
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3.3. Propiedades fisicas del diclofenaco sédico
El diclofenaco sodico es un polvo blanco ligeramente amarillento, higroscépico e inodoro.
El pH de la disolucion acuosa al 1% oscila entre 7,0 y 8,5. Inestable a la luz.

Tabla 2. Solubilidad de diclofenaco’®. Temperatura 25 °C

Solvente Solubilidad (mg mL™)

Metanol >24
Agua desionizada (pH 5.2) >9
Acetona 6

Amortiguador de fosfatos (pH 7.2) 6

Acetonitrilo <1
Ciclohexano <1
HCI (pH1.1) <1

3.4. Propiedades quimicas del diclofenaco sddico

Tabla 3. Propiedades quimicas de diclofenaco sédico”’

/O
Peso molecular 318.13 g mol™
ONa
NH
Cl Cl Férmula condensada C14 Hio Cl, NNa O,

Composicién porcentual |C 52.86%, H 03.17%,
Cl 22.29%, N 04.40%,
Na 07.23%,0 10.06%

Fig. 1 Férmula desarrollada del diclofenaco sédico’’

El pka del diclofenaco de sodio en agua es 4 y el coeficiente de particiébn en disolucion
amortiguadora acuosa de n-octanol es 13.4 apH 7.

Nombres quimicos del diclofenaco sédico’®"":

1.2.1. 2-[(2,6-Diclorofenil)amino] sal monosddica del acido bencen-acético
1.2.2. [0-(2,6-dicloroanilino)fenil] sal sddica de acido acético

1.2.3. Acido 2-[2-[(2,6-diclorofenil) amino] fenil] acético

1.2.4. Sodio [2-(2,6-dicloroanilino) fenil] acetato

12



3.5. Efectos adversos del diclofenaco sédico

Pacientes a quienes se administra diclofenaco sédico por via sistemética pueden
presentar: dolor epigastrico, nduseas, vomito y diarrea’. La inhibicién de la enzima
ciclooxigenasa, también disminuye la produccion de prostaglandinas en el epitelio del
estbmago, haciéndolo mucho mas vulnerable a la corrosion por los acidos gastricos, ya

que éstas juegan un rol en la proteccion de la mucosa gastrica’.

El diclofenaco sédico se encuentra entre los antiinflamatorios no esteroideos mejor
tolerados, sin embargo, el 20% de los pacientes en tratamientos a largo plazo
experimentan efectos secundarios, de éstos, un 2% tienen que descontinuar el uso del
farmaco, debido principalmente a efectos gastrointestinales como el sangrado
gastrointestinal oculto y ulceraciébn gastrica, aunque las Ulceras ocurren con menor

frecuencia que con el uso de otros farmacos antiinflamatorios no esteroideos?.

Las funciones tanto renal como hepética deberan vigilarse con regularidad durante los
tratamientos de larga duracion, pues el uso de diclofenaco sédico se ha asociado con

nefrotoxicidad, por mecanismos que no han sido bien identificados ®.

De manera similar a otros antiinflamatorios no esteroideos, el diclofenaco causa raros pero
significativos casos de hepatoxicidad seria, de 1-2 casos por millon?°. Puede producirse
dolor, y ocasionalmente, lesion tisular en el lugar de la inyeccién cuando se administra por

via intramuscular. La disolucion oftalmica de este principio activo puede causar prurito.

3.6. Interaccioén del diclofenaco sédico con otros farmacos

El diclofenaco no debe ser administrado por via intravenosa a pacientes que ya han
recibido otros antiinflamatorios no esteroideos o anticoagulantes, incluidas bajas dosis de
heparina’, ya que puede aumentar su efecto. Se ha reportado un deterioro en la funcién
renal cuando el diclofenaco es administrado junto con ciclosporina® o triamtereno® y
disminucion en la biodisponibilidad de diclofenaco cuando se administra en forma conjunta

con colestipol®, ya que éste Gltimo produce un efecto similar pero en menor grado.
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3.7. Contraindicaciones del diclofenaco sédico

Hipersensibilidad reconocida al diclofenaco sodico, reacciones alérgicas seguidas al uso
de acido acetil salicilico u otros antiinflamatorios no esteroideos, encontrarse en
embarazo o lactancia, ulceracion estomacal activa, sangrado gastrointestinal,
hipertension arterial, colitis ulcerativa, pacientes convalecientes de cirugia cardiaca,

insuficiencia hepatica 6 renal.

3.8. Formas farmacéuticas del diclofenaco sédico

Tabla 4. Formas farmacéuticas de diclofenaco sodico y dosis

Formulacion Dosis

Comprimido efervescente 50 mg

Tabletas de liberacion controlada | 75, 100 6 150 mg

Supositorio 50 y 100 mg
Ampolleta 50y 75 mg
Parche 15 mg
Colirio 0.1%
Unguento 0.1%
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ASPECTOS GENERALES SOBRE METODOS DE ANALISIS QUIMICO

Los métodos de analisis, que se tocaran en este capitulo sélo corresponden a las técnicas
mas utilizadas, en su mayoria recientemente publicadas y que de acuerdo con la literatura
presentaron mejores resultados para cuantificar diclofenaco sédico tanto en formas

farmacéuticas, asi como en fluidos bioldgicos.

4.1 Cromatografia de liguidos de alta resolucion

La cromatografia de liquidos de alta resolucién es una técnica que se desarrollo a
principios del siglo XX, la cual hace posible la separacion de las sustancias de una mezcla.
Entre las técnicas cromatograficas cuya fase movil es un liquido, la cromatografia liquida
de alta eficiencia, es la mas conocida. Su campo de aplicacion cubre una gran parte del
ambito de la cromatografia de gases, a la que se afiade el correspondiente analisis de
compuestos termosensibles o de aquellos con masas moleculares muy grandes o incluso

polares. Esta técnica es conocida también como cromatografia de liquidos a alta presion’’.
Fundamento

En la cromatografia de liquidos de alta resolucion de tipo isocratica, el compuesto pasa
por la columna cromatografica a través de la fase estacionaria, normalmente, un cilindro
con pequefias particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su
superficie, mediante el bombeo de liquido (fase mdévil) a alta presion a través de la
columna. La muestra a analizar es introducida en pequefias cantidades y sus
componentes se retrasan diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o
fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la columna. El grado de
retencién de los componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de

la composicion de la fase estacionaria y de la fase movil.

El tiempo que tarda un compuesto a ser eluido de la columna se denomina tiempo de
retencién y se considera una propiedad identificativa caracteristica de un compuesto en
una determinada fase movil y estacionaria. La utilizacién de presién en este tipo de
cromatografias incrementa la velocidad lineal de los compuestos dentro de la columna y

reduce asi su difusion dentro de la columna mejorando la resolucion de la cromatografia.
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Los disolventes mas utilizados son el agua, el metanol y el acetonitrilo. Una mejora
introducida a esta técnica, es la variacion en la composicién de la fase mévil durante el
analisis, conocida como elucion en gradiente. EIl gradiente utilizado varia en funcién del
caracter hidrofébico del compuesto y separa los componentes de la muestra como una
funcidn de la afinidad del compuesto por la fase movil utilizada respecto a la afinidad por la

fase estacionaria.

Cromatografia de fase normal

La cromatografia de fase normal fue el primer tipo de sistema de cromatografia liquida de
alta resolucion utilizado en el campo de la quimica, y se caracteriza por separar los
compuestos en base a su polaridad. Esta técnica utiliza una fase estacionaria polar y una
fase maovil no polar, util cuando el compuesto de interés es muy polar, dicho compuesto se
asocia y es retenido por la fase estacionaria. La fuerza de absorcion aumenta a medida
gue aumenta la polaridad del compuesto y la interaccion entre el compuesto polar y la fase

estacionaria polar (en comparacién a la fase mévil) aumenta el tiempo de retencién.

Este tipo de cromatografia cayé en desuso en los afios setenta con el desarrollo de la
cromatografia liquida de fase reversa, debido a la falta de reproductibilidad de los tiempos
de retencion dado que los disolventes proticos cambiaban el estado de hidratacién de la

silica o alimina de la cromatografia.

Cromatografia de fase reversa

La cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa, consiste en una fase
estacionaria no polar y una fase moévil de polaridad moderada. El tiempo de retencion es
mayor para las moléculas de naturaleza no polar, mientras que las moléculas de caracter
polar eluyen mas rapidamente. El tiempo de retencibn aumenta con la adicion de
disolvente no polar a la fase moévil y disminuye con la introduccion de disolventes mas
hidrofébicos. La cromatografia de fase reversa es tan utilizada que a menudo se le
denomina cromatografia de liquidos de alta resolucion sin ninguna otra especificacion,
éste tipo de cromatografia se basa en el principio de las interacciones hidrofébicas que
resultan de las fuerzas de repulsion entre un disolvente relativamente polar, un compuesto

relativamente no polar, y una fase estacionaria no polar.
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La fuerza conductora en la unién del compuesto a la fase estacionaria es la disminucion
del area del segmento no polar del analito expuesto al disolvente. El efecto hidrofébico
disminuye con la adicion de disolvente no polar a la fase moévil. Esto modifica el coeficiente

de particion de forma que el compuesto se mueve por la columna y eluye.

