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Resumen

El propésito del presente estudio fue desarrollar y validar un método analitico
por HPLC para la cuantificacion de Ketorolaco y Meloxicam en plasma humano
en base a la norma NOM-177-SSA1-1998 y en una formulacién de gel tdpico

como control de calidad de la forma farmacéutica.

El Ketorolaco es un analgésico no esteroideo el cual puede ser administrado
via intravenosa, intramuscular u oral como sal de trometamina soluble en agua.
Para tratar dolor moderado o en combinacién con dosis reducidas de opioides
para dolores severos. El Meloxicam es un agente anti-inflamatorio no
esteroideo que se utiliza para aliviar los sintomas de la artritis, dismenorrea
primaria o fiebre si se presenta con un cuadro inflamatorio. EI mecanismo de
acciéon de ambos esta relacionado con la inhibicibn de la sintesis de

prostaglandina e inhibicion de la ciclooxigenasa-2 (COX-2).

Mediante un método por HPLC sencillo se validdé el método analitico para la
determinacion simultanea de Ketorolaco (KET) y Meloxicam (MEL) en plasma
de acuerdo a los criterios establecidos en la NOM-177-SSA1-1998. Se realizé
para ello, una extraccion con una mezcla de metil-terbutil-éter y éter dietilico,
los extractos se inyectaron a un sistema cromatogréfico. La deteccion se llevé a
cabo por absorcién a 313 y 360 nm para KET y MEL, respectivamente. El
método analitico demostré ser lineal, preciso, exacto y confiable en un rango de
concentraciones de 14.29 a 715.71 ng/mL y de 35.71 a 1082.86 ng/mL, el
recobro fue del 91.9% y de 97.3% para KET y MEL, respectivamente, por lo
tanto se concluye que el método es confiable para la realizacion de estudios
farmacocinéticos, de biodisponibilidad, de monitoreo y de seguridad.

Para la determinacion en una formulacién de gel de ambos analitos, se
emplearon las mismas condiciones cromatograficas que en el plasma, se
extrajeron con metanol e hidréxido de sodio y se inyectaron al cromatografo. La
linealidad del sistema se obtuvo en un rango de concentracion de 0.36 a
9.03 pg/mL y de 1.09 a 27.17 pg/mL, con un recobro de 100.7% y 100.9% para
KET y MEL, respectivamente. El método empleado para evaluar la forma
farmacéutica fue reproducible, preciso y exacto.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Aspectos generales de cromatografia

La cromatografia es un procedimiento de separacion de los constituyentes de
una mezcla. Se ha convertido en una técnica analitica de primera eleccién para
identificar y cuantificar los compuestos de una fase homogénea liquida o
gaseosa. El principio basico se fundamenta en equilibrios de concentracion de
los compuestos presentes en dos fases no miscibles; una llamada estacionaria
que se encuentra inmovilizada en una columna o fija sobre un soporte y la otra
llamada movil la cual se desplaza al contacto con la primera. La mezcla a ser
separada es introducida en la fase mévil que es inducida a moverse a través de
la fase estacionaria. Los componentes de la mezcla se separan debido a su
diferente afinidad por la fase estacionaria, lo cual provoca que se transporten a
diferentes velocidades en la fase movil. De todos los métodos analiticos e
instrumentales, la cromatografia es el que tiene el mayor campo de aplicacién y

por ello ocupa una posicién dominante. !
1.1.1 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

La cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) o bien high-
performance liquid chromatography (HPLC por sus siglas en inglés), es una
técnica que se emplea para separar y determinar especies en diversos
materiales organicos, inorganicos y biolégicos. Consta de una fase movil
liquida interactiva en adicién a una fase estacionaria activa, en donde la fase
movil es un disolvente liquido que contiene la muestra como mezcla de solutos.
Los tipos de CLAR suelen clasificarse segun el mecanismo de separacién o el
tipo de fase estacionaria, pudiendo ser ambas fases liquidas (Cromatografia
Liquido/Liquido-CLL) en la cual el proceso de separacion es mediante un
proceso de particion. La fase movil eluente (es un liquido) y la fase estacionaria
(es un solido) (Cromatografia Liquido/Sélido-CLS), en la cual el proceso de
separacion se lleva a cabo por adsorcion, intercambio iénico 6 exclusién por

tamano.



1.1.2 Instrumentacion

La estructura basica de la CLAR consiste de un sistema de bombeo para la

fase movil, inyector, columna, detector, sistema de registro y manejo de datos

(Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de bloques que muestra I%]s componentes de un aparato de CLAR
tipico.

Las bombas conforman el sistema de bombeo que provee una alta presion
para empujar la fase mévil a través de la columna cromatografica con
capacidad para llevar a cabo un cambio gradual de los componentes de la fase
mévil con el tiempo. Tiene una salida libre de pulsos que alcanza velocidades
de flujo de 0.1-10 mL/min; posee una reproducibilidad relativa de los flujos de

0.5% o mejor y es resistente a la corrosion por diversos solventes.

El inyector tiene como funcion introducir la muestra dentro de la linea de alta
presién donde se encuentra la corriente del disolvente que llega a la columna
de acero inoxidable, en la cual se encuentra empacada la fase estacionaria
para poder llevar a cabo la separaciéon. Una vez separados los componentes de
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la muestra, pasan al detector el cual debe ser sensible a bajas concentraciones
de cualquier analito, dar una respuesta lineal (sefial proporcional a la
concentracién del analito) en un amplio intervalo de concentraciones, y no
generar ensanchamiento de los picos de elucién; asimismo no debe detectar

los cambios de temperatura y de composicién del solvente. 2!

Dependiendo de la selectividad y sensibilidad que se requiera se pueden

emplear varios tipos de detectores, entre los mas comunes se encuentran:

e Detector de UV-Visible. EI mas usado en CL, su respuesta se
fundamenta en la absorbancia que presentan la mayoria de los
compuestos organicos a una longitud de onda determinada, son
satisfactorios para la elucibn en gradiente con solventes que no
absorben. Se utiliza para todas aquellas sustancias que tienen uno o
mas dobles enlaces conjugados y los compuestos con electrones no
enlazados y no compartidos.

e Detector de Indice de Refraccién. Mide la refraccion del disolvente a
causa de las moléculas del analito, es general, no selectivo, y responde
a la presencia de todos los solutos, siendo utilizado para analizar
sustancias que no absorben en el UV como carbohidratos, lipidos y
polimeros, entre otros. Su desventaja es que posee una sensibilidad
hasta cierto punto limitada,®® ya que es de unas mil veces menor a un
detector UV y no es util para la elucién en gradiente.

e Detector electroquimico. Es bastante selectivo, porque solo ciertos
analitos se oxidan o se reducen con facilidad.”” Estos detectores son
simples y se basan en medidas potenciométricas, conductométricas y
voltamétricas. Entre los compuestos tipicos que se analizan se incluyen
las aminas aromaticas y sus derivados.®

e Detectores de fluorescencia. Son especialmente sensibles, pero
responden solo a la muy limitada gama de analitos que fluorescen.

Para incrementar la aplicacion de los detectores electroquimicos y de
fluorescencia, es posible unir a los analitos deseados grupos quimicos que

sean electro activos o fluorescentes.
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e Detector selectivo de masas. Provee informacién estructural que ayuda

a la identificacion del analito de interés.

1.2 Vias de administracion

Un farmaco puede introducirse al organismo en forma de gas, solucion,
suspension, o en estado solido. En estos dos ultimos, la rapidez con la cual el
farmaco se disuelve en los liquidos biolégicos o es extraido de los mismos, es
un factor importante en la velocidad de absorcion.

La rapidez de absorciéon depende de diferentes factores como pueden ser:

e La velocidad de disolucion de la matriz, en el caso de los farmacos
solidos.

e La vascularizacién del sitio de administracion y el area de la superficie
absorbente.

Las vias de administracion de farmacos utilizadas para lograr sus efectos

sistémicos pueden dividirse en dos grupos:

e Entérica (usa el tubo gastrointestinal)

e Parenteral (se inyecta el producto o se inhala)

Cuando un farmaco se absorbe desde el estbmago o los intestinos, antes de
entrar a la circulacion general pasa por el sistema porta hepatico. El higado es
el sitio principal de metabolismo de los farmacos, por lo que metaboliza una
gran cantidad de los mismos.

Un farmaco administrado por via parenteral, se puede introducir directamente
en la circulacién a través de una arteria o vena, en sitios subcutaneos o
intramusculares. La administracion intravenosa tiene la ventaja de la rapidez,
precision y disposicion completa del farmaco; sin embargo, puede producir
efectos cardiovasculares adversos. La absorcion de los farmacos de los sitios
subcutaneos e intramusculares depende de la vascularizacién local del tejido y
de la capacidad del farmaco para penetrar en la membrana de los capilares, la
cual suele ser rapida.l”!
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Aplicacion local (tépica en piel). Se recurre a esta via cuando se busca un
efecto local en la piel. No obstante, puede producirse una absorcidén apreciable
y dar lugar a efectos sistémicos. Pocos medicamentos penetran facilmente por
la piel intacta: su absorcion es proporcional al area de superficie en que se
aplican y también a su liposolubilidad, ya que la epidermis se comporta como
una barrera para los lipidos. Sin embargo, la dermis es muy permeable a
muchos solutos; como consecuencia, la absorcion sistémica de farmacos se
produce con mucha mayor facilidad por abrasiones, quemaduras o zonas
cruentas de la piel. La inflamacion y otros cuadros que intensifican el flujo de
sangre por la piel también incrementan la absorcion. La piel hidratada es mas
permeable que la seca y por ello se puede modificar una presentacion

medicamentosa o utilizar un aposito oclusivo para facilitar la absorcién.
1.3 Farmacocinética

Durante la ultima década, la aplicacion de los datos farmacocinéticos en el
desarrollo de formas farmacéuticas se ha incrementado gradualmente. Hoy en
dia es bien reconocido que los programas de desarrollo de farmacos incluyen
los datos farmacocinéticos de apoyo. La farmacocinética sirve como una
herramienta util en el proceso de desarrollo de farmacos, tanto en términos de
la terapéutica y en la definicibn de las caracteristicas de disposicién de
medicamentos.

La farmacocinética se puede explicar a través de los procesos de liberacion,
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecidon de farmacos, los cuales
determinan la rapidez y el tiempo en el que el medicamento se presenta en el
organo blanco, en donde debe alcanzar una concentracion (la cual también
esta en funcién de la dosis administrada) adecuada para producir sus efectos

caracteristicos.

1.3.1 Liberacién

Constituye la “salida” del farmaco de la forma farmacéutica que lo contiene. Por
lo general, implica la disolucion del farmaco en algun medio corporal. Mediante
la aplicacidon de procesos farmacotécnicos adecuados se puede conseguir
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modular la velocidad de liberacién, pudiéndose liberar rapidamente o de forma

alternativa efectuarse de modo lento.

Entre los factores que influyen en la velocidad de liberacién pueden citarse los

siguientes:

e Tamano de particula del farmaco
e Solubilidad del farmaco

e Formulacién del medicamento

e Tecnologia farmacéutica

e Tipo de forma farmacéutica

La velocidad de liberacion de las diferentes formas galénicas o farmacéuticas
mantiene el siguiente orden de mayor a menor: soluciones acuosas,
emulsiones, soluciones oleosas, emulsiones acuosas/oleosas, suspensiones

acuosas y suspensiones oleosas para las formas liquidas.

En el caso de las formas sdélidas: polvos y granulados, cdpsulas de gelatina
duras, comprimidos y grageas.

1.3.2 Absorcion

Por lo regular los farmacos se introducen en un organismo en sitios alejados de
su lugar de accion y salvo que se administren por via intravenosa, deben pasar

al sistema circulatorio. El proceso completo se denomina absorcién.

El desplazamiento activo de un farmaco por todo el organismo depende de su
polaridad y sus caracteristicas i6nicas. Existen diversos factores que influyen

en la absorcién de un farmaco como pueden ser: !

e La via de administracion
e Propiedades fisicoquimicas del farmaco.

