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RESUMEN

La nifedipina (NIF) es el prototipo de la familia de farmacos pertenecientes a las 1-
4-dihidropiridinas, se emplea en el tratamiento de angina de pecho, hipertension
arterial y sindrome de Reynauld, debido a su efecto vasodilatador. Se han descrito
una gran cantidad de estudios farmacocinéticos de este farmaco, sin embargo, en
la gran mayoria de ellos solo se determina la NIF. En esos estudios se ha visto
gue existen diferencias entre poblaciones en la farmacocinética, sin embargo, al
no medirse el metabolito no es posible establecer si la diferencia entre poblaciones
es debido a diferencias en el metabolismo, en este sentido es necesario contar
con métodos especificos y selectivos que nos permitan conocer de manera exacta

y precisa la concentracion de NIF y su metabolito nifedipina oxidada (NOX).

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar un método analitico para
cuantificar las concentraciones de NIF y NOX en plasma humano mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC por sus
siglas en inglés); de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA-1998.

Empleando una extraccion liquido-liquido se obtuvo la NIF y NOX contenida en el
plasma, con un recobro mayor al 80% para ambos. La separacion se llevo a cabo
empleando una columna Symmetry Waters C;g (150 x 3.9 mm, DI 5 ym), en el
cromatografo de liquidos Alliance modelo 2695 y detector UV de Waters, la
longitud de onda de deteccion fue de 235 nm, la fase movil estuvo constituida por
agua/metanol/acetonitrilo (45:25:30), la velocidad de flujo fue de 0.8 mL/min, la
temperatura de columna de 30°C £ 5°C, el volumen de inyeccion de la muestra fue
de 10 pL, la temperatura del automuestreador fue de 5°C + 3°C, con una corrida
de 7.0 min, el tiempo de retencion de NIF y NOX fue de 5.4 — 5.7 miny 4.7 — 4.9

min respectivamente.

El método analitico validado es selectivo, lineal, exacto y preciso en un rango de
concentraciones de 10 a 100 ng/mL y 30 a 800 ng/mL, con un limite de
cuantificacion de 10 ng/mL y 30 ng/mL y un limite de deteccién de 5 ng/mL y 15
ng/mL para NOX y NIF respectivamente. Es preciso y exacto con coeficientes de

variacion y desviaciones absolutas menores al 15 % en cada nivel de



concentracion, es tolerante a cambios en la FM (£ 2% de ACN). Los analitos son
estables a 24 h en refrigeracion en muestras sin procesar y procesadas (2-4°C), a
temperatura de 15 + 5°C durante 2 horas y a tres ciclos de congelacion-

descongelacion; mientras se mantengan protegidas de la luz.

El método analitico es confiable para la determinacion de NIF y su metabolito NOX
por lo cual puede ser utilizado en estudios de monitoreo clinico, bioequivalencia,

biodisponibilidad y farmacocinética, o para los fines requeridos.



Capitulo 1. Marco Teérico

CAPITULO 1 MARCO TEORICO

1.1 Conceptos Generales de Farmacocinética

En la vida diaria es comun consumir farmacos en cualquiera de sus variadas
presentaciones, cuando presentamos algun problema de salud, esperando que su
accion sea rapida y eficaz, aunque para que esto ocurra es necesario que se
lleven a cabo procesos como la liberacion del principio activo contenido en la
forma farmacéutica, la absorcion de dicha sustancia hacia la circulacion general y
posteriormente distribuirse entre los liquidos corporales, proteinas, tejidos y
organos, en donde actuara y finalmente el metabolismo de dicha sustancia para
ser transformarla en otra (metabolito) la cual cambia sus caracteristicas
fisicoquimicas para asi ser eliminada del cuerpo a través del higado y rifilones ya
sea en la orina, heces o bilis.

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia el cambio temporal
de las concentraciones del farmaco y sus metabolitos en fluidos biolégicos y
tejidos, asi como también la respuesta bioldgica, mediante la construcciéon de
modelos adecuados para la interpretacién de tales datos.’ Los procesos mediante
los cuales el farmaco va modificando su concentracién a través del organismo se
designan con el acronimo LADME (liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo
y eliminacion), llevandose a cabo estos procesos de manera dindmica y

simultanea,? esquematizado en la Figura 1.
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Medicamento =

DISTRIBUCION

LIBERACION
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Figura 1. Esquema del proceso LADME
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Un medicamento tiene que liberarse de la matriz que lo contiene, es decir de la

forma farmacéutica que facilita su administracion. La liberacion del farmaco

depende de sus propiedades fisicas y quimicas, estado fisico (solido, semisélido o

liquido), cristalizacion, solubilidad, estabilidad a temperaturas, pH u otras de

importancia para las cuales se requiera conocer para llevar a cabo su formulacion.

La formulacién de cualquier forma farmacéutica no debe ser agresiva para el

organismo, con buenas caracteristicas reologicas, no presentar interaccion con los

farmacos y que vayan de acuerdo a la via de administracion que se requiere para

tratar el padecimiento. Los cambios en la formulacion de los farmacos asi como en

el tipo de forma farmacéutica tienen efecto en la velocidad de disolucion,

—
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absorcién, metabolismo y excrecién.® Para considerar éptima la formulacién de

una via de dosificacion se debe cumplir con lo siguiente:

El contenido del farmaco debe encontrarse en la cantidad adecuada.

Que la liberacién del farmaco de la matriz en donde se encuentra, se realice
de manera Optima y con ello la respuesta terapéutica sea reproducible.

La administracion debe estar acorde con la via y ser aceptable para el

paciente.

Una vez liberado el farmaco, se disuelve en el organismo para continuar con el

proceso de absorcion, en el cual atraviesa las membranas celulares y llegar a la

circulacion lo que le permitira transportarse hasta el sitio donde llevara a cabo su

accion farmacoldgica.

3

Absorcion

La absorcion se define como el paso de un farmaco desde el sitio de

administracién hasta el torrente sanguineo.” La velocidad a la cual se absorbe un

farmaco determina el comienzo de su accion.?

La absorcién depende de:

a)

b)

d)

Forma farmacéutica y formulacion que condiciona la velocidad a la cual un
farmaco es liberado y disuelto, como se ejemplifica en la Figura 2B.

Las caracteristicas de la via de administracion (enteral y parenteral) que
difieren en area de la superficie de contacto, el espesor de membrana, el
pH, el flujo sanguineo y los espacios intracelulares,” como se ejemplifica en
la Figura 2A.

El metabolismo de primer paso ocasiona que la cantidad del farmaco
administrada previa a su incursion al torrente sanguineo no llegue al sitio de
accion, reduciendo asi su biodisponibilidad.

Caracteristicas fisicoquimicas del farmaco como el tamafo de la particula,

el caracter hidrofilico y lipofilico, el grado de ionizacion el cual depende de
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las propiedades acidas o alcalinas de la molécula y la concentracion en el
sitio de administracién.®

e) Factores fisiologicos como la edad en cuanto a nifios y adultos mayores.

f) Ingesta de comida que puede favorecer o no la absorcién del farmaco.

g) Factores patologicos.

h) Interacciones entre farmacos.
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Figura 2. Influencia de la via de administracion. (A) y lafo  rma farmacéutica (BQ en las
concentraciones plasméticas de un farmaco en determ inado lapso de tiempo

La cantidad de farmaco que queda libre e ingresa a la circulacién sanguinea para
distribuirse a los érganos después de su absorcion se denomina biodisponibilidad,
la cual a su vez también depende de que tan eficaz haya sido la liberacion del
principio activo contenido en la forma farmacéutica, la absorcion y el metabolismo

presistémico.’

La concentracion plasmatica maxima (Cnax) Se refiere a la mayor absorcion
alcanzada en la sangre, punto mas alto representando en una curva concentracion
tiempo, la cual se correlaciona con las alcanzadas en el sitio de accién en un
tiempo (Tmax) Y poOr lo tanto con la accion farmacolégica. La cantidad que se
absorbe de un farmaco se puede conocer al calcular el ABC en una gréafica de
concentracion sobre tiempo (Figura 3), dicho parametro varia al cambiar de forma
farmacéutica ya que se puede presentar con ello eliminacion presistémica debida

al metabolismo.
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Concentracidn plasmatica

md x tiempo

Figura 3. Pardmetros farmacocinéticos.
¥ Distribucion

Se define como la llegada del farmaco al sitio de accion, dependiendo de las

caracteristicas propias de farmaco y del tejido u érgano al cual vaya dirigido.

Una vez que el farmaco ha sido absorbido y pasa a la circulacion sanguinea, se
dice que esta libre para llegar al sitio blanco, pero no permanecera asi en su
totalidad. Los farmacos se unen a proteinas plasmaticas en proporciones
variables, de manera reversible y sigue la ley de accion de masas, por lo tanto la
cantidad de farmaco unido depende de la concentracion del farmaco libre, de la
constante de asociacion (Ki/K3), el nimero de sitios de fijacion libres por mol de

proteina, la concentracion de proteinas en el plasma y la especificidad.’

Los factores que modifican la distribucion influyen en la Cnax alcanzada por el
farmaco en la dosis inicial, por lo cual debe de reajustarse, en el caso de dosis de

mantenimiento no se aprecian alteraciones significativas.
Los factores que modifican la distribucion son:

 Volumen real de distribucion en el organismo: El cambio de peso
(obesidad), edemas, derrames pleurales, insuficiencia cardiaca, acidosis,
enfermedad renal, abscesos; afectan la distribucion de farmacos

hidrosolubles y liposolubles (acidos y béasicos).
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* Union a proteinas plasmaticas: Al estar el farmaco unido a proteinas no se
puede distribuir formando asi parte del equilibrio vascular-tisular, no se
metaboliza, no se elimina, ni puede llegar a desencadenar una respuesta
fisiologica y se puede ver afectada por la edad (recién nacidos y ancianos),
enfermedades (hipoalbuminemia y hiperbilirrubinemia) e interacciones que
tengan como efecto modificar la cantidad de proteinas normales en el
organismo (albumina y a;-glucoproteinas acidas) o modificar su estructura
en cuanto a los sitos de fijacion.

* Factores que alteran la unién a los tejidos.