Equipo

Un cromatégrafo de liquidos de alta resolucion consta de un sistema de bombeo, un

sistema de inyeccion, una columna, un detector y un registrador de sefiales.

El sistema de bombeo impulsa la fase movil a través de la columna, manteniendo un flujo
laminar y de velocidad constante. Existen bombas de flujo constante, que funcionan a
base de pistones y bombas de presién constante que emplean presién de un gas inerte
para presurizar el disolvente. El sistema de inyeccion mas sencillo consiste en introducir la
muestra de forma manual a través de una jeringa, otro sistema mas preciso es el de
inyectores con asas intercambiables de volumen fijo, que desvia el flujo de disolvente
mientras se introduce la muestra y un tercer sistema que minimiza errores al inyectar es el

automatico que funciona por un mecanismo servo-regulado.

El detector puede medir alguna propiedad de la fase moévil (indice de refraccién o
conductividad eléctrica) o alguna propiedad del analito (detector de luz ultravioleta visible,

de radioactividad, de fluorescencia o electroquimico).

La columna es la parte fundamental de un sistema cromatografico, cuyo material de
empaque se selecciona dependiendo de la separaciéon que se pretende hacer. El diametro
interno de una columna utilizada en la cromatografia de liquidos de alta resolucién es un
aspecto critico, que determina la cantidad de muestra que se puede cargar a la columna y
también influye en su sensibilidad. Las columnas de diametro interno mas grande (>10
mm) se utilizan normalmente en la purificacion de compuestos para su utilizacion
posterior. En cambio, las columnas de diametro interno menor (4-5 mm) se utilizan en el
analisis cuantitativo de las muestras, y se caracterizan por el aumento la sensibilidad y la
minimizacion del consumo de disolventes que conllevan. Estas columnas se suelen
denominar columnas de rango analitico y normalmente estan asociadas a un detector

ultravioleta-visible.
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Las columnas de tipo capilar, con diametro inferior a 0.3 mm, son utilizadas principalmente

cuando se acopla el sistema a espectrometria de masas.

Al emerger un compuesto ya separado en la columna y pasar por el detector, la sefial que
provoca en éste, debe ser registrada por un graficador, un integrador o un sistema
computarizado de procesamiento de datos. El uso de integradores electronicos evita los
errores de medicion de las areas, puesto que registran las sefiales e imprimen el area de

los picos en forma numérica.

El éxito en la aplicacion de ésta técnica para un compuesto dado, depende de la
combinacién correcta de las condiciones de operacién, es decir: la preparacién de la
muestra, el tipo de la columna, la fase movil, la longitud y didmetro de la columna, la

velocidad de flujo de la fase mavil, el tipo de deteccidn, etc.

4.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a espectrometria de

masas con ionizacion quimica a presion atmosférica.

Aungue los métodos cromatograficos proporcionan resultados reproducibles y confiables,
requieren optima resolucion de los analitos sobre los excipientes de la formulacién antes
de ser analizados. La espectrometria de masas es una técnica experimental que permite
la medicion de iones derivados de moléculas. Puede utilizarse para identificar los
diferentes elementos quimicos que forman un compuesto, o para determinar el contenido
isotopico de diferentes elementos en un mismo compuesto. En la industria es altamente
utilizado en el andlisis elemental de semiconductores, biosensores y cadenas poliméricas
complejas. Recientemente la cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de
masas se ha utilizado en analisis clinicos y farmacéuticos proporcionando mejor eficiencia

en la deteccidn, caracterizacion y cuantificacion de farmacos.
Fundamento

El espectrometro de masas mide razones carga/masa de iones, calentando un haz de
material del compuesto a analizar hasta vaporizarlo e ionizar los diferentes atomos. El haz

de iones produce un patrén especifico en el detector, que permite analizar el compuesto®.
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La técnica de deteccion de iones se basa en el fendbmeno conocido como desbastado de
particulas centradas en un blanco, que son bombardeadas por iones, atomos o moléculas.
El proceso de dispersion produce iones secundarios en el rango de las energias cinéticas
traslacionales. Las distribuciones de energia son distintas para iones atoémicos o
moleculares. La eficiencia de ionizacion del sistema es definida como la fraccion de los
atomos esparcidos que se vuelven ionizados. El acoplamiento del espectréometro de
masas al cromatografo de liquidos permite detectar y cuantificar muy bajos niveles del
farmaco con alto grado de especificidad y en un tiempo de andlisis relativamente corto sin
la necesidad de la resolucion cromatografica completa de los analitos. La inclusién de
ionizacion quimica a presion atmosférica ha mejorado la robustez y la facilidad del uso del
equipo. Este tipo de ionizacion es muy suave y produce iones moleculares positivos y
negativos de moléculas polares. Los iones moleculares pueden ser usados para la
identificacion del analito de interés en un andlisis cualitativo y puede ser monitoreado

para mejorar datos cuantitativos.
Equipo

Un espectrometro de masas tiene tres componentes fundamentales: la fuente de
ionizacion, el analizador de masa y el detector. La fuente de iones es el elemento del
espectrometro que ioniza el material a ser analizado. Luego los iones son transportados
por los campos magnéticos o eléctricos al analizador total. Las técnicas para la ionizacion
han sido dominantes para determinar qué tipos de muestras se pueden analizar por
espectrometria de masa. La ionizacion por el electron y la ionizacidbn molecular se utilizan
para los gases y los vapores. Las fuentes inductivas del plasma se utilizan, sobre todo,
para el andlisis del metal en una amplia gama de los tipos de las muestras. Otras técnicas
incluyen la ionizacion quimica rapida del bombardeo del atomo, termo spray y la
ionizacion quimica por presién atmosférica. El analizador de masa es la pieza mas flexible
del espectrometro de masa. Utiliza un campo eléctrico o magnético para afectar la
trayectoria o la velocidad de las particulas cargadas de una cierta manera. La fuerza
ejercida por los campos eléctricos y magnéticos es definida por la fuerza de Lorentz:
F=g(E+7xB)
Donde: E es la fuerza del campo eléctrico, B es la induccion del campo magnético, q es la

carga de la particula, v es su velocidad y x simboliza el producto cruz o producto vectorial.
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Los iones incorporan un campo magnético o el campo eléctrico que dobla las trayectorias
del ion dependientes en su masa y carga, desviando la mudanza mas rapida, iones mas
ligeros. Asi, el analizador dirige las particulas al detector, variando un campo eléctrico o

magnético que se basa en el cociente masa/carga (m/z).

Actualmente existen diferentes métodos para “filtrar" los iones respecto a su relacion
masa/carga. El mas comunmente usado es el denominado cuadrupolo. Se compone de 4
barras alargadas en formacion cuadrada, conectadas eléctricamente entre si en pares
opuestos, a dichos pares (polos) se les aplica una tension de radiofrecuencia variable que
sintoniza con un determinado ion. Cuando existe sintonia entre el ion que esta pasando
por ellas y la frecuencia aplicada, dicho ion continla su camino; desviandose todos los
demas no sintonizados fuera del cuadrupolo y de esta manera no impactan en el detector.
El detector registra la carga inducida o la corriente producida cuando un ion pasa cerca o

golpea una superficie.

4.3 Cromatografia en capa fina de alta resolucién

Entre los métodos de cromatografia plana estan la cromatografia en capa fina, la
cromatografia en papel y la electrocromatografia, cada uno utiliza un recubrimiento fino
sobre una superficie de vidrio, plastico o metal. La cromatografia en capa fina es de gran
importancia en la industria farmacéutica para examinar la pureza de las sustancias y ha
encontrado multiples aplicaciones en los laboratorios clinicos, estudios bioguimicos y

biol6gicos®.

Hasta hace relativamente poco tiempo, la cromatografia en capa fina era considerada una
técnica cualitativa simple y rapida, para separar mezclas no demasiado complejas, pero su
aplicabilidad cuantitativa resultaba una pobre alternativa frente a otras técnicas

cromatograficas como la cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Sin embargo, actualmente, debido a los cambios introducidos en esta técnica, en lo que se
refiere a la calidad de los adsorbentes, equipos para aplicar la muestra y sistemas de
deteccion, el interés por la cromatografia en capa fina ha vuelto a resurgir, siendo
considerada una técnica Util para separar y determinar cualitativa y cuantitativamente

mezclas complejas a nivel de trazas.
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Estos cambios han llevado a modificar el nombre de la técnica, ahora denominada
cromatografia en capa fina de alta resolucion, al igual que ocurri6 cuando se mejoré la
capacidad de resolucion de la cromatografia liquida en columna, y se designo

cromatografia liquida de alta resolucion.