* pH en el sitio de absorcion

Capacidad para atravesar membranas (difusion pasiva, transporte mediado por

acarreador, difusidn facilitada, transporte activo, pinocitosis).
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1.3.3 Distribucion

Una vez que el farmaco esta en la circulaciéon se distribuye por todos los
organos y tejidos corporales, incluyendo aquellos que no son importantes para

su accién farmacoldgica o terapéutica.
Volumen aparente de distribucion (Vd)

El Vd es un parametro definido como la cantidad de fluido en la que
aparentemente se disuelve el farmaco después de su administracién. En el
caso del abordaje no compartimental, este parametro se calcula por el método

del area bajo la curva de acuerdo con la siguiente ecuacion:

)
ABC -k,

Factores que influyen en la distribucion:

e Edad, sexo, enfermedades y composicién corporal del individuo

e Flujo sanguineo en los tejidos

e Union a proteinas plasmaticas (la fraccion de farmaco libre es la que se
va a difundir)

e Velocidad de difusion del farmaco en los tejidos

e Caracteristicas fisicoquimicas del farmaco (liposolubilidad, peso

molecular, grado de ionizacion)

Después de su deteccion en el plasma, el farmaco entra o sale en forma
reversible de los compartimentos corporales. Los dos procesos
unidireccionales comprenden el metabolismo, en el cual el medicamento es
transformado en otro compuesto y la excrecion es el mecanismo por el cual es

expulsado el farmaco del cuerpo, (ver figura 2). !
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Administracion Absorcion vy distribucion Eliminacién
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Figura 2. Vias que siguen los farmacos al desplazarse por el cuerpo.®

La importancia de las fases de distribucién y eliminacién en el control de la
eficacia de un farmaco en régimen de dosis multiples sirve para mantener su
nivel farmacéutico dentro de los margenes terapéuticos obteniendo un nivel

plasmatico constante del farmaco para que no sea téxico.”
1.3.4 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad se define como la fraccion de farmaco inalterado vy
velocidad con la que llega a la circulaciéon sistémica y esta disponible para
producir un efecto después de su administracion por cualquier via. En la tabla 1
se muestran las diferentes vias de administraciéon de farmacos con sus

respectivos grados de biodisponibilidad.’®!
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Tabla 1. Vias de administracién, biodisponibilidad y caracteristicas generales.®

Via Biodisponibilidad (%) Caracteristicas
Intravenosa (V) 100 (por definicién) De inicio mas rapido
Son posibles volumenes
Intramuscular (IM) 75a<100 grandes; puede ser
dolorosa
Volumenes menores
Subcutanea (SC) 75az=100 que en la IM; puede ser
dolorosa
La mé&s conveniente; el
Oral (VO) 5a<100 efecto de primer paso

puede ser significativo

Menos efecto de primer

Rectal 30a<100 paso que en la oral

A menudo de inicio muy

Inhalacion 5a<100 répido

Por lo general,
absorcion muy lenta;
usada por carecer de

efecto de primer paso;
tiempo de accion
prolongado

Transdérmica 80a<100

Tdpica 0 El efecto es de tipo local

Area bajo la curva de niveles plasmaticos (ABC): la mayoria de los estudios
farmacocinéticos se llevan a cabo utilizando curvas de niveles plasmaticos
contra tiempo. El ABC, representa la cantidad de farmaco que llega a la
circulaciéon sistémica, este parametro y la cantidad total de farmaco absorbido
esta en funcién del tiempo de muestreo de las concentraciones plasmaticas
que comprenda al menos tres vidas medias de eliminacién. El calculo mediante
integracion numérica, se basa en calcular el area entre dos puntos
experimentales consecutivos de la curva de niveles plasmaticos (método de los
trapezoides). El célculo del valor del area al primer trapecio (de tiempo cero a la
primera toma de muestras) presenta la dificultad de que se desconoce el valor
de la concentraciéon plasmatica a tiempo cero y se calcula por extrapolacion.
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1.3.5 Metabolismo de farmacos

El “metabolismo de farmacos” denota el proceso por el cual los farmacos
administrados son modificados por el organismo. Los metabolitos que resultan
son quimicamente distintos del farmaco original y suelen ser mas polares,
disminuyendo asi su transporte a traves de las membranas celulares con
menor facilidad que el farmaco original, estas sustancias permanecen menor
tiempo en el organismo debido a que su reabsorcidn tubular renal disminuye y
la eliminacion aumenta. La distribucion limitada y la excrecibn mayor
restringiran la actividad farmacolégica, de tal forma que el metabolismo suele
convertir un fa&rmaco en un metabolito menos activo generalmente, esto no
ocurre siempre asi, ya que se conocen metabolitos farmacoldégicamente activos
o0 toxicos. De este modo, el metabolismo de los farmacos y las enzimas
encargadas de estos procesos son factores importantes en la evaluacion de la

accion de los farmacos.

Las reacciones de biotransformacion de los farmacos se clasifican en
reacciones de funcionalizacion (fase |) y de biosintesis o conjugacion (fase II).
El metabolismo de los farmacos puede comprender una serie de reacciones
interdependientes en las que el producto de una reaccion se convierte en el
sustrato de otra. El metabolismo farmacolégico tiene lugar fundamentalmente
en el higado, aunque algunos farmacos son metabolizados en el plasma, el
pulmén o el intestino. Los sistemas enzimaticos que intervienen en la
reacciones de fase | estan situados en el reticulo endopldsmico (incluido el
citocromo P450), en tanto que los de enzimas que participan en la conjugacién
(fase II) son mas bien citosdélicos. En el siguiente esquema se citan las

reacciones que se llevan a cabo en la fase | y Il del metabolismo de farmacos.
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@eacciones oxidativas

e N-Desalquilacion
e O-Desalquilacion

. [
e S-Desalquilacién
e Hidroxilacion alifatica Reacciones de
e Hidroxilacion conjugacion
Reacciones aromgtmgI Reacciones< e Glucuronidacién
e N-Oxidacion de fase I Sulfanacion
o . u i
de fase | e S-Oxidacién e
Ry e Acetilaciéon
e Desaminacion Metilacis
‘2 ° etilacién
e Desulfuraciéon
¢ Deshalogenacion \

Reacciones de hidrélisis

e De enlace éster
\ e De enlace amida

Esquema 1. Principales reacciones involucradas en el metabolismo de farmacos.

1.3.6 Excrecion

Los farmacos son eliminados del organismo inalterados (moléculas de la
fraccion libre) o modificados como metabolitos activos o inactivos. La mas

importante via de eliminacién de farmacos es el rindn.
Eliminacion por la bilis

El higado secreta de 0.5 a 1.0 litros de bilis diariamente. Estan presentes en
este liquido niveles considerables de compuestos organicos. Muchas de las
sustancias en la bilis se reabsorben desde el intestino delgado, pero algunos

compuestos altamente polares no lo hacen y se excretan por las heces.

Otras vias de excreciébn de menor importancia, incluyen el aire expirado, la
saliva, el sudor y la leche materna. La excrecién de fa&rmacos por los liquidos
corporales depende en gran medida de la difusién pasiva y en lo que respecta
a los electrolitos débiles, de la diferencia de pH entre el plasma y el liquido
secretado. La excrecion de farmacos en la leche materna es de considerable
importancia en las madres que amamantan, ya que el nifio alimentado puede

recibir los farmacos ingeridos por la madre.”!
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La depuracién es el concepto mas importante a considerar cuando se plantea
un régimen racional para administrar un farmaco durante largo tiempo, con el
objetivo de conservar concentraciones de equilibrio dinamico del farmaco

dentro de limites terapéuticos predeterminados. ©

El ABC al momento estadistico cero de un perfil de concentracién plasmatica
de farmaco es directamente proporcional a la dosis aplicada e inversamente
proporcional a la Cl del principio activo, por lo que para una administracion i.v.
la Cl puede ser representada por la siguiente ecuacion:

Cl = Diwv.
ABC;

Esta ecuacion indica que la Cl puede ser considerada como el inverso de la
cantidad circulante del farmaco respecto a la dosis administrada (D). La Cl no
debe ser calculada a partir de administraciones extravasculares tales como la
oral o la intramuscular, a menos que sea comprobado experimentalmente que
la dosis completa del farmaco administrado haya llegado intacta a la circulacion
sistémica, de lo contrario el valor de la Cl calculado sera erréneo.

La farmacodinamia se refiere a “lo que el farmaco hace al organismo”, es decir,
los acontecimientos derivados de la interaccién entre el farmaco y su receptor u
otro lugar primario de accion. Comprende el estudio de los mecanismos de
accion de farmacos y de los efectos bioquimicos, fisiolégicos o directamente

farmacologicos que desarrollan los farmacos.

1.4 Antiinflamatorios no esteroidales (AINES)

Son una clase creciente de medicamentos que se prescriben ampliamente por
sus efectos analgésicos y antiinflamatorios; algunos miembros de esta clase

tienen efecto antipirético.

El principal mecanismo de accion de los AINES es la inhibicién de la sintesis de

prostaglandinas y la actividad metabolizadora de la ciclooxigenasa.
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Las reacciones adversas asociadas a estos farmacos afectan principalmente
vias gastrointestinales, en particular producen la erosién de la mucosa gastrica.
Puede aparecer cefalea, mareo y somnolencia. No deben usarse los AINES en

pacientes con insuficiencia renal.l®!
Entre los AINES se encuentran clasificados KET trometamina y MEL.
1.4.1 Ketorolaco trometamina

Nombre quimico: (%)-5-benzoil-1,2-dihidro-3H-pirrolo[1,2-a]pirrol-1-acido

carboxilico 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanediol.!'%
Formula condensada: C1gH24N20g

Es un polvo cristalino blanco o casi blanco. Facilmente soluble en agua y en
metanol; poco soluble en alcohol, alcohol deshidratado y tetrahidrofurano;
practicamente insoluble en acetona, acetonitrilo, alcohol butilico, diclorometano,
dioxano, acetato de etilo, hexano y tolueno. El pH de la solucién acuosa oscila
entre 5.7 y 6.7. Se debe conservar en envases herméticos y proteger de la luz.

Estructura molecular

0 CH20H
N
\ HN-CHo0H
0 CHZ? OH

Figura 3. Estructura de Ketorolaco trometamina 101

Peso molecular 376.4 g/mol
1.4.1.1 Propiedades farmacolégicas

KET es un AINE con eficacia analgésical'” derivado del acido pirrolizin-
carboxilicol™ estructuralmente relacionado con la indometacina y con el
tolmetin.'¥) Tiene un atomo de carbono quiral situado dentro del anillo de
pirrolidona y se comercializa para uso clinico como un racemato, con su
actividad atribuida principalmente al S-enantiémero.!" Inhibe la actividad de la
COX (que sintetiza prostaglandinas) y en consecuencia, impide la formacion de
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prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido araquidoénico, sus efectos
terapéuticos y toxicos estan estrechamente relacionados con su capacidad
para disminuir las concentraciones tisulares de prostaglandinas. En este
producto destacan sus propiedades analgésicas. KET inhibe la agregacion
plaguetaria siendo este un efecto transitorio, recuperandose dicha funcion de
uno a dos dias después de suspender su administracion.l'® En condiciones de
uso habitual presenta una CEsy (concentracién efectiva media) de 0.37
pg/mL [

KET es eficaz en el tratamiento del dolor después del parto y postoperatorio,
por cancer y por extraccion dental. Este analgésico es no narcoético, de accidn
rapida y no adictivo.l'” Las ventajas de KET incluyen la falta de efectos
secundarios asociados con los opioides, tales como depresion respiratoria,
prurito, sedacion y nduseas. Las desventajas incluyen el deterioro de la funcion
plaquetaria, el potencial de hemorragia gastrointestinal, la excrecion renal
retardada y el potencial para la insuficiencia renal aguda en pacientes con

enfermedad renal preexistente.!™®!
1.4.1.2 Via de administracion y dosis

Se usa por via intramuscular, intravenosa u oral como sal de trometamina en el
tratamiento a corto plazo del dolor postoperatorio moderado y en conjunto con
la reduccién de las dosis de opioides para el dolor severo. ' Debe
considerarse, que dada la elevada incidencia de efectos secundarios, su

dosificacion y la duracién méxima del tratamiento estan restringidas. ['

Para dolor postoperatorio se emplean 30 mg por via intramuscular (im) de
KET.I'®

1.4.1.3 Farmacocinética
e Absorcion: KET se absorbe completamente tras su administracion
intramuscular u oral.

e Distribucion: Los valores plasmaticos maximos medios ocurren a los 30

minutos de administrar una dosis por via oral de 10 mg y son de 0.8 a
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0.9 pg/mL. ElI medicamento se enlaza en mas de un 99% con las
proteinas plasmaticas.

e Metabolismo: Principalmente hepatico (glucuronoconjugacién); se han
identificado un para-hidroximetabolito y otros metabolitos conjugados
siendo estos inactivos; menos del 50% de la dosis se metaboliza. Las
afecciones hepéticas no afectan sustancialmente la eliminacion del
medicamento.

e Excrecion: Principalmente se efectia a través de la orina (mas del 90%);
y el resto se excreta por las heces. La vida media terminal plasmatica es
en promedio de 4.5 horas.!"®

1.4.2 Meloxicam

Nombre quimico: 4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolilo)-2H-1,2-benzotiazina-3-

carboxamida-1,1-dioxido.l'”!

Férmula condensada: C14H13N304S5

Estructura molecular

OH 0 ||' ﬂ\
PN ,,J%‘_, T e
H

"H‘M‘f -\-\"'\-\ .-"'--N-H'H-

Figura 4. Estructura de MEL el
Peso molecular 351.4 g/moL

Es un polvo amarillo palido, practicamente insoluble en agua; muy poco soluble
en alcohol y en metanol; poco soluble en acetona; soluble en

dimetilformamida.l'?

Se debe proteger del aire y almacenar de 2 a 8°C. Puede resultar irritante para

los ojos, el sistema respiratorio y la piel.!'”!
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1.4.2.1 Propiedades farmacolégicas

Es un AINE derivado oxicam, que inhibe preferentemente la ciclooxigenasa 2
(COX-2), impartiendo efectos antipiréticos, analgésicos y antiinflamatorios. Se
emplea en el tratamiento de la artritis reumatoide, en el tratamiento sintomatico
a corto plazo de las exacerbaciones agudas de la osteoartritis y en el

tratamiento sintomatico de la espondilitis anquilosante.!'?

1.4.2.2 Via de administracion y dosis

La dosis usual de MEL se administra por via oral en tableta de 7.5 mg una vez
al dia, que puede duplicarse a 15 mg por dia en afecciones dolorosas agudas

con dolor intenso como la artritis reumatoide.['®!