¥ Metabolismo o Biotransformaciéon

Una vez que el farmaco se encuentra en la circulacion sanguinea puede pasar
hacia el higado (metabolismo del primer paso) y con ello iniciarse una serie de
cambios en su estructura original dando paso a la formacion de metabolitos ya sea
activos o inactivos; a dicho proceso en el cual se modifican los farmacos por
accion de diversas enzimas se le denomina biotransformacion. Los farmacos son
considerados sustancias ajenas o extrafias al cuerpo al igual que otras por lo cual

de manera general se les denomina xenobiéticos.®

El objetivo de la biotransformacion de farmacos es facilitar la eliminacién de éstos
del cuerpo, incluso después de haberlos activado como es el caso de los
profarmacos, ya que en ambos casos se requiere que la molécula en cuestion
abandone el cuerpo después de haber cumplido con su objetivo terapéutico. Dicho
proceso se lleva a cabo en 6rganos como el higado, rifion, pulmoén, intestino y

glandulas suprarrenales.” Comprende dos fases (Figura 4):

» Fase 1: En la primera fase los cambios estructurales tienen como finalidad
incrementar la polaridad de la molécula metabolizada alterando o creando
nuevos grupos funcionales lo cual inactiva o reactiva el farmaco
(profarmacos) y en ciertos casos dicho metabolito activo puede ser toxico;
de los nuevos grupos funcionales expuestos, se generan metabolitos

reactivos que contienen oxigeno el cual causa dafio celular.
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Reacciones de funcionalizacion

» Oxidacion alifatica (alcoholes, aldehidos, purinas)
* Hidroxilacion aroméatica

» Desalquilacion (N-, S-y O-)

* Epoxidacion

» Desaminacion oxidativa

* Formacion de sulféxidos y desulfuracion

* N-oxidacion y N-hidroxilacion

* Reduccién (azo y nitro)

» Hidrolisis (ésteres, amidas, enlaces peptidicos y epoxidos)

Como parte de las reacciones de fase 1 se encuentran las desempefiadas por
enzimas no especificas englobadas como monoxigenasas de funcion mixta,
localizadas principalmente en los microsomas hepaticos, a las cuales se les
conoce como Citocromo (CYP). En dichas reacciones se requiere que el sustrato
liposoluble se ponga en contacto con el CYP, siendo asi reacciones lentas que
requieren energia. Los CYP se localizan en varios 6rganos y tejidos y aunque
realizan las mismas funciones varian en cuanto a la composicién de aminoéacidos,
lo que ha llevado a que se agrupen en familias y subfamilias. El CYP 3A4 es la
isoenzima mas abundante constituyendo el 30% de la proteina hepatica y el 70%

de la intestinal, metabolizando asi el 60% de los xenobidticos.®

» Fase 2. Las moléculas resultantes de la fase 1 continlan su proceso
incorporando a ellas compuestos enddgenos que faciliten su expulsion,
asegurando asi su inactivacién, pero no totalmente ya que algunos

metabolitos ain se pueden reactivar al formar nucleésidos y nucleétidos.®
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Reacciones de conjugacion

Farmacos
(ho polares)

Glucuronidacion

Acetilacion

Conjugacion con glutation y sulfato

Metilacién (N-, O-y S-)

Transulfuracion

Fase |

(Erzimas,
citocromos
P450)

Feactiones de

- oxidacidn
- reducsion
- hidrélisis

- hidratagidn

Espacies de
oxigeno activo
(sLperduddo)

polaras)

i etabolitos
intermedios
(parcialmente

Heactivos

Mo toaicos

Lasidn

tisular secundaria
ADN, ARM, proteina

Figura 4. Fases del metabolismo de farmacos.

Fase ||

(¥ias de conugasion)

Reacciones de:

- sulfatacién

- glucuronidacion

- acalilazion

- conjugasion con glutation

- Gonjugacidn con aminodcidos
- migtilagion

Detivados de
Exrecion
[polaras)

Slero

Bilis

Rifién

Hegces

Otina

La velocidad a la cual se metabolizan los farmacos ya sea de manera total o

parcial, la variedad y concentracion de los metabolitos generados depende de la

genética de cada individuo, lo cual explica la variacion en las concentraciones

plasmaticas obtenidas de acuerdo con cada persona

—
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Los factores que afectan el metabolismo son:

» Edad: Recién nacidos y ancianos tiene sistemas enzimaticos inmaduros o
degenerados respectivamente, lo que ocasiona toxicidad.

* Variabilidad genética.

Acetilacion: Répida o lenta

Hidrélisis

Déficit enzimatico: En glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y
Glutation sintetasa

» Género.

» Estado patolégico: Enfermedades hepéticas.

» Factores ambientales.

» Dieta: algunos alimentos pueden inhibir o inducir la actividad enzimética.

* Induccién e inhibicion enzimética: Se presenta al generarse interacciones

con otros farmacos o alimentos.

¥ Eliminacion

El dltimo proceso que incluye la farmacocinética es la eliminacion en la cual se
remueve el farmaco inalterado y los metabolitos producto de la biotransformacion

fuera del organismo, que conlleva la disminucién en la concentracién plasmatica.*

La principal via de eliminacion es la renal, en la cual se eliminan de primera
instancia los metabolitos polares y posteriormente el farmaco inalterado liposoluble
(Figura 5). El proceso mas sencillo de eliminacion es mediante la filtracion en la
cual los capilares renales que cuentan con numerosos poros intercelulares dan
libre paso a moléculas de tamafio no mayor a 69 000 Da, es decir aquellas que no
se encuentren unidas a proteinas plasmaéticas, siendo asi un proceso pasivo a
favor del gradiente de concentracion y la presiéon hidrostatica entre la circulacion y
el contenido glomerular; para moléculas cargadas se puede o no requerir de
transportadores ionicos al transcurrir de la arteriola aferente al tdbulo renal, los
cuales son sensibles a saturacion y competicion, por lo tanto de baja eficiencia. La

reabsorcion de agua en el tabulo proximal, el cambio en el pH de la orina y el
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gradiente de concentraciones dependiente de la liposolubilidad incrementan las

concentraciones del farmaco.>”’

Otras vias de excrecion son la biliar-entérica, constituida por el higado y el
intestino, en la primera se eliminan aquellas moléculas de gran tamafio sin
importar su carga idénica, compuestos no ionizables y organometalicos, en cuanto
a la segunda los farmacos pasan directamente de la sangre a la luz intestinal por
difusiéon pasiva favorecida por el gradiente de concentracion y las variaciones de
pH. En ésta via también existe la reabsorcion debida a la circulacion
enterohepética, cuando el farmaco inalterado es eliminado a la luz intestinal a
través de la bilis o por el epitelio intestinal pueden reabsorberse pasivamente en el
intestino, proceso favorecido por el gradiente de concentracion y la accion de los
metabolitos al activar la flora intestinal, generando asi que no disminuya las
concentraciones plasmaticas y por lo tanto el efecto terapéutico. Se tienen otras
vias de eliminacién como: sudor, saliva, leche y epitelios descamados como la

piel, ufias y cabello.**>%’

Farmaco Farmaco
hidrosoluble liposoluble

I

Filtracion ~——_

Transformacion
enzimatica a

- (k | metabolitos lAd;tisgglltos
\ hidrosoluble i "%
farmacologico
-toxico
Inactivos
Secrecion — Reabsorcion
tub}JIar dependiente
activa

. del pH tubular
Excrecion renal

Figura 5 Esquema del proceso de eliminacion de farmacos lipo solubles e hidrosolubles en
su paso por el rifién e higado.

—
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La eliminacion se ve afectada por:

» Caracteristicas individuales: Como edad, género, genética, alimentacion,
consumo de otras sustancias de abuso, ejercicio y embarazo.

» Factores ambientales.

» Factores patolégicos: Las enfermedades renales y hepéticas que reduzcan
la depuracion Cl de los farmacos y con ello el incremento en las
concentraciones plasméticas que lleguen a niveles toxicos.

* Induccidn e inhibicion enzimética: Interaccion entre farmacos.

» Competicidn en el trasporte renal.

e Cambios en el pH urinario: Los cuales se pueden manipular mediante la
alimentacion ya sea para favorecer o limitar la eliminacion de algun

farmaco.

1.2  Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

A la cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) por sus siglas en inglés
HPLC (High Performance Liquid Chromatography) la define la IUPAC (Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada) como un método fisico de separacion
basado en las diferencias entre las velocidades de migracién de los componentes
de una muestra, en el cual los componentes son distribuidos en dos fases una de
las cuales es estacionaria, mientras la otra es movil, con el propoésito de

determinar cuantitativamente la cantidad de cada uno.®

La cromatografia se clasifica de acuerdo al tipo de fase movil y estacionaria
empleadas, como se esquematiza en la Figura 6. 1% En cromatografia la muestra
se disuelve en la fase movil, moviéndose asi a través de la fase estacionaria que
se encuentra en una columna; las interacciones entre ambas fases que dan como

resultado la separacién son la adsorcién y la distribucion. *°

El principio basico de la cromatografia es la particion de los analitos entre dos
fases inmiscibles. Cuando los analitos tienen diferente relacion de particion entre

las dos fases, se pueden separar.

—
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Cromatografia gas-liquido (CGL) ]

C
R Fase estacionaria

LiquiDA
o) o]
M Cromatografia liguido-liquido (CLL)
A
T
. —
= Cromatografia gas-solido (C5G)
R
A — e?tacmnarla | Cromatografia liquido-salido {(CLS)
F SOLIDA
i
A e Cromatografia de fluidos supercriticos (CF5) ]

Figura 6. Clasificacién d e la cromatografia en base a su fa se estacionaria y fase mévil. *°

Los analitos son retenidos en la fase estacionaria por interacciones (polar o no
polar) de éstos con los grupos activos de superficie, cuando la diferencia en la
retencion es suficientemente larga, los componentes eluyen por la columna a

diferente velocidad y tiempo, separandose.

La diferencia de migracion en los componentes individuales a través de la columna
depende del equilibrio de distribucion de éstos entre la fase movil y la fase
estacionaria, la cual se ve afectada por condiciones experimentales como: la

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

La velocidad a la cual cada componente migra a través de la columna es
determinada por el nUmero de moléculas que se encuentran en ese momento en

la fase movil.

El que determinado compuesto tenga una mayor afinidad por una fase
estacionaria depende de las caracteristicas de ésta, en cuanto a polaridad. De
acuerdo con esta propiedad se ha dividido la cromatografia en dos sistemas: Fase
normal y Fase reversa.'' Las caracteristicas que describen cada sistema se

resumen en la Tabla 1.