Fundamento

Dicha técnica consiste en un adsorbente sélido (fase estacionaria), distribuido de manera
uniforme sobre una superficie plana, dicho adsorbente presenta cierta capilaridad dada por
las particulas finamente divididas y que permiten el paso de la fase mévil, la cual avanza

por capilaridad, ayudada en ocasiones por un potencial eléctrico o gravedad.

El movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es caracteristico, dicha
caracteristica se conoce como Rf (relacién de frentes) y representa la distancia recorrida
por el compuesto, con relacion a la distancia recorrida por la fase mévil, por lo que sus

valores siempre se encontraran entre Oy 1.

Rf= Distancia recorrida por un compuesto desde el origen/Distancia recorrida por el frente

de la fase movil.

Equipo

El equipo para este tipo de cromatografia consiste en cromatoplacas, camara para el
desarrollo de la cromatografia y luz ultravioleta para el revelado. Las cromatoplacas son
generalmente de vidrio, recubiertas con la capa del adsorbente (gel de silice o alimina), el
grosor de dicha capa variara de 0.25 mm a 0.30 mm, las placas se dejan secar al aire y se
deshidratan a 110° C, durante 30 minutos antes de utilizarse””.

La camara para la cromatografia se emplea en condiciones de saturacion, para lo cual se
forra interiormente con papel filtro y con la fase movil se humedece el papel y se vacia
fase movil en el fondo para que alcance una altura de liquido de 0.5 cm a 1 cm de altura, y
se tapa herméticamente, la camara se mantiene en dichas condiciones de 45 minutos a

una hora antes de utilizarse.
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La aplicacion de las disoluciones de muestra y de referencia sobre la cromatoplaca se
hace con una micropipeta o microjeringa a 2 cm del borde inferior de la cromatoplaca y
dichas aplicaciones deben estar suficientemente separadas entre ellas para evitar que se

mezclen.

Posteriormente se introducen en la camara de desarrollo, cerrando ésta herméticamente
a temperatura ambiente, hasta que la fase mévil ascienda a la altura deseada. Finalmente
se saca la cromatoplaca y se deja evaporar el disolvente para su revelado bajo una
lampara de luz ultravioleta con longitud de onda de 254 nm y/o 365 nm.

4.4 Microextraccion en fase liquida.

Los métodos analiticos, generalmente requieren un paso de extraccion y preconcentracion
antes de llevar a cabo la deteccién de compuestos organicos presentes a nivel de trazas,
en matrices medioambientales y biologicas. El pretratamiento de la muestra mejora la
sensibilidad y reduce las interferencias de la matriz. En andlisis medioambiental y
biomédico se utilizan una gran variedad de técnicas de extraccion y preconcentracion,
incluyendo la extraccion liquido-liquido, la extraccién en fase soélida, la extracciéon liquido-

gas y el equilibrio liquido-gas, entre las mas habituales.

Una tendencia actual en quimica analitica es la miniaturizaciébn. Las técnicas
miniaturizadas para el tratamiento de las muestras son: la microextraccion liquido-liquido,
la microextraccion en fase solida, la extraccion dinamica en fase sélida, la microextraccion
sobre una jeringa empaquetada, la microextraccion en fase liquida, la microextraccion
sobre una sola gota y la extraccion sobre una membrana. Estas técnicas permiten que los
analisis sean mas rapidos, presentando una mayor capacidad de procesamiento de
muestras, un menor consumo de disolvente y muestra, un menor costo por unidad de

muestra y una mejora de la sensibilidad.

En general, la reduccion en el consumo de disolventes contribuye a una reduccién
significativa de costos. Algunas de estas técnicas permiten realizar andlisis de campo. En
muchos casos, las técnicas miniaturizadas de preparacion de muestras pueden
automatizarse y operar en linea con el instrumento de medida. El acoplamiento en linea
entre extraccion y andlisis aumenta la sensibilidad y minimiza las posibles pérdidas de

analito.
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4.5 Espectrofotometria ultravioleta-visible

Fundamento

La espectrofotometria se basa en la medida de la absorcion, por las diferentes sustancias,
de una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas en una banda definida
y estrecha esencialmente monocroméatica. La banda espectral empleada en las
mediciones se extiende desde las longitudes de onda corta de la zona ultravioleta hasta la
visible del espectro. El intervalo espectral puede considerarse como si estuviera
constituido por dos zonas, la ultravioleta de 185 nm a 400 nm y la visible a 400 nm a
800nm®*.La espectrofotometria en la zona visible, es la medida de la absorcién de luz
visible, que generalmente no es monocromatica pero que se selecciona mediante el

empleo de filtros pigmentados o de interferencia.

En general, los espectros ultravioleta y visible de una sustancia, no tienen un alto grado de
especificidad, sin embargo son muy adecuados para las valoraciones cuantitativas y en el

caso de muchas sustancias constituyen un medio Util de identificacion adicional.

La energia de un haz radiante disminuye en relacién con la distancia que viaja a través de
un medio absorbente. También disminuye en relacién con la contraccién de iones o
moléculas absorbentes presentes en medio. Estos dos factores determinan la proporcion
de energia incidente total que es transmitida. La disminucién de la energia de radiacion
monocromatica que pasa a través de un medio absorbente homogéneo, se establece

cuantitativamente por la ley de Beer’":

A= Ele

Donde : A es la absorbencia, € es la absortividad molar, ¢ longitud de la trayectoria de

la energia luminosa expresada en cmy ¢ es la concentracion de la sustancia expresada
enmol L™,

La espectrofotometria de absorcion como procedimiento de valoracion, se basa en el
hecho de que la absortividad molar de una sustancia en términos generales, es una
constante independiente de la intensidad de la radiacion incidente, de la longitud interna
de la celda y de la concentracion, por lo cual, ésta ultima puede determinarse

fotométricamente.
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La ley de Beer sOlo se cumple a ciertas concentraciones, cuando la disolucion es
homogénea y no fluorescente, cuando el soluto no forma asociaciones variables con el
disolvente y cuando la luz utilizada es monocromética. Las desviaciones a la ley de Beer
pueden ser causadas por variables de origen quimico o instrumental. Entre las
desviaciones debidas al instrumento se encuentra la radiacion policromatica, el efecto de

la amplitud de la rendija o luz difusa o parasita.

Equipo

El espectrofotdmetro consta de una fuente de energia, de un dispositivo dispersante, por
ejemplo de un prisma o una rejilla de difraccion, de rendijas para seleccionar la banda de
longitudes de onda, de una celda o portador de la sustancia de prueba, de un detector de

la energia radiante, amplificadores asociados y dispositivos de medicion y registro.

4.6 Espectroscopia de fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia, es un tipo de espectroscopia electromagnética que

analiza la fluorescencia de una muestra.

Fundamento

Utilizando un haz de luz, por lo general, luz ultravioleta, se excita a los electrones de las
moléculas de ciertos compuestos, provocando que emitan luz de una menor energia,
generalmente luz visible (aunque no necesariamente). Las moléculas tienen diferentes
estados, llamados niveles de energia. La espectroscopia de fluorescencia se refiere

principalmente a estados vibracionales y electrénicos.

En general, las especies a examinar tendran un estado electronico basal (un estado de
baja energia) de interés, y un estado electrénico excitado de mayor energia. Dentro de

cada uno de estos estados electronicos hay diferentes estados vibracionales.

En la espectroscopia de fluorescencia, primero se excita la muestra mediante la absorcion
de un foton de luz, desde su estado electronico basal a uno de los distintos estados

vibracionales del estado electrénico excitado.
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Las colisiones con otras moléculas causan que la molécula excitada pierda energia
vibracional hasta que alcanza el estado vibracional mas bajo del estado electronico

excitado.

La molécula desciende luego a uno de los distintos niveles de vibracion del estado
electronico basal, emitiendo un fotdn en el proceso. Dado que las moléculas pueden caer
a cualquiera de los diferentes niveles de vibracion en el estado basal, los fotones emitidos

tendran diferentes energias y, por lo tanto, frecuencias.

Y asi, mediante el analisis de las diferentes frecuencias de luz emitida por espectroscopia
de fluorescencia, junto con sus intensidades relativas, se puede determinar la estructura

de los diferentes niveles de vibracion.

Equipo

En la espectroscopia de fluorescencia se utilizan dos tipos generales de equipos:
Fluorémetros de filtro que utilizan filtros para aislar la luz incidente y la luz fluorescente y
espectrofluorometros que usan monocromadores de reticulo de difraccién para aislar la

luz incidente y la luz fluorescente.