1.4.2.3 Farmacocinética

Es lineal sobre el rango de dosis de 7.5-30 mg y permanecen sin cambios de

una sola a la dosificacién mltiple.!'®!

e Absorcion: Tras su administracion oral puede ser casi completamente
absorbido con una biodisponibilidad absoluta del 89%.2°

e Distribucion: Se une fuertemente a la albumina >99% vy las
concentraciones maximas plasmaticas fluctian entre 1.5 a 1.7 pg/mL
entre 4 y 5 horas después de la administracién de 15 mg por via oral.?”
El volumen de distribucién aumenta en la insuficiencia renal grave.l'?

e Metabolismo: Se metaboliza extensamente en el higado por oxidacion,
principalmente por el citocromo P450 (CYP2C9 y CYP 3A4), en cuatro
metabolitos farmacolégicamente inactivos que son excretados en
cantidades similares en la orina y las heces.®"!

e Excrecion: El aclaramiento oral aparente (CL/F) varia desde 0.42 hasta
0.7 L/h.2% La vida media de eliminacion (t,2) esta dentro del rango de 13
a 20 horas y es adecuado para una sola dosis diaria. Menos del 3% de

la dosis se excreta inalterada.’®"
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2. JUSTIFICACION

Se han reportado una gran variedad de métodos analiticos para la
cuantificacion de KET y MEL con deteccién UV por HPLC de manera individual
en plasma humano, sin embargo, para la elaboracion de nuevas formas
farmacéuticas, hoy en dia es necesaria la aplicacion de nuevos métodos que
reduzcan costos y optimicen tiempos de andlisis. Es por esto que se cree
indispensable establecer las condiciones analiticas para detectar y cuantificar
KET y MEL de manera simultanea y asi contar con un método confiable para

su determinacion.

3. OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar y validar un método analitico por HPLC para la cuantificacion
de Ketorolaco y Meloxicam en plasma humano en base a la norma
NOM-177-SSA1-1998 y en una formulacion de gel tépico como control

de calidad de la forma farmacéutica.

3.1 Objetivos particulares

e Establecer las condiciones analiticas de deteccién y extraccién de KET y
MEL en plasma y gel.

e Validar los métodos analiticos de KET y MEL en plasma y gel.

e Cuantificar las concentraciones de KET y MEL en una formulacién en gel
para uso tépico como control de calidad.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Reactivos y estandares de referencia

Fosfato monobasico de sodio monohidratado NaH,PO4*H,0O (J.T. Baker) USA.
Acetonitrilo CH3CN grado cromatografico (J.T. Baker) USA.

Metanol CH3OH grado cromatografico (J.T. Baker) USA.

Eter etilico (C2Hs)20 (J.T. Baker) USA.

Metil terbutil éter (CH3)3COCHS3 (J.T. Baker) USA.

Hidroxido de sodio NaOH (J.T. Baker) USA.

Cloruro de calcio CaCl, (J.T. Baker) USA.

KET trometamina estandar secundario (Quimica sintética). Pureza 100.60%
Base seca.

MEL estandar secundario (Cipla). Pureza 100.26% Base seca.

4.2 Matriz bioldgica

La matriz biolégica empleada para la validacion del método analitico se obtuvo
de 6 donadores voluntarios sanos del banco de sangre del INER, se incluy6 la
documentacién que amparaba su bioseguridad.

4.3 Forma farmacéutica

Gel tépico: MEL 1.8% y KET trometamol 0.6%

Descripcién: preparacion de consistencia viscosa, color amarillo palido,
aspecto uniforme, libre de particulas extrafas y puntos obscuros, ligero olor a

alcohol, envasado en un tubo metalico colapsable con 40 g.
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4.4 Equipos e Instrumentos
Cromatografo de liquidos de alta resolucion con médulo Alliance 2695, detector
UV-VISIBLE 2489, Waters.
Balanza analitica Scientech SA80
Centrifuga refrigerada SORVALL Leyend MACH 1.6/R
Potenciometro Conductronic pH 120
Vortex-Genie 2
Equipo Milli-Q (Continental Waters System)

Micropipetas de 20, 200, y 1000 uL y repetidora Eppendorf volumen variable

4.5 Material

Matraz volumétrico de 10, 100 y 1000 mL  Combitips de varios volimenes

Probeta graduada de 100, 500 y 1000 mL Vasos de precipitados varios volumenes

Equipo millipore Frascos reservorios
Frascos de polipropileno Tubos de vidrio con rosca de 15 mL
Viales de alto recobro Para utilizar en el inyector Waters

4.6 Preparacion de soluciones

e Solucion amortiguadora de NaH,PO4*H>O 0.05M pH 3.5 (1L)

Se pesaron 6.90 g de NaH,PO4*H0, se transfirieron a un vaso de precipitados
de 1L, se adicionaron 900 mL de agua desionizada, se ajusté pH a 3.5 con
acido ortofosforico concentrado, la solucién se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 1L, se llevo al aforo con agua desionizada, se filtré a través de
membrana con poro de 0.45 pm de diametro y se colocd en frasco reservorio.
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e Solucion de metanol y agua 50 : 50 v/v (500 mL)

Se midieron 250 mL de metanol a los que se le adicionaron 250 mL de agua
desionizada, esta mezcla se filtr6 a través de una membrana de 0.45 pm de

diametro y se almacené en frasco reservorio.

e Solucidn de fase movil buffer NaH.PO4*H>O, 0.05M, pH 3.5 y ACN 100%
60 : 40 v/v (500 mL)

Se midieron 350 mL de solucion amortiguadora de fosfatos, se adicion6 un
volumen de 150 mL de acetonitrilo al 100%, la solucion se filtré a través de
membrana con poro de 0.45 um de diametro y se traspas6é a un frasco

reservorio.

e Solvente para extraccion, mezcla de metil-terbutil-éter y éter etilico
50:50 v/iv (2L)

Se mezclé 1 L éter etilico y un volumen igual de metil-terbutil-éter y se

almacené en un frasco reservorio en refrigeracion.
e Solucion de hidréxido de sodio 0.1 M (250 mL)

Se pes6 en un vaso de precipitados de 100 mL 1.0 g de NaOH, se transfirid
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 250 mL, se disolvi6 y aford con

agua desionizada.
e Solucion de cloruro de calcio al 1.0% p/v

Se peso6 1.0 g de CaCly, el cual se disolvié con 99 mL de agua desionizada y se

transfirié a un frasco reservorio.
e Solucion A. Metanol y NaOH 0.1 M (50 : 03 v/v)

Se mezcld en un frasco reservorio de 1 L, 1000 mL de metanol grado

cromatografico y 60 mL de solucion de NaOH 0.1 M.
e Solucion B. Metanol y agua (20 : 80 v/v) 500 mL

Se mezclé en un frasco reservorio de 500 mL, 100 mL de metanol grado

cromatografico y 400 mL de agua desionizada.
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4.6.1 Soluciones estandares para la validacion del método analitico en
plasma

e Solucion estandar A de MEL 101 pg/mL

Se pesaron 10.1 mg de estandar de MEL en matraz volumétrico de 100 mL, se
adicionaron 60 mL de metanol y se sonic6 por 5 minutos, se llevé al aforo con
metanol.

e Solucion estandar B de MEL 10.1 pg/mL

De la solucién estandar A de MEL se tomé una alicuota de 10 mL y se transfirié
a un matraz volumétrico de 100 mL, se llevé al aforo con soluciéon de
MeOH:H,O 50:50 v/v.

e Soluciones estandares para la curva de calibracién de MEL.

A partir de las soluciones estandares A y B de MEL se tomaron alicuotas para
preparar las soluciones de la curva de calibracion y los puntos control, en base
a la siguiente tabla.

Tabla 2. Preparacion de las soluciones de MEL utilizadas durante la validacion del
método analitico en plasma.

Punto | Concentracion Concentracion Alicuota Votléltr;mlen
enla de MEL en de la solucion tomada | Diluente
curva | solucién (ug/mL) | utilizada (ug/mL) |  (mL) pre(';':[?“
LD 0.13 0.125
1 0.25 101 0.25
2 0.76 0.75
3 1.52 0.15 Fase
4 2.53 0.25 movil 10
5 3.79 101 0.375
6 6.06 0.60
7 6.82 0.675
8 7.58 0.75
Puntos control
CB 0.51 10.1 0.5
CcM 3.03 o 0.3 rase 10
CA 7.07 0.7
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e Solucion estandar A de KET 100.2 pg/mL

Debido a que se requirié una solucién con una concentracion de 100 pg/mL de
KET base y se tenia en presentacion de sal como KET trometamina, se realiz
un ajuste por peso:

KET trometamina: 376.4 g/mol.
KET base: 255 g/mol.

255
% KET base = 376—m?g* 100 = 67.74%

mol

10 mg KET base

KET sal = 100 mg KET sal = 14.76 mg de sal
Mg Bat SO = 67 74 mg KET base 9 12054 mg e sa
Ajuste d 14.76 00%  _ 1467 mg de sal

. * = .
juste de pureza MY * 100.6% mg de sa

Se pesaron 14.7 mg de KET trometamina en un matraz volumétrico de 100 mL,
se adicioné 60 mL de solucion MeOH y H»O 50:50 v/v para disolver y se aford

con la misma.
e Solucion estandar B de KET 10.02 pg/mL

De la solucién estandar A de KET se tom6 una alicuota de 10 mL, se transfirié
a un matraz volumétrico de 100 mL y se aforé con solucion de MeOH:H-O
50:50 v/v.

e Soluciones estandares para la curva de calibracién de KET.

De las soluciones estandares A y B de KET se tomaron las alicuotas para
preparar los ocho puntos de la curva de calibracién y los tres puntos control,

todas las soluciones se prepararon conforme a la tabla 3.
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Tabla 3. Preparacién de las soluciones de KET utilizadas durante la validacion del
método analitico en plasma.

Punto

Concentracion

Concentracion

Alicuota

Volumen de

enla de KE'!',en de Ia_s:olucmn tomada Diluente aforo
curva solucion utilizada (mL) (mL)
(hg/mL) (ng/mL)
LD 0.05 0.05
1 0.10 0.1
2 0.25 10.02 0.25
3 0.50 0.5
4 1.25 0.125 Fase movil 10
5 2.51 0.25
6 3.26 100.2 0.325
7 4.01 0.4
8 5.01 0.5
Puntos control
CB 0.20 10.02 0.2
CMm 2.76 100.2 0.275 Fase movil 10
CA 4.51 0.45

Solucion de Adecuabilidad del
MEL 1.212 pg/mL).

sistema

(KET 1.002 pg/mL vy

Se adicionaron a un matraz volumétrico de 10 mL, 0.1 mL de la sol. A de KET
(100.2 pg/mL) y 0.12 mL de sol. A de MEL (101 pg/mL), se llevé al aforo con

fase movil.

4.6.2 Soluciones estandares para la validacion del método analitico de
una formulacién en gel

Solucién de referencia de KET 180.6 pg/mL (sol. 1)

Se realizé un ajuste por peso debido a su presentacion en sal de trometamina:

Ketorolaco trometamina: 376.4 g/mol.

Ketorolaco puro: 255 g/mol.

mg KET sal =

% KET puro =

255

18 mg KET puro

67.74 mg KET puro

g

mo
9
mol

—mol , 100 = 67.74%

* 100 mg KET sal = 26.57 mg de sal
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00%

100.6%

Ajuste de pureza 26.57 mg * = 26.41 mg de sal

Se pesaron 26.5 mg de sustancia de referencia de KET trometamina, se
transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL, se adicionaron 80 mL de agua

desionizada, se disolvié y aforé con el mismo disolvente.

e Solucion de referencia de MEL 543.4 pg/mL

0.54mg 100%

SOmL * — = * 100.26%

= 2693 mg MEL

Se pesaron 27.1 mg de sustancia de referencia de MEL, se transfirieron a un
matraz volumétrico de 50 mL, se adicionaron 30 mL de la sol. A, se sonicé por
10 minutos, se dejé a temperatura ambiente alrededor de 10 min y se llevé al

aforo con la misma solucion.
e Soluciones para la curva de calibracion y puntos control de KET y MEL

A partir de las soluciones de referencia de KET y MEL se tomaron las alicuotas
para preparar las soluciones de la curva de calibracion que estan en un rango
de 0.36 — 9.03 pg/mL de KET y 1.09 — 27.17 pg/mL de MEL, asi como las
soluciones para los tres niveles de control. Todas las soluciones fueron
realizadas en base a la tabla 4, llevando cada alicuota a un aforo de 10 mL con
solucién B.
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Tabla 4. Preparacién de las soluciones de KET y MEL utilizadas durante la validacion
del método analitico en gel.

Concentracion ,
Punto CC del stock Alicuota del _ Volumen de
enla KET/MEL Stock Diluente
curva | (ug/mL) KETMEL |\ ET/MEL (uL) aforo (mL)
(ng/mL)
LD 0.018/0.055 0.36/1.09 500/500
1 0.36/1.09 20/20
2 1.81/5.43 100/100
3 3.61/10.87 200/200
4 5.42/16.30 300/300 Solucién B.
5 6.32/19.02 180.6/543.4 350/350 metanol : agua 10
6 | 7.22/21.74 oo 400/400 (20:80 V)
7 9.03/27.17 500/500
CB 0.90/2.72 50/50
CM 4.52/13.59 250/250
CA 8.13/24.45 450/450

CC. curva de calibracién, CB. Control bajo, CM. Control medio, CA. Control alto.

e Solucion de Adecuabilidad del sistema (KET 4.52 pg/mL y MEL
13.59 pg/mL)

Se adicionaron a un matraz volumétrico de 10 mL, 0.25 mL de la solucién de
referencia de KET (180.6 pg/mL) y 0.25 mL de solucion de referencia de MEL
(543.4 pg/mL), se llevé al aforo con la solucion B.

e Solucion de referencia para evaluar el gel (KET 7.22 pyg/mL y MEL
21.74 pg/mL)

En un matraz volumétrico de 50 mL se agregaron 2 mL de solucién de
referencia de KET y 2 mL de la solucién de referencia de MEL, las alicuotas se

llevaron al aforo con solucién B.
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4.7 Métodos de extraccion de KET y MEL

En funcién de las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos de interés
asi como de los métodos descritos por Carrasco-Portugal®
y Patifio-Camacho!®® respectivamente, se logré la determinacion de los niveles
plasmaticos de KET y MEL por un método de HPLC con deteccion ultravioleta.