—
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Tabla 1. Caracteristicas de la fase normal y fase r

eversa en cromatografia de liquidos. **

Propiedades

Fase normal

Fase reversa

Polaridad de la fase
estacionaria

Alta

Baja

Polaridad de la fase
movil

De baja a media

De media a alta

Orden de elucién de
las muestras

Las moléculas menos o no
polares eluyen primero

Las moléculas mas polares eluyen primero

Efecto producido al
incrementar la
polaridad de la fase
movil

Se reduce el tiempo de
elucién

Se incrementa el tiempo de eluciéon

Fase estacionaria

Solidos polares como la

silica gel, alimina, silicato

de magnesio y perlas de
vidrio poroso.

En la silica las interacciones
se deben a los grupos
silanoles (-Si-OH).

Solidos no polares como hidrocarburos,
ceras liquidas o silica unida a grupos no
polares como los alquilo, fenilos aromaticos,
ciano y amino. El mas comun es el
octadecilxilano (ODS) que genera a
(Cig y Co),

Silica modificada con poliestireno-
divinilbenceno pH 1-13

Solventes no polares o de
baja polaridad como hexano,

Agua, metanol, acetato de etilo, acetonitrilo

Fase movil cloruro de metileno,
o y mezclas de ellos.
cloroformo, dietil étery
mezclas de éstos
Polares
- Fuerzas de dispersion No polares
Interacciones - Dipolo-dipolo - Van Der Waal's,

- Puentes de Hidrégeno

- l6nicas

- l6nicas

13
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1.2.1 Instrumentacion del Equipo HPLC

Precolumna

Sistema de

hombas

| Filtros

inyector

Columna
analitica

Mezclador

|

Registrador

Desechos

Disolventes =i

- ) A — Detector
| JrﬁUU'k)\.. et A

Cromatograma

Figura 7. Representacion esquematica del equipo de HPLC.
¥ Reactivos

Los disolventes que se emplean en el proceso de cromatografia y por lo tanto se
introduciran al equipo poseen un alto grado de pureza (>99.9%). Antes de iniciar el
analisis de las muestras se requiere filtrar los disolventes a emplear para
asegurarse de que particulas de 20 a 30 ym no bloqueen el sistema de bombas y
con ello incrementen la presion en el sistema; asi como desgacificarlos empleando
hidrégeno o helio en un bafio ultrasénico. Una vez que se cumple con las acciones
anteriores se almacenan los disolventes en frascos de vidrio o acero inoxidable,
los cuales no estan presurizados.'®** Los buffer se preparan con agua ultrapura y

filtrarse posteriormente a través de una membrana de 0.45 um.

—
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¥ Sistema de bombas

Se requiere un sistema basado en el movimiento de un piston que proporcione
presiones de 30-300 bar (3-30 MPa) en un rango de velocidades de flujo que van
de 0.5 — 2.0 mL/min en algunas columnas, y en otra va de 0.01-10 mL/min, libres
de pulsaciones, ya que éstas influyen un 0.5% en la reproducibilidad, tiempos de

retencion y altura de los picos obtenidos.°

Ubicado antes del sistema de bombas pero también dependiente de él se
encuentra la unidad de mezclado que permite el cambio en la FM, la cual debe

recorrer el sistema a una velocidad especifica.*?

» Velocidad de flujo: Es la velocidad a la cual la FM recorrera el sistema
cromatogréfico, por lo cual debe estar regulada y programada a lo largo del
proceso, en cada etapa de éste o en su totalidad. Se mide en mL/min.

» Cambio de las proporciones de los disolventes de la FM: Se lleva a cabo de
dos maneras de acuerdo a las caracteristicas del equipo:

* Mezclado en una camara: La mezcla de acuerdo a las proporciones
programadas de cada uno y las bombas mandan ésta hacia la
columna. No permite efectuar programaciones exponenciales.

* Mezclado en corriente: Requiere de dos bombas de desplazamiento
continuo, permitiendo asi suministrar una cantidad determinada de

cada disolvente, lo que hace posible generar cualquier gradiente.

# Inyector y sistema del inyector

El objetivo del inyector es dosificar un determinado volumen de la muestra en
solucién dentro del flujo de la fase movil, de manera homogénea, manteniendo
presiones altas y constantes justo antes de entrar a la columna. Existen dos tipos

de inyectores:

» Inyectores de volumen fijo: Tiene una alta precisiéon en cuanto al volumen
inyectado, pero requiere para llenarse un volumen mayor al establecido, de

igual manera se debe lavar varias veces con la FM antes de introducir otra

—

]
15 |



Capitulo 1. Marco Teérico

muestra, al momento de inyectar la muestra, se incrementa la presion en la
columna.’

> Inyectores de volumen variable: El volumen que pueden suministrar va de 1
a 500 L, para ello se cuenta con una jeringa dentro del inyector. El sistema

empleado consiste en seis valvulas adjuntas al loop del inyector.*

# Columnas y precolumnas

Exteriormente las columnas estan fabricadas en acero inoxidable, en el interior un
tubo de vidrio de paredes gruesas contiene el material de empaque.'’® Una
columna para HPLC mide de 15 — 25 cm empacada con particulas de 5 pum.

Las precolumnas se colocan antes de la columna para protegerla de particulas
que puedan obstruirla, por lo cual constituye el dltimo filtro antes de que sea
analizada la muestra; para ello se empaqueta con el mismo material de una
columna analitica pero con particulas de mayor tamafio (10 a 30 ym) y mas
porosas, son de bajo costo y por ello faciimente reemplazables. Prolongan la vida
de la columna analitica ya que su volumen muerto es pequefio, lo cual no afecta la

eficiencia ni provoca el ensanchamiento de los picos.’
» Fase estacionaria — Empaque de columna

La silica es el material comunmente empleado para empaquetar las columnas
analiticas, empleandose sola o modificada quimicamente en la cromatografia por
adsorcion. La superficie de la silica esta cubierta por grupos silanoles (-Si-OH), los
cuales se modifican quimicamente cambiando asi su forma, tamafio y porosidad al
ser empleados tanto para cromatografia en fase normal como reversa; los grupos

unidos a la silica se muestran en la Tabla 2.

La silica se puede contaminar con iones como Fe*3, Al**, Ni*? y Zn*? provocando
gue los picos cambien de forma. Los pH altamente acidos o alcalinos también
provocan su deterioro, ya que el rango al cual es funcional va de un pH de 2 a 8, al
superarlo la silica es disuelta. Con el fin de tolerar un rango de pH mas amplio (1 a

13) se han implementado materiales hibridos a base de polimeros de poliestileno-

—
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divinilbenceno y metacrilato; con ello vienen desventajas como la disminucion en
la eficiencia de la columna y no ser capaz de soportar grandes presiones, por lo

cual el cambio en los disolventes de la FM no es recomendable.®

Tabla 2. Grupos funcionales polares y no polares em  pleados en la fase estacionaria normal
y reversa. °

Fases polares Fases no polares
Grupo Grupo
Aincional Estructura dincional Estructura
Diol -(CH,);0CH,CH(OH)CH,OH | Octadecilo | -(CH,);7CHs
Ciano -(CH,)3;C=N Octilo -(CH,);CH3
Amino -(CH,).NH, n=a304 Fenilo -(CH,)3CsHs
Dimetilamino -(CH;)sN(CHz3),
Diamino -(CH,)3NH(CH,),NH,

» Tamafo de particula

El tamafio de las particulas controla el proceso de difusion de las moléculas de la
muestra hacia adentro y hacia afuera de los poros de la particula; a medida que el
tamafio de las particulas aumenta la difusion se hace mas lenta, es decir la
trasferencia de masa entre la fase movil y la fase estacionaria. Al disminuir el
tamafio de las particulas, los poros de éstas también lo hacen lo que permite

incrementar la velocidad de difusién y con ello mejorar la resolucién.*

Se emplea un horno cuando se requiere una temperatura mayor a la ambiente que
mejore la separacion de los compuestos y en el caso del automuestreador
temperaturas menores que permitan conservar las muestras debido a sus

caracteristicas.

Como caracteristicas que debe tener una buena columna, elegida de acuerdo a

las caracteristicas del analito a analizar son:

—
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Resolucion (R): Medida cuantitativa que caracteriza la habilidad de la columna
para separar dos analitos en sus correspondientes picos. Se asume que los picos

son simétricos cuando R=1, ya que la superposicion de ambos es menor al 2%.

Selectividad (a): Capacidad de la columna para discriminar entre dos picos,
determinado por el espacio entre ellos. Se optimiza con el cambio en las FM.
Cuantitativamente el valor de a va de 1.0 a 1.5, a valores menores el segundo

componente se retrasa en salir.

Eficiencia: El ancho del pico expresa que tan eficientemente es transportado el
analito a través de la columna. Entre més estrechos sean los picos en relacion con
su tiempo de retencion, mas efectiva es la columna. Cuantitativamente se
relaciona con el nimero de platos tedricos (N); los cuales constituyen zonas a lo
largo de la columna en donde se lleva a cabo la distribucién del analito entre la
fase estacionaria y la fase movil, entre mayor sea el nimero de ellos la columna

serd mas eficiente.
¥ Detectores

Es un dispositivo que mide de manera cuantitativa alguna caracteristica de la
solucion o del analito generando una sefial proporcional a su concentraciéon y
proporciona una lectura continua y lineal. En cuanto a CLAR los dos tipos

principales de detectores son aquellos que:***?

» Permitan visualizar un cambio en base a la FM empleada por medio del
indice de refraccién o la conductividad, siendo asi un método indirecto de
observar un cambio en el analito estudiado. Son inestables a los cambios
de temperatura, velocidad de flujo y cambio en proporciones de la FM,
cuentan con una sensibilidad moderada que va de los mg a las ppm.

» Caracteristicas del analito visualizadas mediante absorcion UV,
fluorescencia, difusién y electrodos. No se ven afectados por fluctuaciones

en la temperatura y velocidad de flujo.