La luz de una fuente de excitacion pasa a través de un filtro o monocromador, e incide
sobre la muestra. Una parte de la luz incidente es absorbida por la muestra, y algunas de
las moléculas de la muestra producen una fluorescencia. La luz fluorescente es emitida en

todas las direcciones.

Parte de esta luz fluorescente pasa a través de un segundo filtro o monocromador y llega
a un detector, el cual muy a menudo se encuentra a 90° con respecto al haz de luz
incidente para minimizar el riesgo de que la luz incidente reflejada o transmitida llegue al

detector.

Diversas fuentes de luz pueden ser utilizadas como fuentes de excitacion, incluyendo el

laser, fotodiodos y lamparas; arcos de xendn y lamparas de vapor de mercurio.
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Para medir los espectros de excitacion, la longitud de onda que pasa a través del filtro o
monocromador de emisidbn se mantiene constante mientras que el monocromador de
excitacion escanea. El espectro de excitacion generalmente es idéntico al espectro de
absorcién, ya que la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la absorcion. El

porcentaje de fluorescencia recogido por el detector también depende del sistema.

Por otra parte, el porcentaje de fotones detectados, varia entre los diferentes detectores,
segun la longitud de onda y el tiempo. Cuando las longitudes de onda de excitacion y de
emision estan proximas no debe confundirse la fluorescencia emitida por la muestra con

emisiones parasitas.

Los tipos mas importantes de dispersion en este contexto son la dispersion de Rayleigh y
la de Raman. La luz dispersa por dispersion de Rayleigh tiene la misma longitud de onda
gue la luz incidente, mientras que en la dispersion Raman, la luz cambia a longitudes de

onda mas largas®.

4.7 Potenciometria

La potenciometria es una técnica electroanalitica con la que se puede determinar la
concentracion de una especie electroactiva en una disolucion empleando un electrodo de
referencia, electrodo con un potencial constante con el tiempo y conocido y un electrodo

de trabajo, electrodo sensible a la especie electroactiva.
Fundamento

La potenciometria mide pasivamente el potencial de una disolucion entre dos electrodos,
afectando muy poco a la disolucién en el proceso. El potencial se relaciona entonces con
la concentracion de uno o varios analitos. Toda determinacion potenciométrica se basa en
una medida de diferencia de potencial, en condiciones de corriente nula, entre dos

electrodos sumergidos en una disolucién de la muestra.

Equipo

La estructura de la celda utilizada se designa a menudo como un electrodo a pesar de que

en realidad contiene dos electrodos: un electrodo indicador y un electrodo de referencia.
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La potenciometria generalmente utiliza electrodos construidos selectivamente sensibles a

los iones de interés. Cada uno constituye una semipila.

El electrodo denominado externo de referencia, es una semicelda electroquimica de
referencia, cuyo potencial es constante en relacién con el de la disolucion muestra. El
otro, denominado electrodo selectivo de iones, es el electrodo de medida o electrodo
indicador, que conlleva un electrodo interno de referencia bafiado en una disolucion de

referencia separada de la disolucion de muestra por una pared llamada membrana.

La diferencia de potencial entre el electrodo interno de referencia y la pared interna de la
membrana del electrodo selectivo es una constante, fijada en la fabricacién (naturaleza

del electrodo interno de referencia y disolucién interna)®.

En contraposicion, la diferencia de potencial que aparece entre la pared externa de la
membrana y la disolucion muestra, depende de la actividad del analito a medir. Cuando se
miden disoluciones acuosas, el electrodo externo de referencia mas utilizado es el
electrodo Ag/AgCI/KCI.

El contacto eléctrico con la disolucion a medir se efectia por medio de una fina pastilla

porosa de vidrio.

Los iones tienen tendencia a migrar a través de esta membrana, y de ello resulta un débil
potencial denominado potencial de unién E; (o potencial de difusiébn) que se disminuye
interponiendo un puente salino constituido por una disolucion saturada de KCI. Por lo
tanto, la diferencia de potencial, Eceiqa, medida es la suma de:

Ecelda=Eire — Eere + Es= Eire + Ememb— Eere tE;

Donde: E; es el potencial de difusion (union); Egre, €s el potencial de electrodo de
referencia exterior, Eire €s el potencial de electrodo de referencia interno con respecto al

tapdn interno y Enemp representa el potencial global de membrana.
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Tanto el potencial de referencia exterior como el interno son independientes de la

concentracion c;del analito a medir.

La diferencia de potencial medida se debe Unicamente a la membrana (aproximandose a
E;) la diferencia de potencial medida esta relacionada con la actividad a; de la especie

i6nica i a analizar en la disolucién muestra, que se expresa con la ecuacién de Nernst®:

Ecelda=E+2,2303 [(RT/zF ) log aj

Donde: E’ es el potencial estandar que tiene en cuenta todos los otros potenciales; R es la
constante de los gases ideales; T la temperatura; z la carga del i6bn i medida cuya

actividad es a;; y F es la constante de Faraday.

La concentracion de los iones presentes y la fuerza ionica varian poco a lo largo de la
medida en comparacion con la concentracion del i6n a medir. Cuando dos iones
diferentes reaccionan entre ellos de forma estequiométrica, es posible utilizar este hecho

para determinarlos.

El punto final de la medida se caracteriza por la desaparicién total de una de las especies
o por la aparicion de un exceso de una de ellas, o también por la aparicién o desaparicién

de una especie secundaria.

4.8 Validacién de métodos analiticos

En la validacion de métodos analiticos, los pardmetros de desempefio a estudiar para un
meétodo analitico para cuantificacion son: precision, linealidad, exactitud y limite de
cuantificacion del método; los parametros: estabilidad analitica de la muestra, robustez y

tolerancia pueden ser requeridos dependiendo de la naturaleza del método .

A continuacion se presentan los criterios de aceptacion, para dichos parametros.
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Tabla 1. Criterios de aceptacion de parametros de validacion

Precisién
Grado de concordancia entre los
resultados analiticos individuales,

cuando el procedimiento se aplica

CV (coeficiente de variacion) < 1.5% para métodos fisicoquimicos
CV < 3% para métodos bioldgicos

repetidamente a diferentes | En ambos casos se preparan un sextuplicado de disoluciones
porciones de una muestra

homogénea

Adecuabilidad del sistema | CV <2% para la respuesta analitica

(Métodos cromatograficos)

Verificacion de que el sistema opera
con base a criterios preestablecidos
asegurar la

que permitan

confiabilidad de los resultados

K’ (factor de capacidad)>2
R (resolucion)>2
T (factor de coleo)<2

Inyectar por quintuplicado la disolucién de adecuabilidad

Linealidad

Habilidad para asegurar que los
resultados obtenidos directamente o
por medio de una transformacion
matematica definida son
proporcionales a la concentracion de
un analito en un intervalo

determinado

r (coeficiente de correlacion) = 0.98

Preparar por lo menos por triplicado, 5 niveles de concentracién, la
concentracion central debe ser igual a la concentracién de la disolucién de
referencia. El intervalo para contenido/valoracién de impurezas, se considera

desde 0% hasta un 20% por arriba de la especificacion.

Exactitud y Repetibilidad del
método
valor

Concordancia entre  un

obtenido y el valor de la referencia

El intervalo de confianza para la media poblacional del porcentaje de recobro
(ICp), debe estar entre:

98-102% para métodos cromatogréaficos y volumétricos
97-103% para métodos quimicos o espectrofotométricos

El CV del porcentaje de recobro debe ser no mayor a: 2% para métodos
cromatograficos y volumétricos y no mayor a 3% para métodos quimicos o
espectrofotométricos.

Preparaciéon de un placebo analitico con el tipo de componentes que
generalmente estan presentes en la muestra. A la cantidad de placebo analitico
equivalente a la muestra, por sextuplicado adicionar el analito. El andlisis se

practica de principio a fin bajo las mismas condiciones

Limite de cuantificacion del
método

Concentracion minima del analito,
que puede ser determinada con

precisién o exactitud aceptables

Preparar por lo menos tres concentraciones de la sustancia de interés,
simultaneamente preparar 5 blancos. Medir las respuestas y sin incluir los
blancos calcular el valor de la pendiente (bi1) y el coeficiente de determinacién
que no debe ser mayor a 0.98. Para los blancos, calcular la desviacion estandar
de los blancos (Sp).

El limite de cuantificacion debe ser menor a la especificacion del
contenido/valoracién de la prueba de impurezas. Y el limite de cuantificacion

con base a la sefial de ruido se calcula con la ecuacién: LC= (10XSy)/ b1
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Limite de deteccion
Concentracion minima del analito
que puede ser detectada, pero no

necesariamente cuantificada

Preparar por lo menos tres concentraciones de la sustancia de interés,
simultaneamente preparar 5 blancos. Medir las respuestas y sin incluir los
blancos calcular el valor de la pendiente (b1) y el coeficiente de determinacién
que no debe ser mayor a 0.98. Para los blancos, calcular la desviacion estandar
de los blancos (Sp).