Se realizé siguiendo la metodologia citada en el diagrama 1.

En tubos de base redonda,
adicionar 0.5 mL de plasma +
200 pL de fase movil o 100 pL

del estandar en solucién de
KET*y 100 pL MEL*, mezclar

por 5 segundos en el vortex

Adicionar 100 pL de HCI 1M y
agitar por 5 segundos

Adicionar 4 mL de solucion de
metil-terbutil-éter:éter 50:50
v/vy agitar en vortex por 2
minutos

v

Centrifugar a 3500 rpm por 6
minutos y congelar a -802C
por 10 minutos

Decantar la fase orgdnica en
tubos de 13X100 mm y
evaporar a 35°C por 10
minutos a sequedad con

corriente de aire.

Reconstituir en un volumen,
de 250 uL de Fase movil e
inyectar 30 L al sistema

cromatografico.

Diagrama 1. Proceso de extraccion de KET y MEL en muestras plasmaticas.

(* Ver tablas 2y 3)

Para la determinacion de KET y MEL en gel se utilizé el método de extraccion

citado en el diagrama 2.

Pesar con exactitud 0.5 g de
gel en un matraz volumétrico
de 50 mL, adicionar 25 mL de

solucién A y sonicar por 10

minutos.

Dejar atemperar y adicionar
10 mL de solucién de CaCl, al
1.0%

Dejar enfriar y llevar al aforo
con solucién A.

v

Tomar una alicuotade 3 mLy
transferir a un matraz
volumétrico de 25 mL, aforar
con solucién By agitar.

Filtrar un volumen
aproximado de 2 mL con
acrodisco hidrofilico con poro
de 0.45 um de diametro,
transferir a un vial e inyectar
10 pL al cromatografo.

Diagrama 2. Proceso de extraccion de KET y MEL en gel de aplicacion topica
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4.7.1 Condiciones cromatograficas

En la tabla 5 se muestran las condiciones analiticas establecidas para

determinar simultaneamente KET y MEL por HPLC.

Tabla 5. Condiciones cromatograficas empleadas en la validacion del método analitico
en plasma y gel.

Cromatdégrafo de liquidos de alta resolucién con médulo Alliance e2695, Waters y
detector UV-VIS 2489.

Princeton SPHER-100 Cg, 3.9X150 mm, Tamarno

Columna de particula 5 pm.

313 nm para KET, evento a los 4.7 minutos

Longitud de onda cambiar a 360 nm para MEL.

Fase movil NaH,PO, 0.05 M pH 3.5 : ACN( 60:40 v/v)
Velocidad de flujo 1.0 mL/min

Volumen de inyeccién (plasma) 30 puL

Volumen de inyeccién (gel) 10 uL

Temperatura de columna 35°C

Tiempo de retencion para KET 3.5 - 4.5 minutos

Tiempo de retencién para el MEL | 5.0 — 6.0 minutos

4.7.2 Validacion y criterios de aceptacion del método analitico para
cuantificar KET y MEL en plasma

Una vez establecidas las condiciones, el método analitico fue evaluado en base
a los criterios de validacion de la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998
que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un
medicamento es intercambiable. Requisitos a que deben sujetarse los terceros
autorizados que realicen las pruebas. Siguiendo los apartados citados en su

seccion 9.1 y que a continuacién se sefalan.

Acarreo: se inyectd de forma secuencial el blanco de reactivos (fase movil), el
punto mas alto de la curva de calibracion de KET y MEL y finalmente el blanco
de reactivos, antes de iniciar la corrida analitica de un dia de trabajo.
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Selectividad: se refiere a 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.®

Se evalué el método contra posibles interferencias que se pudiesen presentar

como hemoglobina, lipidos, heparina, acetaminofén y cafeina.

En el caso de acetaminofén y cafeina se emplearon soluciones estandares de
dichos farmacos cuya concentracién fue de 1 mg/mL para cada uno, se
realizaron por duplicado blancos de plasma cargados con 25 pL de solucion
estandar de cafeina y otro juego con 10 pL de solucién estandar de
acetaminofén, para tener una concentracion final de 47.62 ug/mL de cafeina y
19.61 pg/mL de acetaminofén que son los valores de Cméax de cada uno
respectivamente, las muestras fueron procesadas segun el método de

extraccion.

e Selectividad en cada dia de trabajo: se compar6 la respuesta de la
fase mévil y el blanco de plasma con el punto mas bajo de la curva y la
solucion utilizada en la adecuabilidad.

El criterio de aceptacion fue que no deben existir interferencias en la

cuantificacion de los compuestos por analizar.

Linealidad: es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracion del compuesto en la muestra.?¥

Linealidad de sistema: Se analizaron seis curvas de calibraciéon de los
estandares en solucidon, se adicionaron en ocho viales de alto recobro
100 pL de cada solucién estandar de la curva de calibracion de KET y
MEL para cada punto (tabla 2 y 3), posteriormente se adicionaron 50 pL
de fase movil para asi tener un volumen final de 250 pL, con una
concentracién al doble de la solucién inicial para cada punto de la curva;
se cumple con este parametro si la curva de calibracion cuenta con al

menos 5 de las concentraciones que conforman el intervalo con un

36



coeficiente de variacion menor al 3% respecto a su valor teorico y el

coeficiente de correlacion lineal igual o mayor a 0.990.

Linealidad de método: se analizaron seis curvas de calibracién de los
estandares en la matriz biolégica después de aplicar el método de
extraccion, quedando una curva de calibracion con el rango de

concentraciones citado en la siguiente tabla:

Tabla 6. Concentraciones de KET y MEL durante las diferentes etapas del método

analitico.
Al injcio del
o gete | SR | e
(ng/mL) KET/MEL
(ng/mL)
LD 10/26 7.14/18.57
1 20/50 14.29/35.71
2 50/152 35.71/107.14
3 100/304 71.43/214.29
4 250/506 178.57/357.14
5 502/758 358.57/535.71
6 652/1212 465.71/857.14
7 802/1364 572.86/964.29
8 1002/1516 | 715.71/1071.43
Puntos control
CB 40/102 28.57/72.86
CM 552/606 394.29/432.86
CA 902/1414 644.29/1010

Criterios de aceptacion: Curva de calibracion con al menos 5 de las
concentraciones que conforman el intervalo, coeficiente de correlacién
lineal igual o mayor a 0.990, el primer punto o LC con un valor promedio
dentro del + 20% del valor nominal con un coeficiente de variacién no
mayor que el 20%, los puntos subsecuentes con un valor promedio
dentro del £ 15% del valor nominal y con un coeficiente de variaciéon no

mayor que 15%.
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Recuperacion absoluta: se entiende como la eficiencia de un método analitico
para cuantificar el o los compuestos por analizar en la muestra biolégica, o la
capacidad de recuperar el o los compuestos después de haberse realizado el

proceso de extraccion o purificacion de la muestra en el fluido biolégico.?

Se realiz6 la extraccion por sextuplicado de los tres niveles de concentracion
de los controles y se analizaron junto con un sextuplicado de los analitos en
solucion, la respuesta de estos ultimos fueron tomadas como el 100% al

momento del calculo.

Criterios de aceptacion: Al comparar los resultados de las respuestas de
soluciones del mismo compuesto en las mismas concentraciones y en los
mismos disolventes. El porcentaje de esta razén no necesariamente es del
100%, pero debe ser reproducible en cada nivel de concentraciéon dentro del

rango y se aceptan variaciones hasta del 15%.

Exactitud y precision: la exactitud es la concordancia entre el valor obtenido
experimentalmente y el valor de referencia, mientras que la precisién se refiere
al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto, se evaltia como repetibilidad y reproducibilidad.’¥

Se analizaron por sextuplicado los tres niveles de concentracion de los

controles en la matriz biolégica.

Reproducibilidad: se define como la precisibn de un método analitico que
expresa la variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas

en el mismo laboratorio, pero en diferentes dias.?"

Se analizaron por triplicado durante tres dias consecutivos los tres niveles de

concentracion de los controles en la matriz bioldgica.

Criterios de aceptacién: el valor promedio de las determinaciones en cada nivel
de concentracion de los datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar

dentro del +15% con respecto al valor nominal de la concentracién.
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Limite de cuantificacion: es la concentracién mas baja del compuesto que
puede cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el

método.?4

Se analizé por sextuplicado el punto inferior de la curva de calibracion en

extraccion.

Criterios de aceptacion: se acepta si su valor promedio cae dentro del £ 20%

del valor nominal con un coeficiente de variacion no mayor que 20%.

Limite de deteccion: la minima concentracién de un compuesto en una
muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado,

bajo las condiciones de operacién establecidas.**

Se prepararon por sextuplicado, muestras con una concentraciébn de
7.14 ng/mL de KET y 18.57 ng/mL de MEL en extraccion, se emplearon
soluciones con concentracion de 50 ng/mL y 130 ng/mL de KET y MEL

respectivamente.

Criterios de aceptacion: la senal del compuesto por analizar en la matriz
biolégica puede distinguirse de los niveles de ruido o de una muestra libre del

compuesto de interés.

Estabilidad de la muestra: se refiere a la propiedad del compuesto por
analizar, de conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo

hasta su analisis.?*

e Estabilidad a corto plazo: se analizaron por triplicado los tres niveles
de concentracion control en la matriz biol6gica, estas muestras fueron
expuestas previamente a temperatura ambiente durante el maximo
tiempo requerido para su preparacion (9 horas) y se compararon contra
muestras las cuales fueron procesadas en condiciones normales de
trabajo.

e Estabilidad a ciclos de congelaciéon-descongelacion: se analizaron
por triplicado los niveles control en la matriz biolégica y se sometieron a
tres ciclos de congelacion-descongelacion (a -80°C + 10°C,
posteriormente expuestos a temperatura ambiente para su
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descongelacion), junto con estas se prepar6 una serie igual de muestras
las cuales no fueron sometidas a dicha condicion para su posterior
comparacion.

e Estabilidad de la muestra procesada: se analizaron por triplicado las
tres concentraciones de los niveles control en la matriz biolégica, las
cuales fueron colocadas en el automuestreador y analizadas alas 5y 10
horas posteriores a su elaboracion.

Para cada andlisis se prepararon curva de calibracion con su respectiva
muestra blanco y muestras de controles en las mismas cantidades que las
preparadas para la estabilidad y éstas no fueron sometidas a ese proceso para
asi poderlas comparar entre ellas.

e Estabilidad en solucién: se analizaron por triplicado las soluciones de
los tres niveles control las cuales fueron conservadas en refrigeracién a
4°C = 1°C por 33 dias y se compararon contra las concentraciones de
soluciones preparadas el dia que se realiz6 la prueba siguiendo la
metodologia citada en la tablas 2 y 3.

Criterios de aceptacién: el coeficiente de variacion de las determinaciones en
cada nivel de concentracion de las muestras controles sometidas a estabilidad
deben estar dentro del £15% con respecto al valor obtenido de concentracién
de las muestras control no sometidas a dicha estabilidad para considerar que el

compuesto es estable bajo esas condiciones.

Tolerancia: es la capacidad del método analitico para obtener resultados
precisos y exactos ante variaciones pequenas pero deliberadas, en sus
parametros y condiciones de trabajo y que proporciona una indicaciéon de su

confiabilidad durante el uso normal.’?

e Tolerancia a cambio de equipo: se evalué por ftriplicado las tres
concentraciones de los niveles control en la matriz biolégica, siendo
sometido el método a un cambio de equipo, empleando las mismas
condiciones cromatograficas, se emplearon muestras evaluadas en el

equipo uno para compararse con otro.
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e Tolerancia ante el efecto de dilucion de la muestra: en un tubo se
mezclaron 120 pL de solucion estdndar de KET 10.02 pg/mL, 220 pL de
solucion estandar de MEL 10.1 pg/mL y 660 uL de plasma; de esta
mezcla se colocaron 250 pL en un tubo (se realizd por triplicado); se
anadié 250 pL de plasma libre de farmacos para finalmente tener una
dilucion 1:2 con una concentracion de 857.14 ng/mL de KET vy
1571.43 ng/mL de MEL; a estas muestras se les aplico el método de

extraccion en plasma.

Criterios de aceptacioén: el coeficiente de variacion de las determinaciones en
cada nivel de concentracion de las muestras controles sometidas a la tolerancia
deben estar dentro del £15% con respecto al valor obtenido de concentracidén
de las muestras control no sometidas a dicha tolerancia.

4.7.3 Validacion y criterios de aceptacion del método analitico para
cuantificar KET y MEL en una formulacién de gel

Acarreo: se inyecté de forma secuencial fase mévil, el punto mas alto de la
curva de calibracion de KET y MEL y fase mdvil, al inicio de la corrida analitica

por cada dia de trabajo.

Linealidad de sistema: se analizaron seis curvas de calibracion de los
estandares de KET y MEL en solucién. El criterio de aceptacidén de esta prueba
fue obtener un coeficiente de correlacion lineal de cada curva de calibracion y
en la curva promedio = 0.990 y el coeficiente de variacibn menor al 3% con

respecto a la concentracion tedrica.