—
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El detector ideal para un analito debe ser sensible, es decir ser capaz de detectar
cantidades muy pequefias aun con la interferencia que provoca la sefial de los
disolventes empleados, la propia muestras, fluctuaciones en la temperatura o
burbujas de aire, a las que en conjunto se les denomina sefal ruido. Otra
caracteristica es que la sefial generada por el detector debe guardar una
respuesta lineal con respecto a la concentracion de la muestra analizada, siendo

asf cuantitativa.?
» Detectores de Opticos

El detector empleado en el 70% de los andlisis realizados por CLAR es el de UV-
VIS que tiene un rango de absorcion que va de 190 a 800 nm. Se basa en la
absorcion de la luz por parte de la muestra al ser atravesada por un haz de luz
monocromatica, por lo cual es selectivo ya que solo reaccionaran a ella los
compuestos cromoforos, aun asi los disolventes empleados en la FM no deben

presentar sefial en la region de interés para el analito.°

El detector estad conformado por una celda cilindrica, la ventana por la cual incide
la luz UV y la de salida hacia el detector. Una vez que la muestra ha corrido a
través de la columna y por lo tanto se han separado los analitos, éstos son
trasportados por la FM hacia la celda del detector, la cual se llena, momento en el
cual incide sobre ella la luz proveniente de la lampara y es absorbida por la
muestra para después ir hacia la ventana del detector en donde se amplificara y

se representara graficamente mediante el cromatograma.*®

De la columna

/]
,,f"f Ventanas
¥/ de cuarzo
[/ L

P oty i |

f» o —= Detector
f
/

Fuente UV —=

Al desecho

10

Figura 8. Celda del detector UV en HPLC.

—
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¥ Registrador

Una vez que el detector obtiene una sefial que nos permite visualizar de manera
cuantitativa el comportamiento de la muestra en cuanto a la cantidad que esta
presente, se requiere de un registrador, en este caso la computadora, que cuente
con programas especificos que permitan obtener a partir de la sefial anterior una

interpretacion grafica del proceso cromatografico.
» Cromatograma

Un cromatograma es la representacion grafica de la separacion, identificacion y
cuantificacion de los analitos como resultado de un proceso de cromatografia en
funcion del tiempo. En el cromatograma se presentan los siguientes datos (Figura
9).10

» Picos cromatogréficos: Sefiales graficas generadas a partir de los analitos
separados por la columna.

« Tiempo de retencion: Tiempo que transcurre después de la inyeccion de la
muestras para que ésta alcance el detector. Es especifico para cada analito
mientras se lleve a cabo el proceso cromatografico en determinadas
condiciones experimentales.

» Respuesta: Ya sea altura o area del pico cromatografico.

¢
i)

t M)

\ 4

|
|
| ' \
‘ Soluto ‘ Soluto B/ 1
‘ I
: ] \ ! Figura 9. Cromatograma en el cual se
: [ | representan dos compuestos el A 'y B con la
|
S ‘ ‘ sefial obtenida del detector con respecto al
Inyeccion | 1 |
: ‘ b tiempo, el tiempo muerto (t ,) y el tiempo de
P . s
l / i ! \ retencion para cada compuesto (t a Y trg). ™
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1.2.2 Aplicaciones de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

La técnica de CLAR es de las mas empleadas en diferentes areas de la industria e

investigacion debido a su gran diversidad de aplicaciones. En la industria

alimenticia se empled por primera vez en 1960 para el analisis de refrescos y

sustitutos de azlcar; posteriormente se incluyé el andlisis de residuos de

pesticidas en frutas y vegetales, asi como el contenido de &cidos orgénicos,

lipidos y aminoacidos en los alimentos. Se enlistan otras de las aplicaciones en la

actualida

12,13
d:

Investigacion universitaria en quimica y bioquimica: Analisis de muestras
complejas, purificacion de compuestos quimicos, desarrollo de procesos
para la sintesis de compuestos, aislamiento de productos naturales
beneficiosos y prediccion de propiedades fisicas (peso molecular,
distribucion de polimeros).

Control de calidad: Permite asegurar la pureza de la materia prima en el
proceso, realizar pruebas que mejoren el rendimiento, analizar el producto
terminado y evaluar la estabilidad del producto al monitorear la
degradacion.

Control ambiental: Analisis de los contaminantes en aire, agua y suelo,
monitoreando los pesticidas en el ambiente que conllevan un riesgo.
Agencias reguladoras federales y estatales: Vigilancia de alimentos y
medicamentos, identificacidon y confiscacion de narcéticos y confirmacion de

lo indicado en las etiquetas del producto.

En cuando a la industria farmacéutica el HPLC con detector UV se emplea para:

Proveer meétodos exactos, precisos y robustos para la cuantificacion de
determinados farmacos y preparaciones.

Monitoreo de la estabilidad de sustancias y farmacos y su descomposicion.
Determinacién de metabolitos de farmacos en fluidos biolbgicos.

Control de calidad de la materia prima, muestreo del producto terminado,

estabilidades y todo el proceso que conlleva fabricar un medicamento.*?*3

—
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En el area clinica se aplica en el andlisis de los farmacos y medicamentos como:

» Estudios de bioequivalencia: Requiere de un método analitico a empelar en
los estudios in vivo e in vitro disponible para cuantificar el farmaco,
profarmacos y metabolitos; el cual sea exacto, preciso, sensible y
reproducible de acuerdo con las caracteristicas del estudio a realizar. Es
esencial el determinar de manera cuantitativa las concentraciones del
farmaco presente en los fluidos biolégicos (sangre, plasma, suero, orina).

» El monitoreo terapéutico emplea diferentes técnicas para la determinacion
de las concentraciones del o los farmacos administrados como parte de una
terapia, entre ellas el HPLC-UV y HPLC-MS, ya que permiten detectar
varios farmacos a bajo costo y corto tiempo de analisis, ademas de ser
flexibles, sensibles, especificos y eficaces. Practicamente cualquier tipo de
farmaco puede ser analizado mediante CLAR (antiretrovirales,
metformina®®, antiarritmicos*® como propranolol, dilticem, verapamilo,
amiodarona’’, antifingicos como fluconazol, posaconazol, itraconazol,

1819 en trasplantes, anticonvulsivos, antidepresivos,

21) )

inmunosupresores

antibiéticos, anticancerigenos®, antiepilépticos

1.3  Validacion de un Método Analitico en Fluidos Bi  oldgicos

La validacion es la evidencia experimental documentada de que un procedimiento
cumple con el proposito para el cual fue disefiado. El objetivo de validar un método
analitico es demostrar la confiabilidad de éste para determinar la concentracion de

un analito en una matriz biolégica especifica.

Todos los métodos analiticos deben ser validados en el sitio donde se haya

llevado a cabo el analisis correspondiente y para el propdsito previsto.

La validacion para la determinacion de NIF y su metabolito NOX se realizo de
acuerdo a la 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; la cual es de caracter

—
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obligatorio en nuestro pais; basada a su vez en regulaciones internacionales como
lo son la de Estados Unidos a través de la FDA? y la Europea a través de la
EMA® y la ICH Q2%

1.3.1 Definiciones

A continuacién se presentan algunas definiciones, esenciales para la comprension
de la parte experimental correspondiente a la validacion del método analitico para
la determinacion de NIF y NOX, asi como los criterios de aceptacion establecidos

en la normativa mexicana.

Una corrida analitica es el conjunto de muestras analizadas en forma continua,

bajo las mismas condiciones experimentales.

El rango o intervalo de trabajo  se define por las concentraciones del compuesto
comprendidas entre el nivel superior y el inferior, en el cual se ha demostrado que
el método es preciso, exacto y lineal. El cual debe establecerse antes de iniciar el
andlisis o estudio de acuerdo a las concentraciones alcanzadas cuando se
administra el medicamento.

Se les denomina muestras control (puntos control de calidad) a aquellas
muestras de concentracion conocida que se cuantifican durante la validacion y
corrida analitica para corroborar la validez del método analitico. Se denominan
como el Control Bajo (CB), el cual es tres veces el valor de la concentracion mas
baja del rango de trabajo, el Control Medio (CM) que corresponde
aproximadamente al 50% de la concentracion del rango que abarca la curva de
calibracion y el Control Alto (CA) que corresponde a un valor por debajo de la
concentracion mas alta en el intervalo de trabajo aproximadamente entre el 75y
80%.

La curva de calibracion es el conjunto de concentraciones que describen el

intervalo en el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

La selectividad del método se define como la capacidad de un método analitico

para diferenciar y cuantificar el o los compuestos a analizar, en presencia de otros

—
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compuestos que pudieran estar presentes en la muestra biologica o propia de ella.
La finalidad es demostrar que el analito de interés se puede identificar a pesar de

la presencia de impurezas y que éstas no le afectan.

La linealidad es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener una respuesta proporcional a la concentracién del analito presente

en la muestra.

La precision de un método analitico establece el grado de variacion entre los
resultados analiticos individuales, cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea, ya sea en el
mismo dia de analisis (repetibilidad) o en distintos dias de analisis

(reproducibilidad).

La repetibilidad expresa la precision de un método analitico en un intervalo corto
de tiempo en el cual se realizan determinaciones independientes y sucesivas de
concentraciones conocidas, bajo las mismas condiciones experimentales dentro

de un mismo laboratorio.

La reproducibilidad expresa la precisiéon de un método analitico cuando se llevan
a cabo determinaciones independientes y sucesivas, en el mismo laboratorio, pero
sometiéndose a la variacion de factores como: los dias de analisis, el cambio de
analista, el cambio de equipo de trabajo, el cambio de columna cromatografica.

La exactitud es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el

valor de referencia.

Se denomina limite de cuantificacion a la concentracion mas baja del analito,
gue puede ser identificada y cuantificada, en la matriz biolégica, cumpliendo con
los criterios de exactitud y precision establecidos en el método analitico,
considerandose asi el primer punto que conforma la curva de calibracion. De
acuerdo a la FDA la sefal propia de ésta concentracion debe ser 10 veces mayor
a la sefial ruido y de acuerdo con la EMA, la sefial debe ser 5 veces mayor a la

gue presenta el blanco.

—
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Se denomina limite de deteccibn a la concentracidon mas baja del analito que
pueda ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. De acuerdo con los
parametros que establece la FDA, el LD debe detectarse visualmente y ser 3

veces mayor que la sefal ruido, para considerarse aceptable.

El recobro (recuperacion absoluta) se define a través de la comparacion entre la
respuesta obtenida después de la extraccion del analito presente en la matriz
biolégica y la respuesta del analito en la solucidén estandar. Demuestra la eficiencia
de un método para cuantificar el analito de interés en la muestra bioldgica.