El limite de deteccién debe ser menor a la especificacion de la prueba de
impurezas limite. Y el limite de deteccion con base a la sefial de ruido se calcula
con la ecuacion: LD= (3.3XSp)/ b

Especificidad
Se refiere a la propiedad del método
de producir una sefial medible
debida solo a

libre de

otros componentes presentes en la

la presencia del

analito, interferencia de

matriz de la muestra.

La respuesta del método solo se debera al analito.

Robustez

Capacidad del método analitico para
mantener su  desempefio  al
presentarse variaciones pequefias
pero deliberadas, en los pardmetros

normales de operacién del método

Establecer factores instrumentales criticos, en cada condicién de operacion
distinta, asi como en la normal, analizar por triplicado. Calcular la media
aritmética de la condicién normal de operacion (yo) y de cada condicién de
operacion diferente a la normal (y1). Calcular la diferencia aritmética de cada
condicion respecto a la condicion normal | di|

| di| < 2% para métodos cromatograficos y volumétricos

| di | < 3% para métodos quimicos y espectrofotométricos

| di| < 5% para métodos biolégicos

No mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la especificacion del analito

en la muestra

Tolerancia

Reproducibilidad de los resultados
analiticos obtenidos, por el andlisis
de la misma muestra bajo diferentes

condiciones a las normales

Se deben establecer los factores ajenos al método que se puedan presentar al
reproducir el método en otras condiciones de uso y analizar una misma muestra
por triplicado en cada condicién.

Calcular la media aritmética (y), desviacion estandar (S) y coeficiente de
variacion (CV)

El CV del porcentaje de recobro debe ser no mayor a: 2%  para métodos
cromatograficos y volumétricos y no mayor a 3% para métodos quimicos o
espectrofotométricos

La tolerancia debe ser no mayor a una magnitud preestablecida, acorde a la

especificacion del analito en la muestra
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5.1 Cronologia de técnicas reportadas para la determinacion de diclofenaco sodico

A continuacion se presentan algunos métodos que han sido publicados en la hemerografia

para la cuantificacion de diclofenaco sodico en formas farmacéuticas y fluidos bioldgicos,

se prestd especial interés en la busqueda de técnicas que se realizaron en la ultima

década. Solo se citaron un par de técnicas en las que se evalud el diclofenaco sddico

cualitativamente: Voltametria >®y deteccién electroquimica de diclofenaco sédico’

Tabla 5. Cronologia de técnicas reportadas para cuantificacion y determinacion de

diclofenaco sddico en medicamentos y fluidos bioldgicos

Afio Método Tipo de
muestra
1977 | Cromatografia de gases™ plasma o suero
1980 | Cromatografia de gases con deteccion por captura de electrones *° orina y plasma
1988 | Espectrofotometria ultravioleta, utilizando Na NO, %* tabletas
1989 | Espectrofotometria visible con violeta de metileno #* tabletas y
cépsulas
1991 | Espectrofotometria visible aplicado al complejo: diclofenaco — cobre 11 tabletas
Espectrofotometria visible, via reacciones de oxidacion (sulfato cérico tabletas y
1993 | amdnico, dibromo-dimetil-hidantoina y N-bromosuccinimida) *° ampolleta
Espectrofotometria ultravioleta *’ tabletas
Colorimetria® tabletas
1994 | Cromatografia en capa fina ** tabletas
Espectrofotometria visible, utilizando azul de metileno *° tabletas
Espectrofotometria ultravioleta, para identificacion simultanea de tabletas
1995 | diclofenaco, clorzoxazona y paracetamol
Cromatografia liquida de fase reversa > plasma humano
Espectrofotometria ultravioleta para determinacion simultanea de tabletas
1996 | diclofenaco y paracetamol *°
Espectrometria de masas/ cromatografia de gases /monitoreo de ion plasma humano
selectivo °’
Espectrofotometria ultravioleta con flujo de extraccion ** tabletas
Espectrofotometria ultravioleta para estimacion simultanea de diclofenaco de | tabletas
1997 | sodio, clorzoxazona y paracetamol **
Colorimetria para antiinflamatérios no esteroidales usando p-dimetil- tabletas,
aminocinamaldehido® capsulas,
ampolletas
Absortiometria ultravioleta de fase sélida > tableta, ampolleta
Espectrofotometria visible, por inyeccién de flujo utilizando 3 metil-2- orina, tableta,
1998 | benzotiazolinona hidrazona hidroclérica ampolleta,
supositorio
Cromatografia liquida de alta resolucién y deteccion electroquimica para humor acuoso
determinacion de diclofenaco y oxibuprocaina ™ humano
Espectrofotometria ultravioleta para andlisis de diclofenaco, paracetamol y
clormezanona * tabletas
Espectroscopia de fase sélida >* tabletas
1999 | Electroforesis capilar > tabletas

Cromatografia de gases/espectrometria de masas/ monitoreo de ion
selectivo

plasma humano
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Cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase reversa * supositorio
tabletas,

2000 | Calorimetria diferencial de barrido *2 ampolletas,

supositorios
Cromatografia liquida de alta resolucién para determinacién de diclofenaco y
aceclofenaco *° plasma humano
Electroforesis de zona capilar con deteccion electroguimica * orina humana
Espectrofluorometria: diclofenaco en presencia de ciclodextrinas tabletas
Espectrofotometria ultravioleta con inyeccion de flujo para diclofenaco y tabletas
acido mefenamico *

2001 parches
Cromatografia de liquidos de alta resolucion® transdérmicos
Cromatografia liquida/ionizacién atmosférica quimica/espectrometria de
masas, para determinacion de diclofenaco, acido fluefenamico, indometacina | tabletas y
y ketoprofeno * capsulas
Cromatografia liquida de alta resolucion previa extraccion en fase sélida ** plasma humano

tabletas,
Potenciometria y fluorometria * ampolleta y

2002 —— —___ supositorio
Cromatografia liquida de fase reversa para determinacion simultanea de gel tépico
diclofenaco sodico, metilparabeno y propilparabeno®
Cromatografia de capa fina de alta resolucion * suero humano

2003 fluido sinovial
Cromatografia liquida: relevancia de CYP2C9 ' humano
Cromatografia de liquidos de alta resolucion * orina humana

tabletas de
Espectrofotometria ultravioleta para caracterizacion de factores que afectan | liberacion

2004 | la baja solubilidad en tabletas de liberacion prolongada * controlada
Espectrofotometria ultravioleta para tabletas que contienen diclofenaco y tabletas
vitamina B ¥’

Espectrofotometria visible para determinacion simultanea de diclofenaco y tabletas
piroxicam *
Voltametria de diclofenaco *° tabletas

2005 | Potenciometria ® orina, suero y

tabletas
Cromatografia de capa fina de alta resolucién para la determinacion tabletas
simultanea de diclofenaco y paracetamol **

tabletas,
Potenciometria *° ampolletas

2006 tabletas,
Fotometria de reflectancia difusa ** ampolletas
Cromatografia de liquidos de alta resolucion/ espectrofotometria ultravioleta | suero de rata
para determinar diclofenaco y 4-OH’ diclofenaco *

Electroforesis capilar con deteccion electroquimica *° suero
Potenciometria de electrodos de ion selectivo, basada en hierro porfirinas " | tabletas

2007 | Cromatografia liquida para diclofenaco y rabeprazol sédico “° tabletas
Potenciometria *° tabletas
Cromatografia liquida de alta resolucion para ibuprofeno, diclofenaco y acido | orina

2009 | salicilico *’

Cromatografia liquida de alta resolucion *° colirio

34




5.2 Comparacion de métodos analiticos para la cuantificacion de diclofenaco

sodico en formas farmacéuticas.

Los métodos comUnmente utilizados en la cuantificacion de diclofenaco en tabletas,
ampolletas y supositorios son los meétodos espectrofotométricos, cromatograficos,
potenciométricos y fluorométricos, otros de menor uso son la fotometria de reflectancia
difusa y la calorimetria diferencial de barrido. Cabe destacar que el método oficial para
llevar a cabo la cuantificacion de diclofenaco soédico en tabletas y ampolletas es la
cromatografia de liquidos de alta resolucion —segun la Farmacopea de los Estados

Unidos Mexicanos 92 edicion-.