Recuperacion absoluta: se aplicé la extraccion a 6 muestras de gel (como se
indica en el diagrama 2), las cuales fueron comparadas contra las

concentraciones de 6 inyecciones de la solucion de referencia para valorar el

gel.

Criterios de aceptacion: Al comparar las respuestas de la solucion de referencia
contra las obtenidas en la extraccion de la forma farmacéutica, el porcentaje de
esta razon no necesariamente es del 100%, pero debe ser reproducible.
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Repetibilidad: se realizé la extraccion a 6 muestras de gel.

Reproducibilidad: se realizé por triplicado durante tres dias consecutivos

aplicando la extraccién a 3 muestras de gel.

Criterios de aceptacion: para cada nivel de las muestras controles se debe
obtener una concentracién con exactitud promedio de 90 — 110% respecto a su

valor tedrico y una precision igual o menor a 10%.

Limite de cuantificacion: se analizd por sextuplicado el punto inferior de la

curva de calibraciéon en solucion.

Criterios de aceptacion: se acepta si su valor promedio cae dentro del £ 10%

del valor nominal con un coeficiente de variacion no mayor que 10%.

Limite de deteccion: se analizé por sextuplicado una dilucion del limite inferior
de la curva de calibracién en solucién para ambos analitos, se uso una solucién
cuya concentracion fue de 0.018 / 0.055 pg/mL de KET y MEL

respectivamente.

Criterios de aceptacion: la sefnal del compuesto por analizar en la forma

farmacéutica puede distinguirse de los niveles de ruido.

Estabilidad de la muestra procesada: se prepararon por triplicado muestras
de gel a las cuales se les aplicé el método de extraccidn, fueron colocadas en
el automuestreador y analizadas a las 24 horas posteriores a su elaboracion,
junto con una serie de muestras las cuales no fueron sometidas a condiciones
de estabilidad.

Criterios de aceptacién: el coeficiente de variacion de las determinaciones en
cada nivel de concentracion de las muestras controles sometidas a estabilidad
deben estar dentro del £10% con respecto al valor obtenido de concentracidn

de las muestras control no sometidas a dicha estabilidad.

Tolerancia al cambio de proporcion en fase moévil en un * 2%: se evaluaron
las soluciones de la curva de calibracibn y por triplicado las tres
concentraciones de los niveles control modificando las proporciones de

solventes en * 2% de solvente organico asi como del acuoso.
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Criterios de aceptacioén: el coeficiente de variacion de las determinaciones en
cada nivel de concentracion de las muestras controles sometidas a la tolerancia
deben estar dentro del £10% con respecto al valor obtenido de concentracién

de las muestras control no sometidas a dicha tolerancia.

4.8 Método de procesamiento de datos

Se emple6é el integrador computacional Empower® de Waters®, para
determinar las alturas de KET y MEL, las alturas (y) fueron ajustadas a la
concentraciéon de los analitos correspondiente (x), con un analisis de regresiéon
y = mx + b, en donde b es |la ordenada al origen y m la pendiente de la curva de
calibracién, con una ponderacion de 1/x°. La concentracién experimental
recuperada fue obtenida introduciendo la respuesta (altura) de los analitos en la

ecuacion de la linea recta generada.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Validacion del método analitico para cuantificar KET y MEL en
plasma.

5.1.1 Selectividad

Se evalud el método ante posibles interferencias en los tiempos de retencion
del KET y MEL, para esto se analiz6 el plasma de seis voluntarios sanos por
separado aplicando el método de extraccion en ausencia de los estandares,
para corroborar que no existieran interferencias con los analitos. En la figura 5
se muestran los cromatogramas representativos de los analitos en solucion
(solucién de adecuabilidad), blanco de plasma y de reactivos, asi como la
extraccion del LC a partir del plasma; como se puede apreciar se obtuvo una
cuantificacion de KET y MEL libre de interferencias.

0.022]
— Sample Mame: ADQ 1000/1200ng/mL KT/WA
—— Sample Mame; BCO REACT

—— Sample Mame: BCO PLASMA

0.0167 Sample Mame; CCMT14. 283571 ngimL KT

00184

0.014+

Mel - 5441

00124
o
0010+

0.002

— T — 71T — T — T — T — T
0. 1.00 200 2.00 4.00 5.00 5.00 7.00
hinutes

Figura 5. Cromatogramas representativos; A) LC de KET y MEL; B) blanco de plasma;
C) blanco de reactivos (fase movil); D) estandares de KET y MEL en solucion.

Ademas se analiz6 la posibilidad de interferencias de sustancias enddégenas
como la hemoglobina y lipidos (tabla 7) y de farmacos de uso comidn como
cafeina y acetaminofén, asi como la de un anticoagulante como la heparina, en

la figura 6 se hace una comparacion del LC de KET y MEL contra blancos los

44



cuales contienen las sustancias antes mencionadas; se observa que no hay
interferencia con los analitos de interés KET y MEL.

s | — CCMT14.28/35.71 nonl KETMEL
i —— BCOPLASMA

aonod — BCO PLASMA LIPEMICO
——— BCO PLASMA HEPARINA
—— BCO PLASMA PARACETAMOL

BCO PLASMA CAFEIMA

— BCO PLASMA HEMOLIZADO

AU

Minutes

Figura 6. Cromatogramas representativos; A) LC de KET y MEL; B) blanco de plasma;
C) blanco de plasma lipémico; D) blanco de plasma cargado con heparina; E) blanco
de plasma cargado con acetaminofén; F) blanco de plasma cargado con cafeina; G)

blanco de plasma hemolizado.

Tabla 7. Selectividad del método analitico.

Concentracién | Concentracion c.V o
Plasma | Sustancia tedrica Promedio D.E. (o'/ )' Exac(’:i tud
(ng/mL) (ng/mL) °
KET 394.29 379.53 7.87 | 2.07 96.26
Hemolizado
MEL 432.86 410.48 10.56 | 2.57 94.83
KET 394.29 424.42 513 | 1.21 107.64
Lipémico
MEL 432.86 447.38 5.22 |1.17 | 103.35

El método es capaz de cuantificar exacta y especificamente KET y MEL en
presencia de otros compuestos presentes en la muestra, por lo que es
selectivo.
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5.1.2 Linealidad

Linealidad del sistema de KET

Se determind la linealidad del sistema de KET evaluando seis curvas de
calibracién en solucién en un rango de 40 — 2004 ng/mL de KET en un mismo
dia, la respuesta se cuantific6 midiendo la altura de los picos, se graficé dicha
respuesta versus la concentraciéon de KET en el intervalo mencionado, se
determiné el coeficiente de correlacion (r), la pendiente (m), y la ordenada al

origen (b) para cada curva de calibracién.

Al graficar el promedio de las alturas de KET, se observé un comportamiento el
cual fue descrito por la ecuacion y = 16.915X — 87.866 con un coeficiente de
correlacién lineal de 0.9997, con dichos resultados el sistema de KET cumple
con el parametro de linealidad. En la grafica 1 se observa el promedio de la
respuesta de KET obtenida de las curvas de calibracién en solucién en un
rango de concentraciones de 40 — 2004 ng/mL, a su vez en la tabla 8 se
muestran los resultados con un coeficiente de variacién menor al 3% respecto

al valor promedio calculado.

Tabla 8. Linealidad en sistema de KET.

. L Altura promedio
Corg;e[}té‘i‘r‘zf&rfg'ca Calcul?ﬁ\?)i D.E. ?/V) E.E.
40 682.092 +8.734 |1.280| 3.566
100 1696.560 + 21,126 |1.245| 8.625
200 3450.767 + 63.299 | 1.834| 25.842
500 8430.724 + 86.554 |1.027| 35.336
1004 16304.443 + 219.610 | 1.347| 89.656
1304 21864.254 + 194.3310.889 | 79.335
1604 26870.210 + 196.298 | 0.731| 80.138
2004 34275.105 + 429.051 | 1.252 | 175.159
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Curvas de calibracion en solucion de KET

40000 ~
35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 H
10000 -
5000 H

y = 16.915x - 87.866
R = 0.9997

®KET

Altura promedio (nV)

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentracion tedrica de KET (ng/mL)

Gréfica 1. Curva de calibracién del sistema de KET. Cada punto representa el
promedio t el error estandar de seis determinaciones para cada nivel de
concentracion.

Identidad de la recta de KET

En la tabla 9 se muestra el promedio de las concentraciones de KET calculadas
a partir de las seis curvas de calibracién en solucion, cuyos coeficientes de
variacion para cada uno de los puntos es menor al 3%, en la grafica 2 se hizo
una relacion del promedio de la concentracion calculada versus la
concentracién tedrica con la que se obtuvo una pendiente de 1.0047, lo que
indica una relacion proporcional entre los valores calculados y los teoricos,
presentando una ordenada al origen de -5.8838 y un coeficiente de correlacion
lineal de 0.9997.
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Tabla 9. Identidad de la recta de KET.

Concentracién tedrica Congzlr:: tl;?:ézn +p|:r)oged|o C.V. %
de KET (ng/mL) (ng/mL) (%) | Exactitud
40 39.853 + 0.073 0.183 | 99.63
100 100.109 + 0.374 0.374 | 100.11
200 204.290 + 1.413 0.691 | 102.15
500 500.101 + 0.884 0.177 | 100.02
1004 967.749 + 2.696 0.279 | 96.39
1304 1298.032 + 3.757 0.289 99.54
1604 1595.423 £+ 11.712 0.734 | 99.47
2004 2035.143 + 3.956 0.194 | 101.55
m 16.915
b -87.866
r 0.9997
r? 0.9996
Identidad de la recta KET
2500 -
33
S E 2000
[S3%e)]
§ £ y =1.0047x - 5.8838
£h 1500 R = 0.9997
pgvz
8.2 1000
c g OKET
QE
26 500
8 s
O T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentracion teoérica KET (ng/mL)

Grafica 2. Identidad de la recta de KET. Cada punto representa el promedio + el error
estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracion.

Linealidad del sistema de MEL

Se grafico el promedio de las alturas obtenidas de MEL en solucion,
observandose un comportamiento lineal el cual fue descrito por la ecuacién
y = 11.009X — 318.51 con un coeficiente de correlacion lineal de 0.9998, con lo

anterior el sistema de MEL cumple con el parametro de linealidad. En la gréafica
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3 se observa la curva de calibracion en solucion de MEL en un rango de
concentraciones de 100 — 3032 ng/mL, en la tabla 10 se muestran el promedio
de la respuesta obtenido de las seis curvas de calibracién en soluciéon de MEL,
cada punto posee un coeficiente de variacion menor al 3% respecto al valor
promedio calculado.

Tabla 10. Linealidad en sistema de MEL.

Altura promedio

Concentracion teérica C.V.
de MEL(ng/mL) Calculz(as\z;)i D.E. (%) E.E.
100 967.010 £ 7.746 |0.801| 3.162
304 3212.284 +28.600 |0.890| 11.676
608 6263.830 + 107.460 | 1.716| 43.870
1012 10446.079 + 89.553 | 0.857 | 36.560
1516 16292.211 + 180.661 [1.109| 73.755
2424 26323.382 + 227.188|0.863 | 92.749
2728 30157.919 + 457.786|1.518 | 186.890
3032 32861.314 + 399.555|1.216|163.117
Curvas de calibracion en solucion de MEL
35000 -

’>=: 30000 -

Z 25000 - y= 11.009x - 318.51

B R = 0.9998

Q@ 20000 -+

g

2 15000 -

o *MEL

i+ 10000 -+

=

< 5000 -

0 T T T 1
0 1000 2000 3000 4000
Concentracion tedrica de MEL (ng/mL)

Gréfica 3. Curva de calibracién del sistema de MEL. Cada punto representa el
promedio t el error estandar de seis determinaciones para cada nivel de
concentracion.
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Identidad de la recta de MEL

Se relacioné el promedio de las concentraciones calculadas (tabla 11) contra la

concentracion tedrica en la grafica 4, la cual arroj6 una pendiente de 1.0122 lo

que indicé la proporcionalidad de los datos, una ordenada al origen de -21.397

y un coeficiente de correlacion lineal de 0.9997.

Tabla 11. Identidad de la recta de MEL.

Concentraion tetrica | “*"CZL DR | OV | o
(ng/mL)
100 100.008 £ 0.045 0.045 | 100.01
304 305.377 £ 0.661 0.217 | 100.45
608 584.452 + 3.576 0.612 96.13
1012 967.049 + 3.697 0.382 95.56
1516 1501.753 £ 4.143 0.276 99.06
2424 2419.326 + 8.034 0.332 99.81
2728 2769.920 + 18.410 0.665 | 101.54
3032 3017.240 + 5.146 0.171 99.51
m 11.009
b -318.51
r 0.9997
r2 0.9995
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Identidad de la recta MEL
3000 -

2500 -
y =1.0122x - 21.397

2000 - R =0.9997
1500 -
1000 - ¢MEL

promedio MEL (ng/mL)

500 -

Concentracion calculada

0 T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Concentracion teorica MEL (ng/mL)

Grafica 4. Identidad de la recta de MEL. Cada punto representa el promedio + el error
estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracion.

Linealidad del método
Linealidad del método de KET

Esta se determind evaluando seis curvas de calibracion en la matriz biol6gica
en un rango de concentracion de 14.29 — 715.71 ng/mL de KET, se grafico el
promedio de las alturas de KET (ver tabla 12) versus la concentracion tedrica
de KET y se observé un comportamiento el cual fue descrito por la ecuacién
y = 42.92X — 97.054 con un coeficiente de correlacion lineal de 0.9997, con
dichos resultados el método de KET cumple con el pardmetro de linealidad. En
la grafica 5 se observa la curva de calibracion una vez aplicado el método de
extraccion de KET en un rango de concentraciones antes mencionado, datos

mostrados en la tabla 12.
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Tabla 12. Linealidad del método de KET.