La estabilidad es la propiedad del analito por analizar, para conservar sus
caracteristicas desde el momento del muestreo hasta su analisis. Se determinan
las condiciones de temperatura y tiempo, entre otras, en las cuales el analito
conserva sus propiedades en la matriz biolégica durante su manejo,
almacenamiento y procesamiento. La muestra permanecera almacenada en
congelacion, por lo cual se requiere evaluar la estabilidad después de descongelar
la muestra en varias ocasiones, ya sea de la muestra como tal o la muestra
procesada; asi como a la temperatura a la cual se lleva a cabo su procesamiento y
mientras se encuentra dentro del equipo (autoinyector o automuestreador) y la
estabilidad de la muestra en solucion.

En el efecto de dilucion la dilucién de una muestra biologica se considera cuando
la respuesta obtenida sea mayor a la concentracion maxima que establece la
curva de calibracion, en dicho caso, la muestra en cuestion se debe diluir con el

mismo tipo de matriz biolégica, sin que ello afecte su precision y exactitud.

En el efecto de acarreo no debe presentarse acumulacién entre muestras que
son analizadas, ya que ello puede ocasionar interferencias que afecten su

precision y exactitud.

La tolerancia del método analitico se refiere a pequefias variaciones deliberadas
en ciertos pardmetros (pH, proporcién de los disolventes que componen la fase
movil, longitud de onda, velocidad de flujo, marca de la columna cromatografica,

temperatura en el horno de la columna, temperatura de las muestras, equipo) que

—

]
25 |



Capitulo 1. Marco Teérico

a pesar de ello permitan obtener resultados exactos y precisos, determinando asi

gue el método es tolerante o no a eso cambios.

1.4  Nifedipina y Nifedipina Oxidada

1.4.1 Propiedades Fisicoquimicas

NO, NO,
0 0 o) ¢
HC CH HsC CH
o ) o ° o | X o °
=
HsC N CHj HsC N CH,4
H
Nifedipina (NIF) Nifedipina oxidada (NOX)

Figura 10. Estructura quimica de la Nifedipina (NIF ) y su metabolito Nifedipina Oxidada
(NOX).

La Nifedipina (NIF) tiene como nombre IUPAC 2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-1,4-
dihidropiridina-3,5-dicarboxilato de dimetilo, siendo su férmula molecular
condensada C;7H13N2Og, correspondiente con el peso molecular de 346.3346
g/mol (Figura 10). Es un polvo amarillo altamente sensible a la luz, con un log P de
2.20 por lo tanto un compuesto liposoluble con pka de 5.33, de caracter basico,
insoluble en agua y soluble en acetona, cloruro de metileno, cloroformo, acetato
de etilo, metanol, etanol y DMSO. Su punto de fusién es 172 — 174 °C.
Identificable mediante su nuamero CAS 21829-25-4 y el cddigo ATC
CO8CA05.262728.2930 | 5 apariencia fisica de la NIF es sensible a los cambios de
temperatura, teniéndola en un inicio como un polvo amorfo, conforme se
incrementa la temperatura se van llevando a cabo transiciones, tanto exotérmicas
como endotérmicas, para dar paso a diferentes estructuras polimoérficas cristalinas
(Forma | 122°C, forma Il 163°C y forma Ill 135°C), con la finalidad de llegar hasta
la mas estable. EI cambio en la forma de los cristales de NIF ocasiona cambios en
propiedades fisico-quimicas como la solubilidad en agua, el punto de fusion, la

sensibilidad a luz y temperatura, las cuales al momento de la formulacién impactan

—
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en la calidad del producto.®! 3 33 La NIF es electroatractiva en pH de 2 a 12 y su

oxidacién disminuye al incrementar éste.®*

La vida media de la NIF depende del medio disolvente, (disolventes organicos o
plasma), asi como de la exposicion a la luz o radiacién (luz eléctrica o exposicion
solar). Al someterse a altas temperaturas, exposicién a radiacién y material de
laboratorio que permite el paso de la luz la NIF no tiene una estabilidad mayor 3.6
h, pero si se almacena en temperaturas bajas, con material ambar y bajo luz roja o

en obscuridad incrementa hasta en 50.4 h.3>3¢

La Nifedipina oxidada (NOX) es el metabolito de piridina resultado de la oxidacion
de NIF de manera metabdlica llevada a cabo por el CYP3A4 o de manera fisica
como resultado de la exposicion a radiacion UV o por el contacto con metales de
altas temperaturas (Figura 11).*>%® Su nombre IUPAC es 2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)
piridina-3,5-dicarboxilato de dimetilo, con formula condensada C;7H1N,Os a la
cual corresponde un peso molecular de 344.3187 g/mol (Figura 10); fisicamente
tiene la apariencia de un polvo color amarillo claro que funde a los 100 — 105 °C,
ebulle a 443.7 °C y debe de mantenerse almacenado en temperaturas de 2 — 8
°C. Su densidad es de 1.284 g/cm®, log P de 1.904, por lo tanto un compuesto
liposoluble, el cual es soluble en cloroformo e identificable mediante su nimero

CAS 67-035-22-7.%"*8 No presenta actividad como agente antihipertensivo.

—
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NO, NO,
(0] (0] HZO o o
H,C CHy — > H.C CH
™o ) o ® luz UV o Xy Yo7
=
HyC lil CHg o H,C N CH,
H
luz Nifedipina
Nifedipina Oxidada
NG,
(0] O
HyC CH.
3 \O | \ O/ 3
=
HC™ N7 TCH,
Nifedipina
Oxidada
Figura 11. Oxidacion de Nifedipina por accion de la luz UV y generacion de Nifedipina

Oxidada. *

1.4.2 Farmacocinética

En administraciones orales la NIF se absorbe rapidamente a través del tracto
gastrointestinal, principalmente en el yeyuno, en un 90%; siendo asi su
biodisponibilidad del 60 al 70 %, la cual depende de las diferencias
gastrointestinales y la forma farmacéutica administrada.***° Se une a proteinas
plasmaticas del 92 a 98 %. Tiene una vida media bifasica para las presentaciones
de liberacién inmediata, la primera de 90 a 120 min y la segunda de 5 horas, en
presentaciones de liberacion controlada la primera vida media va de 2.5 a 5 horas

y la segunda de 6 a 12 horas.

Para una dosis de 10 mg de NIF administrada de manera Unica en tableta de
liberacion inmediata (LI) y en tabletas de liberacién prolongada (LP), se obtuvieron
los siguientes parametros farmacocinéticos: volumen de distribucién (Vd) 0.78 £
0.22 L/Kg, (Cl) depuracion 7.0 £ 1.8 mL/min/Kg, (tmax) tiempo maximo LI 0.5 £ 0.2
h, LP ~ 6 h y concentracion plasmatica maxima (Cnax) en LI 79 £ 44 ng/mL y en LP
35 + 49 ng/mL.*® En articulos que desarrollan estudios de farmacocinética y
bioequivalencia la relacion entre los parametros farmacocinéticas mencionados

anteriormente se mantiene sin mayores variaciones.3%404118:42.43

—
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La NIF inicia su metabolismo en el intestino delgado 30 minutos después de su
administracion, posteriormente lo continua extensivamente en el higado mediante
el CYP450, en especifico por el CYP3A4 y las isoenzimas CYP1A2 y CYP2AG;
hasta obtener metabolitos inactivos solubles en agua, los cuales corresponden al
60 - 80% de la dosis inicial administrada, eliminados asi a través de la orina en un
80% y un 0.1% de la NIF inalterada; una pequefia porcion se excreta en las heces
(15%).%

La NIF se metaboliza mediante una deshidrogenacion oxidativa hacia
dihidronifedipina (NOX), una nueva oxidacion provoca la escision del éster del
acido carboxilico dando asi paso al metabolito de la piridina (M Il), siguiendo con
el metabolismo una hidroxilacion dando paso al siguiente hidroximetil metabolito
(M 1I1). ElI metabolito de lactona se forma a partir de NOX por accion del pH y la
temperatura (20 min a 95 °C a pH 5.0) debido a una oxidacion en el grupo 2-metil
con la subsecuente pérdida de agua (M V). Del 5 al 10% de la dosis inicial de NIF

se convierte en M IV in vivo.*

Nifedipina Nifedipina Oxidada Oxidacion
NO, NO,
o o OH - o) o)
e \ § %%B&M MO ‘ N
HoC ‘ N/ © HsC N CH,OH
M IV Ml

Figura 12. Esquema metabdlico de la Nifedipina. ~ *°

—
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La NIF es el arquetipo de las dihidropiridinas bloqueadoras de canales de calcio,
se emplea como base para investigar la actividad de CYP3A4 en humanos y

animales, in vivo e in vitro.*

1.4.3 Farmacodinamia

La NIF se une directamente y de manera especifica a los canales inactivos de
calcio tipo L (CaV1.1-CaV1.3), estabilizando esta conformacién, evitando asi la
entrada del i6n Ca*? a las células cardiacas y de musculatura lisa vascular. Se
altera la formacion del complejo calcio-calmodulina, evitando asi la estimulacién
de las cinasas de cadena ligera de miosina, bloqueandose la interaccion entre la

actina y miosina, dando como resultado la relajacién vascular.®

La disminucién intracelular de Ca*? produce diversos efectos en el sistema
cardiovascular como: disminucion de la contractibilidad cardiaca, dilatacion de las
arterias y arteriolas coronarias, dilatacion de los vasos periféricos; reduciendo asi
la resistencia vascular periférica total y la presion arterial, en consecuencia la
poscarga, lo cual a su vez incrementa el reflejo de la actividad simpética cardiaca.
El efecto final es una disminucion en el consumo de oxigeno por parte del

corazon.*®

1.4.4 Usos Terapéuticos y Dosis

Las concentraciones terapéuticas de la NIF en plasma van de 10° a 10° M, es

35,47

decir de microgramos (ug) a nanogramos (ng)”>"', en un intervalo mas establecido

van de 25 — 100 ng/mL.%®

La NIF es un vasodilatador periférico potente que no disminuye el automatismo del
nddulo SA, produciendo asi cierta taquicardia refleja. La actividad taquicardia
refleja tiende a negar los efectos ionotropicos negativos.

Esta aprobada para el tratamiento de:

» Hipertension arterial
» Terapia cerebrovascular

» Espasmos de diversos origenes

]
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* Angina de pecho, vaso espastica y estable

» Crisis hipertensiva

* Migraha

¢ Sindrome de Renauds

Tabla 3. Compilacion de la administracion de Nifedi

pina en diversos padecimientos.