En éste estudio se realizd una revision de los métodos hasta ahora reportados para la
cuantificacion de diclofenaco sodico en las formas farmacéuticas: tableta, supositorio y
ampolleta y se eligieron solo aquellos métodos que contaban con suficientes datos de su
validacion para su comparacion. Las técnicas que se descartaron por ésta razén fueron
la fotometria de reflectancia difusa®" y la calorimetria diferencial de barrido®, en el primer
caso por no acreditar su repetibilidad y reproducibilidad, pues aun cuando el limite de
deteccién reportado es de 0.7 mg mL™?, y en el andlisis de muestras de tabletas y
ampolletas se obtuvo una recuperacién entre 96% y 99%, contrario a los métodos
tradicionales de reflectancia donde un sélido en superficie es cuantificado, éste método
corresponde a la cuantificacion de un sélido suspendido en disolucion, o que aumenta el
coeficiente de variacion hasta un 4% debido a la dificultad de preparar una superficie
reflejante rigurosamente homogénea; en el caso de la calorimetria diferencial de barrido
por no aportar mas datos sobre la validacion del método salvo la recuperacién obtenida
para tabletas, ampolletas y supositorios, que fue de 101.64%, 102.41% y 100.61%
respectivamente. En el caso de parche transdérmico® y gel tépico*® que contienen
diclofenaco sodico, éste tipo de medicamentos solo se han cuantificado por la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion, en el caso de colirio dicha técnica también
se valido recientemente con excelentes resultados y no se han publicado métodos

alternos.

A continuacion se presenta una tabla comparativa de los métodos mas utilizados, en su
mayoria publicados en la ultima década y que presentaron mejores resultados con
respecto a sus parametros de validacion en la recuperacion de diclofenaco en muestras

de ampolletas y tabletas.
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Tabla 6. Comparacion de parametros de validacion, ventajas y desventajas de métodos utilizados en la cuantificacion de diclofenaco sédico en las
formas farmacéuticas: tabletas y ampolletas.

Método

Espectrofotometria visible
aplicada al complejo:
diclofenaco-acetato de cobre®

Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de
masas con ionizacién quimica a
presion atmosférica*

Fluorométrico®

Potenciométrico®

Rango lineal de conc. (ug mL™) 250-2000 50-300 0.30-30.00 15-15000
Coeficiente de correlacidn (r) 0.9990 0.9976 0.9995 0.994
Limite de deteccién (ug mL™) 72.8 1.0 0.17 9.5

% Recuperacion tabletas 98.5 100.9 100.6 101

% Recuperacion ampolletas --- — 99.33 99.6

% Desviacidn estandar relativa 1.73 7.6 1.82 1.2

Preparacién de la muestra
equipo y condiciones del método

Preparar una disolucion de la
muestra con concentracion de 5.0
mg mL" de diclofenaco sédico, a 2
mL de ésta disolucién agregar 3 mL
de disolucién de acetato de Cu*
(0.25 M), 1 mL de cloruro de potasio,
4 mL de disolucién amortiguadora de
acetatos y 5 mL de cloroformo. Agitar
10 min, ajustar la fuerza i6nica a
0.18 M y el pH 6.0, con un embudo
de separacion separar la capa
cloroférmica.
la absorbancia a 680 nm,
un espectrofotémetro con
celdas de cuarzo de 10 mm.

Leer
utilizar

El polvo de una tableta se transfiere a un
matraz volumétrico de 100 mL, agregar 50
mL de metanol, aforar y filtrar, preparar
diluciones con la fase movil: acetonitrilo,
acetato de amonio (5:1 v/v), pH 7.4.
Inyectar manualmente 10 pL en la
columna  GLC-CN  (3-cianopropilpoli-
siloxano, tamafio de particula de 5 pm de
diametro). Fijar la temperatura de
vaporizaciéon en 200 +/- 1°C y velocidad
de flup 1 mLmin®. Temperatura de
vaporizacioén: 200 °C.

El espectrémetro de masas debe ser
operado en el modo APCI negativo y
programado para admitir moléculas
deprotonadas [M-H]" a (m/z) de 295.9.

Pesar un peso equivalente a 16
mg de diclofenaco, disolver en 50
mL de disolucién amortiguadora
de acetatos, llevar a wuna
concentracién de 0.75 mg mL™
Agitar la disolucién 30 min.
Fluorébmetro equipado con un
filtro de excitacion a 305-395 nm
y un filtro de emision 430-470 nm.
La irradiacion a 254 nm se
consumé con una lampara de
mercurio de baja presion.

Se selecciond el puerto 1 ™2 y
fijado con la disolucién muestra
Velocidad de flujo a 7.9 mL min™.
La intensidad de sefial es mejor a
pH >9

Pesar un peso equivalente de diclofenaco
de 30 mg, agregar agua, ajustar la fuerza
I6nica a 0.5 M con Na NOz y pH a 7,
aforar a 100 mL, emplear una alicuota de
25 mL para el analisis

Metro-ion/pH. Preparacion del electrodo
indicador mercurio (I): 1.4 g de mercurio
(I)-diclofenaco y 0.2 g de mercurio
metélico, afiadir polvo de grafito 0.7g
mezcla homogénea, comprimir a 8 t por 5
min, la pildura se fij6 a un tubo de vidrio
con silicon, se dej6 secar por 48 h. El
electrodo de referencia es un Ag|AgCl.

Ventajas y desventajas del
método

Equipo y reactivos de bajo costo,
practico y de uso simple

Preparacion simple de la muestra
Util para el andlisis de rutina

Alta sensibilidad

Equipo sofisticado de costo elevado
Preparacion simple de la muestra
Util para el anélisis de rutina

Alta sensibilidad

Equipo de bajo costo
Preparacion simple de la muestra
Util para el anélisis de rutina

Alta sensibilidad

Util en andlisis de rutina. Hasta 33
muestras por hora
Determinaciones simples

El limite de deteccion del
permiten alcanzar concentraciones del
orden de una fracciéon de ppm

Previo a toda determinacion hay que

considerar las posibles interferencias.

electrodo
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Para la cuantificacion de diclofenaco sédico en fluidos biologicos, las técnicas hasta

ahora reportas son: cromatografia de gases con detector por captura de electrones y

15,57-58

acoplada a espectrometria de masas , cromatografia liquida de alta resolucién tanto

17,59-63 cromatografia en capa fina®, electroforesis

65-66

en fase normal, como en fase reversa
de zona capilar con deteccion electroquimica y fluorometria®’.

En la tabla 7 se hace una comparacion de la aplicacion del método cromatografia de
liquidos de alta resolucion contra el método cromatografia en capa fina de alta resolucion
unico método que fue publicado en la dltima década y que presenta mejores resultados
en eficiencia de extraccién con respecto a técnicas publicadas con anterioridad como la
cromatografia de gases con detector por captura de electrones. En la determinacion y

cuantificacion de diclofenaco sodico en muestras de plasma.

En la tabla 8 se comparan técnicas reportadas recientemente, para la cuantificacién de
diclofenaco sodico en muestras de orina, tales como potenciometria y cromatografia
liquida de alta resolucion con microextraccion en fase liquida contra el método
cromatografia liquida de alta resolucion, cabe sefalar que ninguno de los tres métodos
reportd datos de desviacion estandar relativa, o coeficiente de variacion, por lo que la
comparacion entre las técnicas solo se realizé observando el porciento obtenido en la

recuperacion de diclofenaco sédico , la practicidad y economia de dichas técnicas.
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Tabla 7. Comparacion de métodos analiticos utilizados en la cuantificacion de diclofenaco sodico en plasma

Método Cromatografia de liquidos alta resolucién® Cromatografia en capa fina de alta resolucion®
Rango lineal (ng mL™) — 200-800
Coeficiente de correlacién 0.999 0.9876
Limite de cuantificacién (ng mL™) 5.00 120
Limite de deteccion (ng mL™) 1.20 90
% Recuperacion >92 78
% Coeficiente de Variacion 3.2

Equipo y condiciones de la técnica

Volumen de muestra: 1 mL de plasma humano

Posterior a la aplicaciéon de parche transdérmico con
diclofenaco sédico.

A 1 mL de plasma, afadir 20 pL de estandar interno (5 mg
mL™? de metanol) y 100 pL de HCI 7M , 1 mL agua.
Centrifugar a 4000 rpm , 10 min

Agregar 200 pL de metanol seguido de 200 pL de una
mezcla de metanol-acetonitrilo-etilacetato (35:35:30v/v/v)
Tiempo de retencion: 5.87

Volumen de inyeccién 100 pL

Columna de fase reversa Cig (octadecil-silano enlazado
guimicamente a silica porosa tamafio de particula de 5 pm)
Dimensiones: 250 mm X 4.6 mm y 5 um didmetro interno,
eluida en modo isocratico con mezcla de fosfato acido de
potasio (25 mM, PH 3.5) acetonitrilo (30/70 v/v) Velocidad
de flujo 1 mL min™ Deteccion a 280 nm

Posterior a la administracion de 1 tableta de 100 mg de
liberacion prolongada.