Concentracion teérica|  Altura promedio C.V. EE.
de KET (ng/mL) calculada £ D.E. (uV)| (%)

14.29 537.35 £ 76.01 14.15| 31.03
35.71 1479.24 + 43.37 2.93 | 17.71
71.43 2992.77 £ 88.00 2.94 | 35.93
178.57 7705.54 +251.58 | 3.26 |102.71
358.57 14950.52 + 542.57 | 3.63 |221.50
465.71 20101.38 +823.74 | 4.10 |336.29
572.86 24038.74 +716.16 | 2.98 |292.37
715.71 30978.01 +876.40 | 2.83 |357.79

Altura promedio (uV)

Curvas de calibracion en método de KET

35000 ~
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -
5000 H

y = 42.92x - 97.054
R =0.9997

®KET

0 200

400

600

Concentracion teérica de KET (ng/mL)

800

Gréfica 5. Curva de calibracién de método de KET. Cada punto representa el promedio
* el error estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracién.

Identidad de la recta de KET

Se grafico el promedio de la concentracién calculada de seis curvas de
calibracion versus la concentracion teorica (grafica 6) donde se obtuvo una
pendiente de 0.9982, una ordenada al origen de -0.5384 y un coeficiente de
correlacién lineal de 0.9997, lo que nos indica que hay proporcionalidad de los
datos (tabla 13).
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Tabla 13. Identidad de la recta de KET.

Concentracion tedrica | Promedio de concentracién | C.V. % Exactitud
de KET (ng/mL) calculada £ D.E. (ng/mL) | (%)
14.29 14.21 £0.45 3.17 99.44
35.71 36.12+2.22 6.15| 101.15
71.43 71.33+3.97 5.57 99.86
178.57 180.91 £ 6.78 3.75| 101.31
358.57 349.49 +19.00 5.44 97.47
465.71 469.12 +21.43 4.57| 100.73
572.86 560.81 £ 22.54 4.02 97.90
715.71 722.17 £ 26.64 3.69| 100.90
m 42.92
b -97.054
r 0.9997
r? 0.9994
Identidad de la recta de KET
800 +
;1 700 -
o 6007 y = 0.9982x - 0.5384
3 500 - R = 0.9997
S 400 -
e 300 1 SKET
5 200 -
< 100 |
0 - T . . .
0 200 400 600 800
Concentracion tedrica de KET (ng/mL)

Gréfica 6 Identidad de la recta de KET. Cada punto representa el promedio + el error
estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracion.

Linealidad del método de MEL

Se grafico el promedio de las alturas calculadas de MEL en seis
determinaciones independientes de la curva de calibracion (tabla 14) y se
observd un comportamiento el cual fue descrito por la ecuacién
y = 28.524X — 288.86 con un coeficiente de correlacion lineal de 0.9996, con lo
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anterior el sistema de MEL cumple con el parametro de linealidad. En la grafica
7 se observa el promedio de la respuesta de las curvas de calibracion en

método de MEL en un rango de concentraciones de 35.71 — 1082.86 ng/mL.

Tabla 14. Linealidad del método de MEL.

Concentracion tedrica| Altura promedio |C.V. EE
de MEL (ng/mL) calculada £ D.E. (uV) | (%) '
35.71 968.47 £ 62.76 6.48| 25.62
108.57 2984.99 + 131.47 |4.40| 53.67
217.14 5669.85 +84.93 [1.50| 34.67
361.43 9563.63 +£219.08 |2.29| 89.44
541.43 15126.84 + 509.96 |3.37|208.19
865.71 24916.32 £ 907.25 |3.64|370.39
974.29 27641.43 +378.42 |1.37|154.49
1082.86 30253.26 + 508.37 |1.68|207.54
Curvas de calibracion en método de MEL
35000 -
;:s. 30000 -
;§ 25000 - y = 28.524x - 288.86
¢ 20000 - R = 0.9996
S 15000 -
S 10000 - ¢MEL
<< 5000 -
0 T . . . T )
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion tedrica de MEL (ng/mL)

Gréfica 7 Curva de calibracién de método de MEL. Cada punto representa el promedio
* el error estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracién.

Identidad de la recta de MEL

En la grafica 8 se relacion6 el promedio de las concentraciones de MEL
obtenidas de las seis curvas de calibracion en método versus la concentracion

tedrica, obteniéndose una pendiente de 1.0168, una ordenada al origen de
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-8.87 y un coeficiente de correlacion lineal de 0.9996, por lo que hay

proporcionalidad entre los datos (tabla 15).

Tabla 15. Identidad de la recta del método de MEL.

Concentracion tedrica | Concentracion promedio | C.V. %
de MEL (ng/mL) calculada £ D.E. (ng/mL) | (%) | Exactitud
35.71 35.96 £ 0.43 1.19| 100.70
108.57 107.84 £ 3.42 3.17| 100.65
217.14 203.55+1.34 0.66| 94.99
361.43 342.32 £ 6.41 1.87| 95.85
541.43 540.62 + 21.04 3.89| 100.92
865.71 889.46 +40.18 4.52| 103.77
974.29 986.74 + 21.41 2.17| 102.33
1082.86 1079.91 + 33.65 3.12| 100.79
m 28.524
b -288.86
r 0.9996
r2 0.9992
Identidad de la recta MEL
© 1200 -
e
S E 1000 - y =1.0168x - 8.87
(3]
2 g 800 1 R = 0.9996
© 4
;§ 4 600 -
E § 400 - *MEL
[
o§ 20 |
8 . . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion teérica MEL (ng/mL)

Grafica 8 Identidad de la recta de MEL. Cada punto representa el promedio + el error
estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracion.

5.1.3 Recuperacién absoluta

Para el célculo de recobro, se comparo la respuesta obtenida en el método
contra la obtenida por el sistema ya que esta ultima fue empleada como el
100%, el recobro absoluto obtenido para los analitos se muestra en la tabla 16,

55



siendo en promedio de 91.9% para KET y de 92.3% para MEL, los resultados

en los tres niveles de concentracién control fueron consistentes para ambos

analitos.
Tabla 16. Recobro absoluto del método analitico.
Altura promedio | Altura promedio %
Sustancia | Nivel en sistema en método Recobro C.V.
(uV) (1v)
Bajo 1420.3 1280.2 90.13 | 4.41
Medio 19130.2 17423.5 91.08 | 1.57
KET
Alto 30300.7 28717 94.77 | 2.44
Recobro promedio global 91.99
Bajo 2056 2037.8 99.12 | 2.97
Medio 13159.2 12508.5 95.05 |1.12
MEL
Alto 30723.7 30005.8 97.66 | 3.74
Reobro promedio global 97.28

5.1.4 Precisién y Exactitud

5.1.4.1 Repetibilidad

Se analizaron por sextuplicado, muestras en plasma de los tres niveles de
concentracién control a las cuales se les aplico el método de extraccién antes
descrito, para ambos analitos se obtuvo un coeficiente de variaciébn menor al
15% respecto al valor nominal. (Datos mostrados en la tabla 17).
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Tabla 17. Repetibilidad del método analitico.

Analito Contc; %r:;[;cién Concentracion medida + E.E. | C.V. %

(ng/mL) (ng/mL) (%) | Exactitud

28.57 30.19 £ 0.52 1.72 | 105.67

KET 394.29 405.85 +3.77 0.93 | 102.93

644.29 668.35 +9.92 1.48 | 103.73

72.86 71.08 £1.24 1.74 97.56

MEL 432.86 436.82 + 2.69 0.62 | 100.91

1010 1052.01 £ 22.39 213 | 104.16

5.1.4.2 Reproducibilidad

Se realizaron determinaciones de las muestras control en tres dias distintos

preparando una curva de calibracién y tres muestras de cada nivel mencionado

por dia, aplicando el método de extraccién, el promedio de las concentraciones

calculadas obtuvieron un coeficiente de variacion menor al 15% respecto a su

concentraciéon nominal de KET y MEL, con lo que el método fue reproducible,

los datos se citan en la tabla 18.

Tabla 18. Reproducibilidad interdia.

Analito Contc; %r:;[(r:z;mon Concentracion medida + E.E. CC;V. %

(ng/mL) (ng/mL) (%) | Exactitud

28.57 29.65 + 0.59 1.99 | 103.78

KET 394.29 395.53 +9.83 249 | 100.31

644.29 652.34 +10.92 1.67 | 101.25

72.86 71.35+0.74 1.04 97.93

MEL 432.86 431.73 £ 6.46 1.49 99.74

1010 1029.64 + 14.49 1.41 101.94

De acuerdo con los resultados de repetibilidad y reproducibilidad interdia, el

método analitico cumple con el parametro de exactitud ya que los resultados se

encuentran dentro del rango de 85 - 115% de exactitud.
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5.1.5 Limite de cuantificacién

Las concentraciones promedio de 6 determinaciones independientes de KET y
MEL para el célculo del LC se muestran a continuacion en la tabla 19, ambas
tuvieron un coeficiente de variacion no mayor al 20% y un % de exactitud
dentro del rango 80-120%, siendo asi el método analitico capaz de cuantificar

de manera precisa y exacta la concentracion minima cuantificable.

Tabla 19. Limite de cuantificacion de KET y MEL.

(ng/mL) (ng/mL) (%) | Exactitud () mtta\%[ra sefal/ruido
KET 14.29 15.39 0.51 3.31 107.70 13 479.6 36.9
MEL 35.71 37.50 1.39 3.71 105.01 -3 758.8 252.9
5.1.6 Limite de deteccion
Los resultados de las concentraciones promedio de 6 determinaciones
independientes de KET y MEL para el céalculo del LD aparecen en la tabla 20,
en la que se aprecia una relacion de picos de 21.8 veces mayor por parte de
KET contra la emitida por el ruido, y 146.9 veces mayor por parte de MEL en
comparacioén con la que emite el ruido, cumpliendo asi con una relacién senal-
ruido del limite de deteccién al menos tres veces mayor que la senal del ruido,
a su vez, esta determinacién no pudo ser cuantificada para ambos analitos de
manera exacta pero si precisa ya que las respuestas cromatogréaficas deben
tener una precision <20% para establecer dicho limite. Cabe senalar que este
parametro es solo un dato de tipo informativo.
Tabla 20. Limite de deteccion de KET y MEL.
maito | teorica | promedio | D | G | K | A ot | Relacion
(ng/mL) (ng/mL) muestra
KET 714 9.50 0.10 1.05 133.05 13 283 21.8
MEL 18.57 23.21 0.25 1.08 124.99 -3 440.8 146.9
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5.1.7 Estabilidad

Para determinar las condiciones de temperatura y tiempo en las que los
compuestos de interés (KET y MEL) conservan sus caracteristicas en la matriz
biolégica y en solucion, durante su manejo, almacenamiento y procesamiento,

se sometieron a diferentes condiciones las muestras.

Se sometieron a estabilidad de 9 horas a temperatura ambiente los tres niveles
de concentracion control preparandose por triplicado muestras plasmaticas las
cuales contenian ambos analitos para cada nivel control, posteriormente estos
fueron evaluados junto con un grupo igual de puntos control no sometidos a
estabilidad, a su vez, se preparé una curva de calibracidén para la cuantificacion
de las muestras mencionadas, las concentraciones calculadas tuvieron un
coeficiente de variacion menor al 15% respecto a las concentraciones
obtenidas de los puntos control no sometidos a estabilidad, con lo anterior tanto
KET como MEL conservan sus caracteristicas durante un periodo de nueve

horas a temperatura ambiente, resultados mostrados en la tabla 21.

Tabla 21. Estabilidad a corto plazo (9 horas a temperatura ambiente).

Nivel Concentracién Concentracion calculada
S . calculada . " C.V. %
ustancia | control f sometidos a estabilidad | D.E. o
rescos (%) | Exac.
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
2%6%07 29.09 28.90 039 | 1.35 | 99.35
KET e'fgjdé% 409.71 382.58 1583 | 4.14 | 93.38
Alto
644.29 652.63 643.40 10.22 | 1.59 | 98.59
782""& 72.57 69.41 0.69 | 0.99 | 95.65
MEL g‘zdé% 443.37 409.51 16.46 | 4.02 | 92.36
Alto
1010 1030.84 1008.60 14.38 | 1.43 | 97.84

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracién control.
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Se analizaron muestras expuestas por un periodo de 15 dias a -80° C, para
determinar la estabilidad de KET y MEL contenidos en muestras plasmaticas,
una vez transcurrido dicho tiempo se procesaron conforme al método analitico,
los resultados cumplieron con la especificacién de un coeficiente de variacion
menor al 15% respecto a las concentraciones obtenidas de las muestras no
sometidas a estabilidad (datos no mostrados), por lo que se prolongé el tiempo
de dicha condicién hasta los 35 dias, al analizarlas se corroboro que
conservan sus propiedades debido a que las concentraciones de KET y MEL
presentaron un coeficiente de variacibn menor al 15% respecto a la
concentracion obtenida por los controles no sometidos a estabilidad (tabla 22).

Tabla 22. Estabilidad a largo plazo (35 dias a -80° C).