26, 27, 28

Forma farmacéutica

Tabletas de liberacion

inmediata *

Tabletas de liberacién

prolongada **

Cépsulas de gelatina

blanda

Dosis Administracion Padecimiento
30 mg Una tableta al dia Angina de pecho
estable y crénica
60 mg Una tableta al dia Hipertension arterial
sistémica
Angina de pecho
30 mg Una tableta al dia cronica estable
(angina de esfuerzo)
Angina vasoespastica
30,60y 90 mg Al dia Hipertension
1 capsula 3 veces al dia
2 capsulas x 3 veces a Antianginosos ***
dia
10 mg 1 capsula cada 8 h via
sublingual
1 capsula 3 veces al dia Antihipertensivos
2 capsulas x 3 veces a
dia
20 mg 2 capsulas via sublingual Crisis hipertensivas

* La dosis se podra incrementar en forma escalonada hasta un total de 120 mg una vez al dia, de

acuerdo a la gravedad de la enfermedad y a la respuesta del paciente. ** El incremento en la dosis

se puede realizar a lo largo de un lapso de 7 a 14 dias, con dosis de 60 mg en una sola toma,

hasta un maximo de 90 mg. *** Se administra con un intervalo no menor a 2 h entre cada toma, la

capsula se puede masticar.

—
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1.4.5 Reacciones Adversas

La NIF es un potente vasodilatador que se emplea en un amplio intervalo de
edades que va de adultos menores de 50 afios hasta aquellos mayores de 80. Lo
cual constituye un largo tiempo de exposicion al farmaco en el cual se pueden
presentar reacciones adversas a éste. Dentro de las reacciones adversas mas

comunes asociadas a la NIF se encuentran:**®

* Hipotension

* Dolor de cabeza
* Edema periférico
» Salpullido en piel
* Mareos

» Irritabilidad

La administracion de NIF no suele ser de manera Unica, por lo cual en el
desarrollo de una terapia puede presentar interaccion con los otros farmacos

provocando asi los siguientes cambios en su farmacocinética:

* Incremento de la Cnax y €l ABC: Otros bloqueadores de canales de calcio
(Diltiacem).

* Incremento de efectos adversos: Los inhibidores de la ECA (Benacepril), los
B-blogueadores (Timolol) y antibiéticos (Treprostinil) incrementan el efecto
hipotensor de la NIF, antibiéticos (Telitromicina) disminuye el aclaramiento
de NIF.

* Incremento de la toxicidad: Motilidad gastrointestinal (Cisaprida) y
Antineopléasicos (Imatrinib).

* Induccién del CYP3A4: Antivirales (Etravirina y Tipranavir), Antituberculosos
(Rifampicina, Barbitdricos (Amobarbital), Carbamacepina, Barbitaricos
(Tiopental) y Antidepresivos disminuyen las concentraciones de NIF.

e Inhibicion del CYP3A4:. Otros bloqueadores de canales de calcio
(Verapamilo), antisecretores (Cimetidina), antibioticos

(Quinupristina/Dalfopristina), antivirales (Ritonavir), Parasimpaticomiméticos
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(Tacrina), antifungicos (Voriconazol y Ketoconazol) y hierba de San Juan,
incrementan las concentraciones plasmaticas de NIF.

* Accion de la NIF sobre otro farmaco

En cuanto a los alimentos, se debe evitar concomitantemente con alcohol, ya que
se ve incrementado el efecto hipotensor de la NIF*® y otros tipos de licor; asi como
con la toronja en cualquiera de sus presentaciones (fruta entera, jugos, infusiones,
cascara) y la hierba de San Juan,®® ya que éstas inhiben el CYP3A4, lo que
incrementa las concentraciones séricas hasta un nivel toxico. Se puede consumir
con alimentos preferiblemente bajos en grasa, ya que no se ven afectadas las

concentraciones plasmaéticas terapéuticas requeridas.>

1.4.6 Toxicidad

Aunque el riesgo de muerte por una sobre dosis de NIF no es tan alto como el que
presenta el verapamilo y diltiacem, se puede presentar, preferentemente en nifios
y ancianos, los cuales son mas propensos a llegar a concentraciones toxicas; en
el caso de los adultos mayores debido al cambio que sufre la farmacocinética de la
NIF y por lo tanto la disminucién en su aclaramiento.*®>? En tabletas de LI se
alcanzan concentraciones sistémicas elevadas debido a la rapida liberacion de

NIF, la cual satura el higado ya que es mas de lo que éste puede metabolizar.*

Una sobre dosis depende de la edad y género del paciente, en nifios (70 mg/kg),
hombres (105-143 mg/kg) y mujeres de (6-31 mg/kg) diferentes dosis de NIF
administradas via oral puede desencadenar efectos téxicos generando los

siguientes sintomas:

* Pérdida de conciencia
* Arritmias cardiacas

» Acidosis metabolica

* Hipoxia

» Shock cardiogénico

» Edema pulmonar

» Disminucion en la presion cardiaca

—
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e Cardiomiopatia
* Infarto

» Hiperglicemia
* Psicosis

* Alucinaciones

* Nauseas

* Vomito

« Somnolencia

La liberacion inmediata de la NIF de la forma farmacéutica que la contiene, en
especial de tabletas, genera una rapida disminucion en la presion sanguinea y por
lo tanto hipotermia, la cual en este caso es de corta duracidon, para las de
liberacion retardada el efecto tiene un lapso mas prolongado de tiempo; aun asi
estas presentan menos efectos adversos.*

La NIF al ser muy sensible a descomposicién (oxidacién) por accion de la
radiacion o luz natural a partir de una transferencia electrénica intramolecular
genera su metabolito inactivo NOX, el cual se ha demostrado es toxico, al igual
gue el farmaco del cual provienen, en estudios in vivo para diferentes sistemas
biolégicos. Los reportes de reacciones adversas para la piel en cuanto a uso de
NIF son escasos, aun asi ocurren debido a la acumulacién de éste y su
metabolito, asi como de otras 1-4-dihidropiridinas, en los tejidos debido a su
caracter lipofilico, lo cual incrementa las reservas y por lo tanto la toxicidad. La
generacion de NOX se lleva a cabo por medio de la exposicion a la radiacion
natural, aun asi se esta protegido gracias al plasma y células sanguineas que
actGan como un filtro limitando la oxidacion de la NIF.>3>*

Las especies fotoinducidad de NIF provocan fototoxicidad al contacto con la piel
provocando la presencia de vasculitis, edema eritematoso en piernas y
eritromelalgia, se requiere una concentracion mayor a la terapéutica para llegar a

presentar dichos sintomas.**

—
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La NIF debido a su estructura molecular, en especifica al NO, en posicion orto en
el anillo, se degrada rapidamente y previene la formacion del oxigeno singulete, lo
cual provee le estabilidad y un alto caracter antioxidante, protegiendo asi el
sistema biolégico. Aunque la NIF no tiende a genera por si misma el radical
oxigeno, otras 1-4-dihidropiridinas almacenadas en los tejidos si lo generan,
incrementando asi las concentraciones de éste y desencadenando un dafio al
cuerpo.” Lo cual podria explicar la razén de porque con una menor dosis las
mujeres presentan sintomas de toxicidad, todo ello debido a que presentan una

mayor proporcion de grasa corporal con respecto a los hombres.

1.5 Métodos Analiticos para la Extraccion de NIFy ~ NOX

Se han desarrollado varios meétodos analiticos para determinar NOX y NIF
principalmente mediante HPLC-MS, HPLC-UV, CG vy otros sistemas de deteccion
(Tabla 4) y de manera especifica por UV (Tabla 5).

Son mas los articulos en los cuales se cuantifica solamente la NIF, con diversos
métodos de extraccion y deteccién como MS *?*°, CG, voltamperometria®**®, CG-
MS 6162y yy 366364.656667.6869  En |3 siguiente tabla solo se exponen algunos en

los cuales la cuantificacion se realizo por UV.

—
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Tabla 4. Compilacion de los métodos analiticos rep  ortados en la literatura para extraer y

cuantificar Nifedipina Oxidada y Nifedipina en pla  sma.>®>"%%%8

Matriz . Sistema de Columna - Condiciones Rango de Estandar
s Procesamiento de la muestra P . Fase movil o . .
biolégica deteccion cromatografica cromatograficas trabajo interno
Velocidad de 1
. . 0.5a 100
flujo mL/min
ng/mL
Extraccion solida empleando LiChroCart (125 x Acetato de Volumen de Butil 4-
1.20 mLde 4 mmD.l) . ) - 100 pL LC .
lasma precolumna preempacadas con Masas amonio al inyeccion aminobenzoa
P Superspher 100 RP-18 (4 um) y 50 Mm / to
. Precolumna NIF 0.24
cartuchos LiChrospher 100 RP-18 (MS) . Metanol Temperatura R (Butamben)
(5um) de Merck LiChroCart (4 x 4 50:50 v/v de columna 35°¢ ng/MI Aldrich
" ’ mm DI) Merck ’
T NOX 0.26
emperatura 18°C ng/mL
de muestras
Velocidad de 1 2-400
flujo mL/min ng/mL
Extraccion liquido-liquido Buffer de o o
1.0mLd -Hi i
M-C€ | 1.0mLdeplasma +0.5 mL de NaOH uv MOS-Hipersil 100 | acetatos inyeccion 200 ut o
plasma mm, DI 2.8 mm (0.05 M pH Nitredipina
1M + 150 ng de El +5 mL de NIF 2
. 0D 6.35mm (5 4.0)/ (Bayer)
diclorometano/pentano (3:7) v/v, se A238 nm . ng/mL
um) Acetonitril
evapora a sequedad a una 0 7:5 Vv T ¢
temperatura de 40°C. ’ emperatura 25 °C
de columna
i6n liguido-liguid Velocidad de 2
Extraccion liquido-liquido flujo mL/min
0.5 mL de plasma + 20 L de la SE de Metanol/a Volumen de
0.5 mLde NIF + 20 pL de la SE de DNIF + 20 pL ) ) gua (con ) - 10 pL
Masas Hipersil BDS Cig inyeccion
plasma de El, se mezcla en vortex y se 1%de 0.5-100 . .
. 2.1 X50 mm ID (5 L. Nitredipina
agregan 2 mL de la mezcla éter/n- (MS) m) acido T " ng/mL
hexano (3:1) v/v. K férmico) dempelzra ura 25 °C
80:20 v/v e columna
Se somete a evaporacion a sequedad T
en atmésfera de N, a 45 °C. emperatura 4°C
de muestras
Gases Velocidad de 60
Extraccion liquido-liquido flujo mL/min
0.5 mLde (CG) Columna capilar NOX 0.5 -
plasma 0.5 mL de plasma + 500 pL de EI + 200 de30cmx0.53 o Volumen de 100 ng/mL . -
uL de Buffer de TRIS (20 mM pH 9) +1 | detectorde | mm DIy (2.65 Nitrogeno inyeccion u NIF 1.0 - Nitredipina
mL de tolueno. se transfiere la fase captura de um) 200 ng/mL
orgdnica (400 pL) a un vial. electrones Temperatura R
.63 300°C
Ni de columna
Metanol/ Velocidad de 1.2
C.s Novapack 150 Acetatq de flujo mL/min
x 3.9 mm DI, (4 amonio
La NIF se obtuvo de Merck y la NOX uv um) (0.0aM)/A ' Temperatura | ) .. 0-1000 N
) L A cetonitrilo/ de columna Imipramina
se sintetizé en el laboratorio. L ng/mL
A 230 nm Trietilamin
Precolumna Cyg
Novanack a 2:2:1:04 T ¢
p /v pH emperatura 4°C
710 de muestras

—

]
36 |




Capitulo 1. Marco Teérico

Tabla 5. Compilacién de los métodos analiticos repo

Nifedipina y cuantificarla mediante deteccion UV.