Realizar una extraccion con acetato de etilo. Utilizar
placas recubiertas con silica gel, usar jeringa de 100 pL
para la aplicacion de la muestra y del estandar.

Fase movil: tolueno/ acetona/ acido acético glacial
(80:30:1 viviv)

Ventajas y desventajas del método

Alta sensibilidad del equipo

Limites de cuantificacion y deteccién en 5 y 1 ng mL*
respectivamente

Preparacion simple de la muestra

Ideal para muestreo rutinario. Hasta 24 muestras por hora
Costo elevado

Baja eficiencia en la recuperacion de la muestra

Limites de cuantificacion y deteccion en el orden de
microgramos

Muy bajo costo del equipo

Facil preparacion de la muestra
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Tabla 8. Comparacion de métodos analiticos utilizados en la cuantificacion de diclofenaco sddico en orina

Cromatografia liquida de alta resolucién

Potenciométrico®

Cromatografia liquida de alta

Método con extraccion de fase liquida®’ resoluciéon®’
Rango lineal de concentracién .
(ng mL™Y) 175-10,000 3000-3x10 2000-16000
Coeficiente de correlacién 0.9989 0.990
% Desviacion estandar relativa - ----
Limite de deteccién (ng mL™) 53 1185 180
% Recuperacion
eliminacion renal en 24 h 98 101-103 57

Equipo y condiciones de la técnica
Administracion oral Unica de una tableta
de diclofenaco sddico de capa entérica

Cromatégrafo liquido de alta resolucién con
una bomba cuaternaria y sistema de
seleccion de diodo con detector de
fluorescencia programable.

Sistema controlado con un moédulo interfase
y computadora. La fase mavil consiste en
0.1 mL de &cido férmico y metanol, el grado
de elucién se programé de 40-70% en 10
minutos.

Velocidad de flujo 2.5 mL min™

La fase extractante fue NaOH pH 10

Analizador ion pH/mV para lecturas de
potencial a 25 °C.

Un electrodo de Ag/AgCl fue
electrodo interno de referencia.
Preparacion del sensor con 32 mg de cloruro
de polivinilo (PVC) en polvo y 2 mg de
bromuro de hexadecil piridina, 6 mg de di-butil
pftalato en 5 mL de tetrahidrofurano, la mezcla
se colocd en un plato de vidrio de 2 cm de
diametro y se evaporé el disolvente hasta la
obtencion de un aceite en un tubo de
polietileno de 5 mm de didmetro interno se
introdujo la mezcla se llevé a una disolucion
de 1.0x102 M de diclofenaco sddico, para su
acondicionamiento por una hora.

La disolucion de trabajo de diclofenaco se
prepar6 por diluciébn del estandar de
diclofenaco 0.1 M

El tratamiento en fluidos biolégicos se realizé
mediante la mezcla de 2.5 mL de diclofenaco
sédico 0.001M y 2.5 mL de orina o suero en
un volumen final de 10 mL con H,O

usado como

HPLC con bombeo de disolvente y detector
programable de UV fijo a 282. Separacion
cromatografica a temperatura ambiente en
columna de fase reversa Hypersii ODS
(octadecil-silano enlazado quimicamente a
silica porosa tamafio de particula de 5 pm)
Dimensiones: 250X4.6 mm y 5 pm didmetro
interno.

Fase movil: mezcla de acetonitrilo-metanol-
tetrahidrofurano-agua  (22:10:3:65  Vv/v).
Velocidad de flujo a 0.8 mL min™

Hidrdlisis alcalina de 500 pL de orina, 100
pL de NaOH (5 M) incubar a 72 °C 1 hr
afadir 50 pL de flurbiprofeno (125 ng/L) y 1
mL de HCI (2M).

Extraccion con 5 pL de isopropil éter,
centrifugar 10 min, evaporar la capa
organica a sequedad en torrente de
nitrégeno por 30 min. Resuspender en 200
pL de la fase movil, volumen de inyeccion
20 pL

Ventajas y desventajas del método

Alta sensibilidad del equipo

Limites de cuantificacién y deteccion en el
orden de ng mL™

Preparacion simple de la muestra

Ideal para muestreo rutinario

Costo elevado

Alta sensibilidad del equipo

Limite de deteccion en el orden de mg mL*?
Preparacion simple de la muestra

Preparacion simple del electrodo

Vida util del electrodo aproximadamente 5 a6
meses

Util en el muestreo de rutina

Método econdmico

Menor eficiencia de recuperacion en la

muestra comparado con el método de
microextraccion
Limite de deteccion en el orden de

microgramos

Preparacion mas elaborada de la muestra
Puede utilizarse en el muestreo de rutina
Costo elevado
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ANALISIS DE RESULTADOS

La primera técnica reportada para la cuantificacion de diclofenaco sodico corresponde a
cromatografia de gases en muestras plasmaticas a través de un método simple de extraccion
cloroférmica que alcanzé una eficiencia de extracciéon del 76 % en el afio de 1977%*. A este
estudio sobrevinieron sélo unos cuantos reportes de andlisis de fluidos biologico que también
se llevaron a cabo por la misma técnica pero con una resolucién pobre para diclofenaco de
sodio y sus metabolitos, fue en 1980 cuando se reporté el método de cromatografia de gases
con deteccion por captura de electrones en el que la eficiencia de recuperacion mejoro

notablemente alcanzando un 94%°%.

En la década de los 80, con la introducciéon del uso de diclofenaco sodico en tratamientos
meédicos, se inicio la busqueda de métodos de andlisis para la deteccion y cuantificacion de
éste farmaco en formas farmacéuticas, que fueran simples y costeables, es a mitad de ésta
década cuando se publican métodos espectrofotométricos para el andlisis en formas
farmacéuticas, obteniéndose a partir de éstos muy buenos resultados en cuanto a precision,
exactitud y simplicidad de la técnica, este es el caso de andlisis espectrofotométricos
utilizando reactivos como violeta de metilo?*, azul de metileno®® amarillo de acridina®’; o el
reactivo aqui citado por ser unos de los métodos mas populares para la cuantificacion de éste

farmaco, el acetato de cobre®, para la formacién de complejos con diclofenaco sédico.

La cuantificacién de diclofenaco utilizando el reactivo acetato de cobre?® alcanzé un limite de
deteccion de 72.8 ug mL™ y recuperacién de 98.5% con desviacién estandar relativa de
1.73%. La respuesta de absorcién fue lineal en relacion a la concentracion de diclofenaco en
el rango de 0.25 a 2.00 mg mL™, y el coeficiente de correlacion fue de 0.999 (n=8) indicando
una excelente linealidad. La especificidad del método se evalud observando interferencia de
otros compuestos presentes en tabletas, comparando el espectro del complejo en la muestra
y la disolucién de referencia, los cuales resultaron idénticos. La precision del método se
determino en tres diferentes concentraciones, la desviacion estandar relativa varia de 1.31 a

2.98%, para concentraciones de diclofenaco sédico de 2.5 a 7.5 mg mL™.
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Los métodos espectrofotométricos siguen siendo wuna alternativa econdémica para
determinaciones rutinarias de éste compuesto, y tienen ventaja sobre otras técnicas mas

sofisticadas, porque requieren de menos cuidados.

La cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas* ha sido utilizada en anélisis
clinicos y farmacéuticos proporcionando alta eficiencia en deteccion y caracterizacion de
farmacos, permitiendo su deteccion a niveles muy bajos con alto grado de especificidad en

tiempos de analisis relativamente cortos.

La inclusion de ionizacion por presion atmosférica ha mejorado la sensibilidad y robustez del
uso de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas, tanto la técnica de
ionizacion por electrospray y ionizacion quimica atmosférica son modos de ionizacién suaves
gue producen iones moleculares positivos y negativos a partir de moléculas polares. Para éste
experimento se utilizd una mezcla que ademas de diclofenaco sodico incluia é&cido

flufenamico, ketoprofeno e indometacina.

Utilizando analisis de regresion lineal, los valores del area de pico fueron lineales sobre los
rangos de concentracion elegidos, el coeficiente de correlacion fue de 0.9990, el limite de
deteccion fue de 1.0 ng y la desviacion estandar relativa de 10%, el limite de cuantificacion fue
de 50 ng mL™. La exactitud expresada como porciento de desviacién de la concentracion
nominal, esta en el rango de 5.2 a 5.9. La precision dentro de los dias y entre dias expresada
como porciento de desviacion estandar relativa fue de 0.8 a 58% y de 2.6 a 9.1 %

respectivamente.

Los datos indican buena exactitud y precision del método. La recuperacion obtenida para
diclofenaco sdodico fue de 100.7+ 3.4%. Esta técnica esta recomendada para el andlisis de

rutina, pues no requiere de una extensa preparacion de la muestra.