Nivel Concentracion Concentracién
. calculada . C.V. %
Sustancia Control calculada sometidos D.E. ,
(ng/mL) frescos | . ostabilidad (ng/mL) (%) Exactitud
(ng/mL)
Bajo
08,57 28.26 30.33 0.64 2.11 107.32
Medio
KET 39429 406.65 397.59 38.69 9.73 97.77
Alto 654.04 670.54 32.18 4.79 102.52
644.29 ’ ’ ) ; :
Bajo
75 85 70.83 74.58 1.40 1.88 105.29
Medio
MEL 432 86 432.59 430.31 36.90 8.57 99.47
Alto
1010 1005.33 1034.58 53.50 5.17 102.91

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracién control.

A su vez muestras analizadas fueron estables a los ciclos de congelacion-
-80°C por
descongelaron a temperatura ambiente por 3 ciclos) tabla 23, en la prueba de

descongelacion (sometidas a 15 min, posteriormente se
estabilidad de muestra procesada conservada en el automuestreador a
temperatura ambiente se encontré6 que las muestras son estables por un
periodo de hasta 10 horas (tabla 24), los datos mostrados en la tabla 25
corresponden a la estabilidad en solucién (33 dias en refrigeracion) las cuales

fueron estables. En todos los casos citados se prepar6 una curva de calibracién
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que sirvid para la cuantificacion de las muestras controles, para todas las

pruebas realizadas se obtuvieron resultados que cumplen con un coeficiente de

variacion menor al 15% con respecto a la concentracién obtenida por los

controles no sometidos a estabilidad con lo anterior se demuestra que KET vy

MEL fueron estables en plasma durante las diferentes condiciones a las que

fueron expuestos.

Tabla 23. Estabilidad a 3 ciclos de congelacion-descongelacion.

Nivel Concentracion
Sustancia | Control calculada Concentracion calculada DE C.V. %
(ng/mL) frescos promedio (ng/mL) | (%) | Exactitud
9 (ng/mL)
2?3%07 29.09 29.65 114 |3.84| 101.93
KET ,o',\gidg; 409.71 406.21 15.44|3.80| 99.15
Alto
644.29 652.63 674.96 12.32(1.82| 103.42
7%"“%% 7257 71.16 2.99 [4.20| 98.06
MEL Ig‘;dé% 44337 437.78 13.86[3.17| 98.74
Alto
1010 1030.84 1031.15 9.29 [{0.90| 100.03

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracion control.

Tabla 24. Estabilidad de muestra procesada (10 h en automuestreador no refrigerado).

Nivel Concentracién | Concentracion calculada cV Y
Sustancia | Control |calculada frescos | sometidos a estabilidad D.E. (<§/ )' Exacc{itud
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) °
0 30.09 28.64 291 | 10.16 | 95.18
KET Me-.dio
394.99 425.86 393.25 16.41 417 92.34
Alto
644.29 666.63 647.66 10.35 1.59 97.15
752"’%% 73.72 71.71 584 | 814 | 97.27
MEL Me.dio
432 86 457.66 443.00 2.27 0.51 96.80
1'68200 1034.79 1031.65 12.62 1.22 99.70

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracion control.
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Tabla 25. Estabilidad en solucién de KET y MEL (33 dias en solucién).

Altura Altura promedio
Sustancia (an/vn(:::_) p}fg:ggs"o sometido a D.E. C(DO/V)
9 estabilidad (V) o
((\)
Bajo
08 57 1074 1123 57.16 5.09
Medio
KET 39499 15362 17220 386.01 2.24
Alto
644.29 26371 27322 197.14 0.72
Bajo
75 86 1900 1831 38.28 2.09
Medio
MEL 432 .86 11959 11905 299.75 2.52
Alto
1010 27382 28186 306.00 1.09

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracién control.

5.1.8 Tolerancia

Se evalub la tolerancia del método analitico a pequefias pero deliberadas
modificaciones. Estas consistieron en el cambio de equipo cromatografico y la
tolerancia de la muestra cuando se diluye, esta Ultima consistié en preparar

muestras al doble de la concentracion del nivel medio de las muestras control.

El método resulto ser tolerante al cambio de equipo (tabla 26), ya que los
coeficientes de variacion calculados a partir de los triplicados de controles
valorados no rebasan el 15% respecto al valor tedrico, asimismo, la desviacidén
absoluta no supera el 15% respecto a los controles inyectados en condiciones
normales de trabajo. Esta prueba es de de tipo informativo, con esta
informacion se conoce que el método es capaz de responder ante un cambio,
es de importancia ya que sirven en dado caso de presentarse alguna

contingencia.
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Tabla 26. Tolerancia del método analitico ante un cambio de equipo.

Concentracién | Concentracion
Nivel calculada calculada cV o
Sustancia | Control equipo equipo D.E. (o'/ )' Exacc'Eitu d
(ng/mL) | UIF-UACL-03 | UIF-UACL-01 °
(ng/mL) (ng/mL)
Bajo 30.02 29.71 1.49 5.01 98.97
28.57 ’ ’ ’ ’ )
Medio
KET 394.99 414.64 393.81 10.75 2.73 94.98
Alto
644.29 666.72 648.53 11.23 1.73 97.27
Bajo
7286 74.19 72.69 4.56 6.27 97.98
Medio
MEL 432 86 446.37 419.27 16.93 4.04 93.93
1%'5% 1031.97 987.97 16.31 1.65 95.74

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de

concentracion control.

5.1.9 Efecto de dilucion (1:2)

En la tabla 27 se muestran los resultados del efecto de dilucion,

las

concentraciones obtenidas para KET y MEL poseen un coeficiente de variacidén

menor al 15% respecto a la concentracién teérica, con ello el método es capaz

de cuantificar muestras que se encuentren concentradas y posteriormente se

les realice una dilucién en este caso (1:2).

Tabla 27. Efecto de dilucién (1:2).

Analito Concentracién tedrica | Concentracién promedio = D.E. | C.V. %
(ng/mL) (ng/mL) (%) | Exactitud
KET 857.14 887.36 £ 18.76 2.11 | 103.53
MEL 1571.43 1529.19 £ 24.30 1.59 | 97.31
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5.2 Métodos analiticos reportados para cuantificar KET y MEL presente

en plasma humano.

De acuerdo a lo reportado por Carrasco-Portugal, 2008%% para la
determinacion de MEL presente en plasma, el método descrito fue, adicionar
en tubos conicos de 15 mL, 0.5 mL de plasma (al que se le anadieron
concentraciones conocidas de MEL) y se le adicionaron 50 pL de piroxicam con
una concentracién de 15 pg/mL como El. Posteriormente se agregaron 50 pL
de acido perclérico al 70% y se agitd por 1 min. Consecutivamente se
adicionaron 50 pL de acetonitrilo, se agité por 1min, se centrifugdé por 10 min a
4500 rpm y del sobrenadante se inyectaron 50 pL al sistema cromatografico,
para la separacion de los compuestos se empledé una columna Symmetry Cqg
de 150 X 3.9 mm de longitud y didmetro interno respectivamente, con tamano
de particula de 5 pm. La fase mdvil consisti6 en una mezcla de solucién
amortiguadora de fosfato monobasico de sodio 0.1 M con acetonitrilo
70:30 (v/v) a una velocidad de flujo constante de 1.5 mL/min, se reportd un
tiempo de retencién de 5 minutos para piroxicam (El) y 9.6 minutos para MEL.
La deteccién de los analitos se llevé a cabo por absorbencia a una longitud de
onda de 360 nm. El rango de concentraciones empleadas para la calibracion
fue de 50 — 1500 ng/mL.

Por otra parte, para la determinacién de KET en plasma, Patifno-Camacho,
20082 reporté el siguiente método, a 1 mL de plasma presente en un tubo
conico se le adicionaron 50 pL de tolmetin (El, 10 pg/mL) mas 100 uL del
estandar de KET, mas un volumen de 200 pL de acetato de sodio 0.1 M
posteriormente se adicion6 un volumen de 6 mL de éter y se agit6é por 1 minuto,
centrifugd a 3500 rpm por 10 min, congeldé la muestra, decanté la fase
organica en un tubo de boca ancha y evaporé a 35°C bajo flujo de nitrégeno
hasta sequedad, el residuo fue reconstituido con 600 uL de agua desionizada
de los cuales se tomaron 200 pyL para ser inyectados al cromatografo. Se
empled una columna Symmetry Cig de 150 X 3.9 mm, con tamano de particula
de 5 um. La solucién de fase movil estuvo constituida de un buffer de Na;PO4
0.01M pH = 3 y acetonitrilo 60:40 % v/v a un flujo de 1 mL/min, se obtuvo un
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tiempo de retencidon aproximado de 7.7 min para KET y 10.5 min para tolmetin
(El). La deteccion de los analitos se llevé a cabo por UV a una longitud de onda

de 313 nmy el rango de concentraciones manejadas fue de 5 a 1000 ng/mL.

Otro método descrito por Velpandian Thirumurthy, 2000 [ consistié en
adicionar 10 pL de las soluciones estandar de MEL y 5 uL de solucién El
(9.19 pg/mL piroxicam) a 100 pL de plasma, seguido de 100 puL de HCI 1 M. El
plasma desproteinizado se extrajo con 2 mL de cloroformo, los contenidos
fueron agitados por 3 min y 1 mL de la fase organica se colocé en un tubo de
vidrio. El cloroformo fue evaporado a 60°C bajo un flujo constante de nitrégeno,
el residuo fue reconstituido con 100 pL de fase mévil, de los cuales se
inyectaron 10 pL al sistema cromatografico. La fase movil consistié de una
solucién acuosa de hidrogenoortofosfato de diamonio (50 mM), metanol y
acetonitrilo en una relacion de (5:4:1 v/v). La columna empleada fue Lichrocart
(125x34 mm, 5 um de tamano de particula) RP-18 (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) se utiliza para la separacion analitica y Lichrocart (4x4 mm, 5 um de
tamano de particula) RP-18 (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) que se utiliza
como una columna de seguridad., la cual se manej6 a una temperatura
ambiente 30.3 £1.1°C, la velocidad de flujo fue de 1 mL/min, la detecciéon UV se
logr6 a una longitud de onda de 364 nm, el tiempo de retencion para los
analitos fue de 2.7 min para MEL y de 1.9 min para piroxicam. El rango de
concentraciones empleado para la cuantificacion de MEL va de 0.052 a
52 pg/mL.

En comparacion con los métodos antes citados, el método analitico validado
fue capaz de cuantificar KET y MEL de manera simultdnea, mediante un
proceso de extraccion simple. Con respecto a lo reportado por Carrasco-
Portugal ?? se disminuyé el tiempo de retencién de MEL de 9.6 a 5.4 minutos,
y la velocidad de flujo de 1.5 a 1.0 mL/min lo que logré un ahorro en los
reactivos empleados para la fase mévil. En el caso de KET se logré disminuir
la cantidad de plasma de 1 a 0.5 mL y el volumen de solvente empleado de 6 a
4 mL en la extraccién asi como el tiempo de retencion del analito (KET) de 7.7

a 3.8 minutos citado por Patifio-Camacho??.
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5.3 Validacion del método analitico para cuantificar KET y MEL en
formulacion de gel.

5.3.1 Selectividad

Al analizar las muestras de gel no se observaron interferencias por
componentes presentes en él, lograndose satisfactoriamente la cuantificacién
de KET y MEL, la fase movil empleada en el analisis tampoco presentd

interferencia con los analitos.

5.3.2 Linealidad sistema de KET

En la tabla 28 se muestran las alturas promedio obtenidas conforme a cada
concentracion, para todos los puntos de la curva se obtuvo un coeficiente de

variacion menor al 3% respecto a su valor promedio calculado.

Tabla 28. Linealidad en sistema de KET.

Concentracion teérica Altura promedio C.v. EE.
de KET (pg/mL) calculada £ D.E. (pV) (%) )
0.36 1788.281 £ 5.631 0.315 | 2.299
1.81 8858.879 £ 26.503 | 0.299 |10.820
3.61 18208.051 +38.719 | 0.213 | 15.807
5.42 26645.883 £ 96.870 | 0.364 |39.547
6.32 31609.011 + 112.544 | 0.356 |45.946
7.22 36151.746 + 142.418 | 0.394 |58.142
9.03 45076.828 + 145.838 | 0.324 |59.538

En la grafica 9 se observa el promedio de las 6 curvas de calibracion en
solucion, las cuales plantearon la linealidad del sistema de KET que se
encuentra descrita por la ecuacién y = 4999.9x — 72.676, con un coeficiente de
correlacién lineal de 0.9999, con los resultados anteriores se cumple con el

parametro de linealidad del sistema de KET.
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Linealidad del sistema de KET
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Grafica 9. Curva de calibracion del sistema de KET. Cada punto representa el
promedio t el error estandar de seis determinaciones para cada nivel de
concentracion.

5.3.2.1 Identidad de la recta de KET

Se comparé el promedio de las concentraciones calculadas contra la
concentracién tedrica de estas en la grafica 10, se obtuvo una pendiente de
0.9994 la cual nos indicé que el valor de concentraciones calculadas es
cercano al teérico, una ordenada al origen de -0.0111 y un coeficiente de
correlacién lineal de 0.9999. Los valores promedio de las concentraciones de
las curvas de calibracion obtuvieron un coeficiente de variacion menor al 3%

(datos mostrados en la tabla 29).

Tabla 29. Identidad de la recta de KET.

Concentracién teorica| Concentracion promedio | C.V. %
de KET (ug/mL) calculada £ D.E. (ug/mL) | (%) | Exactitud

0.36 0.361+0 0 100.28
1.81 1.774 + 0.006 0.319 | 98.01
3.61 3.643 +0.012 0.341 | 100.91
5.42 5.330 £ 0.014 0.270 | 98.34
6.32 6.322 + 0.008 0.124 | 100.03
7.22 7.229 £ 0.023 0.319 | 100.12
9.03 9.014 £0.014 0.157 | 99.82

m 4999.9

b -72.676

r 0.9999

r? 0.9998
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Identidad de la recta de KET
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Grafica 10. Identidad de la recta de KET. Cada punto representa el promedio * el error
estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracion.