70,71,40,43,72

rtados en la literatura para extraer

Matriz Procesamiento de la Longitud Columna Fase Condiciones Rango de Estandar
biolégica muestra de onda analitica movil cromatogréficas trabajo interno
- Velocidad 15
Acetonitril ) :
Ultrasphere ODS | o/metanol/ de flujo mL/min
Volumen
Modelo 256-06 Buffer de de 30 uL
1.0 mL de Extraccion sélida Altex-Berkeley CA fosfatos inveccion H 0.4 - 400 11-
: lasma empleando cartuchos 235 nm 94710 (10 Ter¥1 Sratur ng/mL Ketonroes
P “Bond-EIut’ Cys N| 15x 4.6 mm DI, | mmol/L pH ap o 50°C LD N ef’o ng
607101 con tamafio de 6.1) columna 0.4 ng/mL
particula de (5 25/20/55 Temperatur
um). VIviv ade 4°C
muestras
Velocidad 1.0
Extraccion liquido- de flujo mL/min
liquido Hypersil BDS-Cig Volumen
1 mL de plasma s + 30 250 x 4.6 mm DI de 50 pL
1.0 mL de uL de EI + 4 mL de (5um) Agua/meta inyeccién 1}? 7580 Cg;b?rr]'r;a-
plasma diclorometano/hexano 240 nm Precolumna nol 45:55 | Temperatur 9 P
) o LD (1 pg/mL)
70/30 viv. La fase Hypersil BDS-Cig viv ade 25°C
P 1.5 ng/mL en metanol
organica, se evapora a 10 x 4 mm DI columna
sequedad en atmésfera (5um) Temperatur
de N,. ade 4°C
muestras
- Velocidad 12
e Acetonitril de flujo mL/min
Extraccion liquido- o/Metanol/
P Volumen
liquido Supelcosil LC-18 Agua de 80 L
1.0 mL de plasma + 100 35:17:48 ) L 10 -200 .
1.0 mL de 15cm x 4.6 mm inyeccion Diazepam
plasma WL de NaOH 1M + SmL 240 nm DI. (5 ym) VIV, Temperatur ng/mL (1 pg/mL) en
de dietileter, se agitd en Precc;lumna del ajustado a ade 25 °C LC metanol
vortéx, la fase organica . ) un pH de 3 ng/mL
. mismo material columna
se evaporoé a sequedad 3.8 con T
en atmosfera de N. acido empgratur
fosférico. aade
muestras
Velomd_ad 1 mL/min
de flujo
Volumen
Partisil ODS-3 250 de 100 pL 5_ 400
1.0 mL de Extraccioén soélida x 4.6 mm DI (5 Acetonitril inyeccién .
ng/mL Nitredipina
plasma empleando cartuchos 238 nm pm) olagua Temperatur LC (300 ng/mL)
Bond Elut ciano Precolumna 60:40 viv ade 25°C 9
5 ng/mL
20 x 2 mm DI columna
Temperatur
ade 18°C
muestras
Velocidad 0.5
de flujo mL/min
Symmetry Cig Acetonitril Volumen
150 mm x 4 mm o/ buffer de
500 pL de Extraccién sélida DI, (5 pm) de inyeccion 2-200 Nitredinina
plasma empleando cartuchos 338 nm precolumna de las fosfatos Temperatur ng/mL P
de 10 mm x 2 mm DI mismas (13 mM) ade
caracteristicas pH7 columna
WATERS 65:35viv | Temperatur
ade
muestras
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CAPITULO 2 MATERIAL Y METODOS

Lo correspondiente a la parte experimental comprende dos etapas, el desarrollo
del método analitico, en el cual se buscaron las condiciones Optimas para la
extraccion y cuantificacion de NOX y NIF y la validacion del método en el cual se

determina mediante varias pruebas que éste es seguro, exacto y preciso.

2.1 Material, Reactivos, Equipos e Instrumentos

Material

» Frascos de polipropileno con tapa de rosca con capacidad de 30 y 125 mL
* Matraces aforados de 10 mL, 25 mL y 100 mL

* Pipetas Pasteur

» Vasos de precipitados de 100 mL

* Tubos de vidrio con tapa de rosca 13 x 100 mm

* Tubos de vidrio 13 x 100 mm

* Combitips de 1=50 pL, 1=100 pL, 1=0.5mLy 1=1 mL

* Viales de alto recobro con tapa

* Gradillas

» Espatula

» Frascos de vidrio KIMAX® de 50mL, 500 mL, 200 mL y 1000 mL
» Puntas de plastico para Micropipetas

» Agitador magnético

* Membranas de filtracion Nylon de 0.45 ym marca Waters

Equipos e instrumentos

» Micropipetas marcas Eppendorf y BIOHIT de capacidad 2-20 uL, 20-200 pL
y 100 -1000 pL

» Micropipeta repetidora marca Eppendorf

* Balanza analitica marca SCIENTECH ® SA 80

» Congelador marca TORREY

]
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e Centrifuga refrigerada marca Thermo Electronic Corporation, modelo
Sorvall LEGEND MACH 1.6R

» Ultra congelador REVCO (Kendro Laboratory Products Ashecille NC USA)

» Evaporador de solventes marca CALIPER con corriente de N, grado
medicinal

» Agitador Vortex Genie-2 (Scientific Industries)

» Equipo de filtracion

* Bomba de vacio

« Campana de extraccion

 Equipo para la obtenciébn de agua desionizada: equipo Mili Q (Merck,
Darmstadt, Alemania)

* Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion modelo Alliance 2695 marca
Waters
Detector UV-VIS modelo 2487 marca Waters

» Software Empower — Pro Build 1154 Waters

Reactivos

» Agua desionizada

Obtenida del equipo Mili Q (Merck, Darmstadt, Alemania)
» Acetonitrilo

Cloruro de metilo CH3CN

Grado HPLC (J.T. Backer, E.U.A)
* Metanol

Alcohol metilico CH3OH

Grado HPLC (MERCK, Darmstadt, Alemania)
* Metil terbutil éter

2-metoxi-2-metilpropano (CH3)3sOCHj;

Grado HPLC (J.T. Backer, E.U.A)
» Cloruro de sodio- cristal (NaCl)

J.T. Backer E.U.A

Pureza 99.7%

—
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e Hidroxido de sodio — Perlas (NaOH)
Bajo en carbonatos — Pureza 98.2%
J.T. Backer E.U.A

Sustancias de referencia

* Nifedipina
Proporcionada por Sigma Aldrich
Pureza > 98%

* Nifedipina oxidada
Proporcionada por Sigma Aldrich

Pureza ~ 95%

2.2 Preparacion de Soluciones

> Fase movil

La fase movil estuvo constituida de agua desionizada, metanol grado y acetonitrilo
grado cromatografico, los cuales previamente se filtraron a través de una
membrana de 0.45 ym y se desgacificaron. La mezcla fue realizada por el equipo

en proporciones de 45:25:30 v/v/v respectivamente.
» Solucion de dilucion

Estuvo constituida por una mezcla de agua desionizada y metanol grado
cromatogréafico (50:50) v/v. Se prepard0 en un frasco de vidrio (de 100 mL),
mezclando 50 mL de agua desionizada y 50 mL de metanol, posteriormente se
agitd vigorosamente, se filtr6 a través de una membrana de 0.45 pym y se
desgasifico empleando el sonicador durante 5 minutos. Esta solucion se empled
para aforar las soluciones estandar de ambos analitos, como blanco de reactivo,

en el blanco de plasma y como solucion para reconstituir.

]
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> Soluciéon de NaOH 1M

Se pesaron 2.036 g de hidréxido de sodio en perlas (NaOH), se transfirieron a un
vaso de precipitados de 100 mL y se disolvié con aproximadamente 10 mL de
agua desionizada mediante agitacion continua en una parrilla, se transfiri6 a un
matraz aforado de 50 mL, se llevé al aforo, se agitoé vigorosamente y se almaceno

en un frasco de vidrio con tapa.
» Solucion saturada de NacCl

Se colocaron en un vaso de precipitados 100 mL de agua desionizada,
manteniendo agitacion constante por medio de la parrilla, se agregd poco a poco
el cloruro de sodio cristal (NaCl) con la espatula hasta que éste no se disolvié,
posteriormente se transfirié a un frasco de polipropileno y se almacend.