En el caso del método fluorométrico®, el diclofenaco presenta una excitacién maxima a una
longitud de onda de 279 nm. La irradiacion por 30 segundos de una disolucion micromolar de
diclofenaco, genera una nueva banda de emisiéon a un maximo de fluorescencia de 420 nm y
con una intensidad 485 veces mejor comparada con la que se obtiene sin irradiar, o que se

atribuye a la formacién de fotoproductos que rinden una mayor intensidad de fluorescencia. El
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tiempo de irradiacién, el volumen de muestra inyectado, la velocidad de flujo y el pH de
reaccion producen diferencia significativa en la intensidad de sefiales.
El tiempo de irradiacion mayor a 30 segundos disminuye la intensidad de fluorescencia, un pH

mayor a 9 demuestra una mejor influencia en la reaccion cinética.

La respuesta fue lineal en el rango de 0.30-30 ug mL™y el coeficiente de correlacién obtenido
fue de 0.9995 mostrando excelente linealidad del método. El limite de deteccion para éste
método se reporté como 0.17 pg mL™ el Iimite de cuantificacién no se reportd y la desviacion
estandar fue de 1.82%. La recuperacion en tabletas alcanz6é un 100.6 % y en ampolletas
99.3%. El flujo de muestreo es de 32 muestras por hora, por lo que éste método es

recomendado para el andlisis de rutina.

En el método potenciométrico®, el electrodo Pt| Hg|Hg,** (Diclofenaco),| grafito, presenta
buena linealidad en el rango de 15-150000 ug mL™ a pH 6.5 y un limite de deteccién de 9.5 pg
mL™. El electrodo puede construirse de manera sencilla con materiales econémicos, con un
tiempo de respuesta entre 20 y 30 segundos y puede ser usado por un periodo de 6 meses.
Tiene alta selectividad en presencia de diferentes sustancias, ademas de que tiene buena

estabilidad, precision y exactitud.

Los métodos potenciométricos y fluorométricos, han sido propuestos en la Ultima década, la
ventaja de los métodos potenciométricos sobre otros consiste en que estos no requieren de
aparatos costosos o de dificil manejo y no usan volumenes altos de reactivos organicos de
alta pureza, la desventaja de los electrodos selectivos que estan disponibles comercialmente
para la identificacion de éste farmaco, es que ofrecen tiempos de vida util cortos, los citados
en este estudio son electrodos de facil preparaciéon que ofrecen tiempos de vida util mas
prolongados?®, ademas de que ya han sido comparados estadisticamente contra el método de

referencia y no se encontraron diferencias significativas.

En el caso de la técnica fluorométrica es una técnica altamente selectiva pero requiere de

extremo cuidado en el mantenimiento de variables como el pH.

De los métodos analiticos revisados para la cuantificacion de diclofenaco sodico en plasma, la

recuperacion mas baja se obtuvo con el método de cromatografia de capa fina de alta
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resoluciéon® (78%) con coeficiente de correlacién de 0.987% vy limites de cuantificacién y
deteccion de 120 y 90 ng respectivamente el coeficiente de variacidén es de 3.2%, la técnica es
simple y econémica, mientras que el método de cromatografia de liquidos de alta resolucion®*
reportd un coeficiente de correlaciéon de 0.999 y limites de cuantificacion y deteccion de 5.0 y
1.2 ng mL™" respectivamente y recuperaciéon mayor a 92%, tras la administracién oral de una
tableta de 50 mg de diclofenaco en el primer caso y tras la aplicacion de parche transdérmico

en el segundo.

Las muestras de orina son matrices complejas, que usualmente requieren de un previo
procedimiento previo de limpieza y la mayoria de los métodos de andlisis presentan valores
de precisién pobre, sin embargo el método de cromatografia liquida de alta resolucién con
microextraccién de fase liquida®’, es una buena alternativa para la pre-concentracién de
diclofenaco en orina humana, ya que alcanzé una recuperacion de diclofenaco del 98% con
un limite de deteccion cuantificable en nanogramos y una excelente linealidad (r= 0.9989). La
técnica en la que se desarrolld6 un sensor potenciométrico también reporta muy buena
recuperacion del principio activo, entre 101 y 103%, pero el limite de deteccion de éste, esta
calculado en miligramos. Todos los métodos comparados son recomendables para el analisis

de rutina.

Aun cuando la cromatografia de liquidos de alta resolucién®’ también presenta buena
linearidad y un limite de deteccién en nanogramos, la recuperacion obtenida por éste método
fue de sélo 57%. Las principales ventajas del método potenciométrico® con respecto a las
técnicas antes citadas, son su alto grado de recuperacion de diclofenaco sodico (entre 101-

103%), su economia y la facilidad con la que el sensor se puede preparar.
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Conclusiones

Equipos como el cromatégrafo de gases, cromatografo de liquidos de alta resolucion,
fluorometro y analizador termogravimétrico, no son recomendables para el tratamiento de
muestras a menos que se trate de un proceso de rutina, ya que son equipos COStosos cuyo
precio se encuentra por encima de 700 000 pesos y que requieren de mantenimiento y

multiples cuidados.

Los métodos espectrofotométricos a pesar de ser mas econdémicos requieren en ocasiones de
extensa preparacion de la muestra, mientras que las técnicas mas simples como la
cromatografia de capa fina carecen de sensibilidad y exactitud, sin embargo, los métodos

cromatograficos necesitan de extraccion y derivatizacion previa a la deteccion.

Otra técnica econdmica es la potenciometria que en el caso particular de la fabricacién de
electrodos de cloruro de polivinilo que por medio de un complejo insoluble en agua,
hexadecilpiridina-diclofenaco, demostro ser util en la determinacion de diclofenaco de sodio en
muestras de tabletas, ampolletas, orina y plasma.

Todos los métodos aqui citados demostraron ser tan eficaces como el oficial, cromatografia
de liquidos de alta resolucién, por lo que la eleccion del método dependera de las
posibilidades econémicas del laboratorio, el conocimiento del analista sobre el mismo, si se
trata de un procedimiento de rutina o no, el grado de sensibilidad requerido; en el caso de
muestras de medicamentos conteniendo este principio activo y que no pueden ser analizados
por el método oficial, puede elegirse entre: espectrofotometria®, fluorometria® 'y
potenciometria®®, que ofrecen limites de deteccién en microgramos por mililitro de muestra y
cromatografia liquida acoplada a ionizacion quimica y espectrometria de masas que ofrece un

limite de deteccién cuantificable en nanogramos, previa validacién del método analitico.

En la cuantificacion de diclofenaco sédico en plasma, el método de cromatografia liquida de
alta resolucién® ofrece analizar hasta 24 muestras por hora, siendo el méas rapido de los

métodos que aqui se revisaron.
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En el caso de la determinacion de diclofenaco en muestras de orina, todos los métodos
empleados ofrecen limites de deteccibn en miligramos y nanogramos, pero el principal
inconveniente del andlisis de éste tipo de muestra es el pretratamiento para limpieza y pre-
concentracion de ésta, para obtener alta exactitud en la recuperacion; sin embargo se han
propuesto métodos como la cromatografia liquida de alta resolucion con microextraccion de
fase liquida*’ que resuelve el problema del pretratamiento de la muestra o en el caso de que
no se cuente con dicho equipo puede disponerse de métodos potenciométricos que aunque
requieren una preparacion mas elaborada de la muestra, ofrece resultados equiparables

respecto a la cromatografia de alta resolucion.

Las técnicas que se descartaron de éste estudio por no contar con datos suficientes de
validacién fueron: la fotometria de reflectancia difusa® y la calorimetria diferencial de
barrido®?, en el primer caso por no acreditar su repetibilidad y reproducibilidad, pues ain
cuando el limite de deteccion reportado es de 0.7 mg mL™, y en el andlisis de muestras de
tabletas y ampolletas se obtuvo una recuperacion entre 96% y 99%, contrario a los métodos
tradicionales de reflectancia donde un solido en superficie es cuantificado, éste método
corresponde a la cuantificacion de un sélido suspendido en disolucién, lo que aumenta el
coeficiente de variacion hasta un 4% debido a la dificultad de preparar una superficie
reflejante rigurosamente homogénea; en el caso de la calorimetria diferencial de barrido por
no aportar mas datos sobre la validacién del método salvo la recuperacién obtenida para
tabletas, ampolletas y supositorios, que fue de 101.64%, 102.41% vy 100.61%

respectivamente.
En el caso de parche transdérmico®, gel tépico*® y colirio*® que contienen diclofenaco sédico,

éste tipo de medicamentos s6lo se han cuantificado por la técnica de cromatografia de

liquidos de alta resolucion y no se han publicado resultados en métodos alternos.
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