5.3.3 Linealidad del sistema de MEL

En la tabla 30 se tiene la respuesta promedio obtenida para cada concentracion
a partir de las seis curvas de calibracion en solucion, las cuales poseen un

coeficiente de variacidon menor al 3% respecto a él valor promedio calculado.

Tabla 30. Linealidad en sistema de MEL.

Concentracion teérica Altura promedio C.V. EE.
de MEL (ug/mL) calculada £ D.E. (V) (%)

1.09 2916.206 + 10.224 0.351 4.174
5.43 15778.854 + 57.448 0.364 | 23.453
10.87 31769.805 + 79.320 | 0.250 | 32.382
16.30 47609.115 +£218.296 | 0.459 | 89.119
19.02 55530.494 +220.945 | 0.398 | 90.200
21.74 63081.845 +286.518 | 0.454 | 116.970
27.17 78926.790 +290.604 | 0.368 | 118.638

En la grafica 11 se muestra la linealidad del sistema de MEL el cual quedo
descrito por la ecuacién y = 2912.4x — 48.816 y posee un coeficiente de
correlacién lineal de 1, con ello se cumple con el parametro de linealidad del
sistema de MEL.
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Linealidad del sistema de MEL
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Grafica 11. Curva de calibracién del sistema de MEL. Cada punto representa el
promedio * el error estandar de seis determinaciones para cada nivel de
concentracion.

5.3.3.1 Identidad de la recta de MEL

Las concentraciones calculadas promedio tuvieron un coeficiente de variacion
menor al 3% (tabla 31), al graficar estos valores versus la concentracion teorica
se obtuvo una pendiente de 0.9931, la cual indicé que las concentraciones
calculadas son proporcionales a las tedricas, una ordenada al origen de

0.0738, y un coeficiente de correlacion lineal de 1 (ver gréafica 12).

Tabla 31. Identidad de la recta de MEL.

concentracion teérica| Concentracién promedio | C.V. %
de MEL (pg/mL) calculada £ D.E.(ug/mL) | (%) | Exactitud

1.09 1.078 £ 0.001 0.048 | 98.90
5.43 5.437 £0.012 0.222 | 100.13
10.87 10.856 + 0.020 0.180 | 99.87
16.30 16.223 + 0.026 0.160 | 99.53
19.02 18.907 + 0.051 0.267 | 99.41
21.74 21.466 £ 0.038 0.178 | 98.74
27.17 26.835 + 0.049 0.183 | 98.77

m 29124

b -48.816

r 1

r? 1
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Grafica 12. Identidad de la recta de MEL. Cada punto representa el promedio * el error

Se compar6 la respuesta de KET y MEL obtenida en el método contra la
obtenida por el sistema. Esta udltima fue empleada como el 100%. Para el
célculo de recobro absoluto de KET se hizo un ajuste de altura obtenida en el
sistema de una concentracion de 7.22 ug/mL, a un valor de 4.88 pg/mL de
KET. Esto se realizdé porque el analito se cuantifica como KET base y no en
forma de sal. Los resultados obtenidos para los analitos se muestran en la tabla
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estandar de seis determinaciones para cada nivel de concentracion.

5.3.4 Recuperacién absoluta

32 (101.06 % para KET y 100.91% para MEL).

Tabla 32. Recobro absoluto de KET y MEL.

Altura
equivalente
Concentracion pr'glr;uégio a4.88 pr'glrtr:giio % % cV
Analito tedrica en sistema pug/mL de en método | Recobro Recobro (%)
(ng/mL) (V) KET en (V) real
H sistema H
(UV)
KET 7.22 35764.333 | 24173.12 24429.5 67.59 101.06 | 1.590
MEL 21.74 63170.167 63745.833 | 100.91 1.745
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5.3.5 Precisién y Exactitud

5.3.5.1 Repetibilidad

Los resultados de las 6 determinaciones independientes para evaluar la

repetibilidad del método se muestran en la tabla 33, el promedio de las

concentraciones de KET y MEL presentaron un coeficiente de variacion menor

al 10% y un % de exactitud que esta dentro del rango de 90-110%, respecto a

su valor tedrico, en base a lo anterior el método analitico resulto ser preciso y

exacto.

Tabla 33. Repetibilidad del método de KET y MEL.

Analito Concentracion tedrica | Concentracion promedio £ E.E. | C.V. %
(ng/mL) (ng/mL) (%) | Exactitud
KET 4.88 4.936 +0.039 1.935| 101.15
MEL 21.74 21.718 £ 0.181 2.041 99.89

Se analizaron por

triplicado muestras de gel

5.3.5.2 Reproducibilidad interdia

durante 3 dias,

las

concentraciones promedio se muestran en la tabla 34 donde se aprecia un

coeficiente de variacidn menor al 10% y un % de exactitud dentro del rango de

90-110% con esto el método cumple con el parametro de reproducibilidad.

Tabla 34. Reproducibilidad interdia del método analitico para cuantificar KET y MEL.

Analito Concentracion teérica | Concentracion promedio £ E.E. | C.V. %
(ng/mL) (pg/mL) (%) | Exactitud
KET 4.88 4.916 £ 0.025 1.511 | 100.74
MEL 21.74 21.422 +0.249 3.480 98.54

5.3.6 Limite de cuantificacién (LC)

A partir de seis determinaciones independientes se obtuvo el promedio de las

concentraciones para el calculo del LC, el cual resultd ser preciso y exacto, ya

que presentd un coeficiente de variacion menor al 10% y un % de exactitud que
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se encuentra dentro del rango de 90-110% tanto para KET como para MEL, los

resultados se observan en la siguiente tabla.

Tabla 35. Limite de cuantificacion de KET y MEL.

Analito tggrr;gé promeC(;)igcir E.E. C.V. % °. Altura | Altura R? Iaci(’?n
(ug/mL) (ug/mL) (%) | Exactitud | bco | muestra | sefial/ruido
KET 0.36 0.367 £0.000 | 0.214| 102.0 1 1724 1724
MEL 1.09 1.096 £0.001 |0.120 | 100.6 -1 2876.7 2876.7

5.3.7 Limite de deteccion (LD)

En la tabla 36 se describen el promedio de los valores de seis determinaciones
independientes para el LD de KET y MEL, las concentraciones calculadas
resultaron ser precisas pero no exactas ya que no son cercanas al valor
tedrico, se sabe que el método es preciso y exacto en un rango de
concentraciones de 0.36-9.03 pg/mL de KET y 1.09-27.17 ug/mL de MEL por lo
que a concentraciones mas bajas se desconoce su comportamiento, se
presentd una relacién de 83.8 veces mayor la senal de KET en relacion a la
emitida por el ruido presente que emitié la fase movil, y de 135 veces mayor la
senal de MEL, con lo anterior el LD cumple con una sefal 3 veces mayor a la
emitida por el ruido para ambos analitos y una respuesta cromatografica con
precision £10% para establecer dicho limite. Cabe sefalar que este parametro
es solo un dato de tipo informativo.

Tabla 36. Limite de deteccion de KET y MEL.

Conc. Conc. L
. s \ C.V. % Altura | Altura Relacion
Analito | tedrica | Promedio + E.E. , = .
% Exactitud bco | muestra | senal/ruido
pomy) | (ugmi) | %)
KET 0.018 0.0236 + 0.000 | 1.48 131.30 1 83.8 83.8
MEL 0.055 0.1494 £ 0.001 | 0.94 271.64 -1 135 135
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5.3.8 Estabilidades
5.3.8.1 Estabilidad de muestra procesada

Se valoraron tres muestras de gel a las cuales se les aplicd el método analitico,
dichas muestras se conservaron por un periodo de 24 h en el automuestreador
a temperatura ambiente, después de transcurrido dicho periodo de tiempo se
inyectaron junto con muestras a las que no se les sometié a dicha condicion
contra las cuales se compararon, los resultados se aprecian en la tabla 37. Los
coeficientes de variacion calculados a partir de las muestras sometidas a la
estabilidad no rebasan el 10%, asimismo, la desviacién absoluta no supera el

10% respecto a los controles inyectados en condiciones normales de trabajo.

Tabla 37. Estabilidad de muestra procesada almacenada en automuestreador por 24 h

Concentracién | Concentracién calcglzrc]j(;e:grigt?gos a cV Desv
Sustancia tedrica calculada estabilidad D.E. (‘;/o). AbS )
/mL frescos /mL )

(hg/mL) (ng/mL) (ug/mL)
KET 4.88 4,923 4.924 0.063 | 1.289 | 0.027
MEL 21.74 21.49 21.187 0.563 |2.656 | 1.414

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracién control.

5.3.8.2 Estabilidad en solucién

En la tabla 38 se muestran los resultados de la respuesta calculada de KET y
MEL en solucion conservada en refrigeracién por 12 dias, se analizaron por
triplicado las soluciones de concentracion control (bajo, medio y alto), las
cuales fueron sometidas a dicha condicion, posteriormente se compararon
contra la respuesta de soluciones de concentracion control no sometidos a

condiciones de estabilidad.
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Tabla 38. Estabilidad en solucién de KET y MEL.

Nivel Altura sol Altura sol.
Sustancia control frescos sometpas a D.E. CO'V' Desv. Abs.
(ng/mL) (V) estabilidad (%)
| (V)
gegg 4441 4257 23.965 0.563 4.158
KET '\ﬂregéo 22374 21285 22546 0.106 4.869
Q'}% 39828 38775 38.786 0.1 2.644
SE;JZ 7650 7633 44.881 0.588 0.222
MEL 'Y'g%'g 39609 38265 76.788 0.201 3.392
Alto
o445 71321 69212 38.837 0.056 2.957

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de
concentracion control.

El criterio de aceptacién para establecer que los analitos KET y MEL son
estables al ser sometidos a dichas condiciones de temperatura y tiempo es
cumplir con un coeficiente de variacion y desviacion absoluta menor al 10%

respecto a los controles no sometidos a estabilidad.

5.3.9 Tolerancia al cambio de proporcién en la fase movil

Se evalué la tolerancia del método analitico al cambio en la proporcion de los
componentes en la fase movil en un + 2% de solvente organico, con lo anterior
se probaron dos fases mdviles con las proporciones de 58:42 y 62:38 v/v de
amortiguador de fosfato de sodio monobasico 0.05 M (pH = 3.5): acetonitrilo
respectivamente. Se analizaron por triplicado las soluciones de los tres niveles

de control en ambas pruebas.

El método resulté ser tolerante a la fase movil con proporcion de 62:38 v/v
amortiguador : ACN, los tiempos de retencién de KET y MEL se vieron
modificados ya que eluyeron mas lento debido a que la fase movil se volvid un
poco mas acuosa; sin embargo, los analitos se pudieron cuantificar sin ningun
problema, en la tabla 39 se puede observar la comparacion de las
concentraciones obtenidas las cuales cumplen con un coeficiente de variacién
menor al 10% respecto a las concentraciones obtenidas en condiciones

normales de trabajo.
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Con un cambio en la proporcién a 58:42 v/v buffer: ACN, en la fase movil esta

se vuelve mas organica y los analitos eluyen de mas rapido con lo que el MEL

no se logré cuantificar debido a que el cambio en la longitud de onda interfirid

con él sesgando el pico, con esto el método analitico no toler6 un aumento de

2% en el solvente organico.

Tabla 39. Tolerancia al cambio de proporcién de solvente organico - 2% de solvente

organico.
Concentracion Concentracion
Nivel calculada calculada
Sustancia control frescos sometidos a D.E. CV.% Desv. Abs.
(ng/mL) (ug/mL) estabilidad
(ng/mL)
Bajo
0.90 0.9 0.893 0 0.023 0.793
KET '\ﬂesdzm 4.484 4.472 0.004 0.094 0.275
Alto 8.059 7.998 0.024 0.294 0.755
813 . . . . .
Bajo
570 2.707 2.677 0.004 0.142 1.1
MET Medio 13.518 13.41 0.012 0.087 0.793
13.59
Alto 24.376 24.199 0.075 0.311 0.727
24.45 ’ ’ ’ ’ ’

Cada dato representa el promedio de tres determinaciones para cada nivel de

concentracion control.

La ventaja de ambos métodos es que se logré la determinacion simultanea de
KET y MEL para el anélisis de muestras plasmaticas y muestras de gel que
contengan ambos farmacos.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos muestran que los métodos analiticos cumplen con los
criterios de validacion de la NOM-177-SSA1-1998, siendo estos sencillos y
econdémicos, para determinar las concentraciones de MEL y KET en plasma
humano y en gel de uso tépico mediante HPLC con deteccién UV.

El método analitico para cuantificar KET y MEL en plasma humano evaluado
en un rango de concentraciones de 14.29 a 715.71 ng/mL para KET y de
35.71 a 1082.86 ng/mL para MEL, es adecuado y puede ser empleado con
seguridad en estudios de farmacocinética o en cualquier estudio en el que se

requieran medir las concentraciones plasmaticas de estos farmacos.

El método analitico para la determinacién de KET y MEL en formulacion de gel
validado en un rango de concentraciones de 0.36 a 9.03 pg/mL para KET y de
1.09 a 27.17 pg/mL para MEL puede emplearse para llevar a cabo el control de
calidad del producto terminado.

El gel analizado present6 una proporciéon de 101.06% de KET y 100.91% de

MEL respecto a lo especificado en el marbete.
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