» Solucion estandar (A) de Nifedipina

Se peso el equivalente a 10 mg de NIF, se trasfirié a un matraz volumétrico de 100
mL ambar, y se disolvi6 con metanol grado cromatogréafico, posteriormente se
aford, se agito vigorosamente y se transfirié a un frasco de polipropileno (125 mL),
el cual se almacend en refrigeracion de 2 — 4°C, protegido de la luz. La

concentracion final fue de 100 ug/mL NIF.
» Solucion estandar (B) de Nifedipina

La solucién se preparé tomando una alicuota de 500 pL de la solucién estandar A
de NIF (100 pg/mL) empleando para ello una micropipeta, se transfirio a un matraz
volumétrico de 10 mL &mbar, se llevo al volumen de aforo con la solucién de
dilucion, se agitd vigorosamente y finalmente se transfirid en su totalidad a un
frasco de polipropileno (30 mL), el cual se almacend en refrigeracion 2 — 4°C

protegido de la luz. La concentracion final fue de 5 yg/mL NIF.
» Solucion estandar (1) de Nifedipina Oxidada

Se peso la cantidad contenida en el vial (2.2 mg), la cual se transfirio a un matraz

volumétrico de 50 mL, se disolvié con metanol grado cromatogréfico; se llevo al

—
o
[Ny

| S—



Capitulo 2. Material y Métodos

aforo, se agitd vigorosamente y se transfirio en su totalidad a un frasco de
polipropileno (125 mL), el cual se almacend en congelacion a (— 20 £ 5°C)

protegido de la luz. La concentracion final fue de 41.8 pg/mL NOX.
» Solucion estandar (1) de Nifedipina Oxidada

La solucion se prepar6 tomando una alicuota de 2 990 uL de la solucion estandar |
de NOX (41.8 yg/mL) empleando para ello una micropipeta, se transfirio a un
matraz volumeétrico de 25 mL ambar, se llevé al volumen de aforo con la solucion
de dilucion, se agité vigorosamente y se transfirio en su totalidad a un frasco de
polipropileno (30 mL), el cual se almacend en refrigeracion de 2 — 4°C, protegido

de la luz. La concentracion final fue de 5 yg/mL NOX.

2.3 Desarrollo del Método Analitico

Se realiz6é una revision bibliografica a partir de la cual se seleccionaron métodos
similares para determinar ambos analitos, asi como sus caracteristicas
fisicoquimicas (solubilidad, pka, estructura quimica, etc.) y farmacocinéticas (Cmax,
tmax, ABC, ti»,) que pudieran ser de utilidad en el establecimiento de las
condiciones cromatograficas y de extraccion adecuadas para conformar el método

analitico.

Se inicio el desarrollo del método para cuantificar NOX y NIF empleando columnas
Cis y como FM una mezcla de agua/metanol/acetonitrilo en diversas proporciones,
hasta lograr separar los picos correspondientes a los analitos de estudio. Para
lograr la deteccién en UV se probaron dos longitudes de onda (235 y 270 nm) de
las cuales se tenia referencia previa en la literatura, se eligié aquella en la cual la
sefial registrada fue de mayor intensidad. Para determinar el volumen de
inyeccion, la temperatura de la columna y la velocidad de flujo se realizaron
multiples pruebas hasta obtener aquellos pardmetros que permitieran obtener la
mejor sefial de los picos cromatogréficos de los analitos.

Una vez que las condiciones cromatogréficas quedaron definidas se prosiguié a

optimizar el proceso de extraccion, el cual se inicid en base a lo propuesto por la
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literatura (Tabla 4 y 5). Tomando en consideracion los reactivos con los cuales se
contaba y el método propio de extraccion se tomo6 como base el siguiente proceso
esquematizado, al cual posteriormente se le realizaron modificaciones para
obtener el mayor recobro posible. El procesamiento de la NIF y NOX se debe
llevar a cabo en todo momento bajo luz roja y a una temperatura de 15 + 5°C, para

evitar que los analitos se degraden.

2.4Parametros de Validaciéon del Método Analitico

¥ Selectividad

La selectividad del método se evalué por medio del “pool” de plasma, el cual
mediante un analisis previo no se observaron picos que interfirieran con la elucion

de los analitos.

El método debe ser capaz de discriminar entre los analitos de estudio y otras
interferencias propias de la matriz biologica, por ello se evaluaron en muestras
blancos por duplicado plasma hemolizado, plasma lipémico y plasma con heparina

(anticoagulante contenido en los tubos de muestreo).

De igual manera para descartar la existencia de interferencias entre los analitos de
estudio y farmacos de uso comun, se evaluo la influencia de la cafeina, ibuprofeno
y acetaminofén; para ello se prepararon soluciones estandar de 1 mg/mL de cada
uno. Basandose en la Cnax de cafeina 20 pg/mL, acetaminofén 20 uyg/mL e
Ibuprofeno 60 pg/mL; se realizaron muestras por duplicado en las cuales el

plasma libre de farmaco se cargd con cada solucion estandar.

En el caso de las muestras lipémicas y hemolizadas cargadas, no deben
presentarse interferencias con los tiempos de retencion de los picos
correspondientes a los analitos de estudio y la respuesta de éstos no debe
presentar variacion mayor al 15% en comparacion con las muestras cargadas en

plasma normal

» Criterios de aceptacion: En caso de que se presente una sefial en la mezcla

de los plasmas que conforman el blanco, ésta no debe exceder el 20% con

—
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respecto a la respuesta que presente la concentracion mas baja del o los

analitos de estudio.
¥ Linealidad

La curva de calibracion para cada analito se establecié en base a la concentracion
plasmética de la Nifedipina y su metabolito NOX, en un rango de concentraciones
gue va de 30 a 800 ng/mL para NIF y de 10 a 100 ng/mL para NOX.

> Linealidad de Sistema

Para evaluar la linealidad en sistema se corrieron 6 curvas de calibracion en
solucion, preparadas de acuerdo a las concentraciones establecidas en las tablas
9y 10; en el vial se colocaron 50 uL de la solucién estandar de NIF, 50 uL de la
solucion estandar de NOX y 25 pL de la solucion de dilucion. Se inyectaron por

sextuplicado 10 L al cromatografo.

* Criterios de aceptacion: Una vez elegida la ecuacion lineal (ponderacion) que

describa de mejor manera la relacion entre la respuesta proporcionada por el
equipo y la concentracion del analito de estudio, el coeficiente de regresion debe
ser mayor o igual al 0.99, el error relativo a la regresion no mayor al 2%, y el

coeficiente de variacion para la regresion debe ser menor o igual al 3%.
» Linealidad de Método

Para evaluar la linealidad se procesaron e inyectaron 6 series independientes de
curvas de calibracion en plasma, en el rango de concentraciones establecido en la
Tabla 10 para NIF (30 — 800 ng/mL) y NOX (10-100 ng/mL).

* Criterios de aceptacion: Una vez elegida la ecuacion lineal (ponderacion) que

describa de mejor manera la relacion entre la respuesta proporcionada por el
equipo y la concentracion del analito de estudio, el coeficiente de regresion debe
ser mayor o igual al 0.99 y la diferencia entre los valores de la concentracién

recuperada y el valor nominal en términos porcentuales, no debe exceder al 15%
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para cada nivel de concentracion, a excepcion del LC en el cual no debe de ser

mayor al 20%.
& Precision

La precision del método analitico se evalu6 mediante los parametros de
repetibilidad y reproducibilidad.

> Repetibilidad

Para evaluar la repetibilidad se proces6 y corrid una curva de calibracion en
método y el sextuplicado de los puntos control en sus tres niveles de
concentracion para NIF y NOX (Tabla 10). Se cuantificaron los controles el mismo
dia y de los resultados obtenidos se calculé el promedio, desviacion estandar y

coeficiente de variacion de cada nivel de concentracion recuperada.

* Criterios de aceptacion: El coeficiente de variacion no debe exceder del 15%

para cada uno de los niveles de concentracion evaluados.
» Reproducibilidad

La reproducibilidad se evalia mediante el andlisis de una curva de calibracion y el
duplicado de los puntos control en plasma para NIF y NOX (Tabla 10), realizado
en tres dias consecutivos. Del duplicado de controles, en los tres niveles de
concentracion, realizado en los tres dias de andlisis se calcula el promedio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion en cuanto a la cantidad

recuperada con respecto al valor nominal.

* Criterios de aceptacion: El valor del coeficiente de variacidn no debe exceder el

15% en cada uno de los niveles de concentracion evaluados.
¥ Exactitud

Para determinar si el método es exacto se obtuvo el valor promedio de las

determinaciones de cada nivel de concentracion que comprenden los puntos
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control, de las pruebas de repetibilidad y reproducibilidad realizadas

anteriormente.

* Criterios _de aceptacion: El valor promedio de la desviacion relativa de las

determinaciones realizadas se debe encontrar entre el + 15% con respecto a su

valor nominal en cada nivel de concentracion.
¥ Recobro

El porcentaje de recobro se define a partir de la comparacién entre la respuesta
gue se obtiene del analisis de los puntos control en sus tres niveles de
concentracion en Sistema, inyectados por sextuplicado y el sextuplicado de los
puntos control en Método, preparados, procesados y analizados el mismo dia para

NIF y NOX (solucion vs extraccion).

* Criterio_de aceptacion: El recobro no es necesario que sea del 100% pero si

debe de ser constante, preciso y reproducible en los niveles de concentracion para

cada analito.
¥ Limite de cuantificacién

El LC que constituye el primer punto de la curva de calibracion para NOX (10
ng/mL) y NIF (30 ng/mL), se procesé e inyectd de manera independiente por

sextuplicado.

* Criterios de aceptacién: El valor promedio de las determinaciones realizadas se

encuentra dentro del + 20% con respecto a su valor nominal. La sefial propia del

LC, debe ser 10 veces mayor a la que presente el ruido.
# Limite de deteccién

Para el LD se prepararon soluciones estandar tanto para NIF como para NOX de
acuerdo con la tabla siguiente, en la cual se detalla la alicuota que se requirio, asi
como la concentracion de la solucion y la concentracion final en el plasma. Se

procesaron y analizaron por quintuplicado.
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Tabla 6. Preparacion de las soluciones estandar de Nifedipina Oxidada y Nifedipina para el Limite de
Deteccion

Alicuota Alicuota Concentra | Concentra | Alicuot Concentracio Concentraci6
Analit de la SE de la SE cion de la cion de la a2 de n de NOX en n de NIF en
de NOX de NIF SE de NOX | SE de NIE NOX y 500 pyL de 500 uL de
[5 pg/mL] [5 pg/mL] (ng/mL) (ng/mL) NIF (uL) plasma plasma
(L) (HL) 9 9 H (ng/mL) (ng/mL)
NOX 100 | @ - 50 | @ - 50 5 0 -
NIF | e 300 | - 150 50 | @ - 15

* Criterio de aceptacion: La sefial debe ser detectable y 3 veces mayor con

respecto a la que presente el ruido.
¥ Efecto de dilucién

Se proceso y corrié por triplicado muestras con una concentracion mayor (NOX
150 ng/mL y NIF 1000 ng/mL) al punto mas alto de la curva de calibracion (NOX
100 ng/mL y NIF 800 ng/mL), con la finalidad de cuantificarlas de manera
reproducible y repetible. Para ello se coloc6 en un tubo de vidrio con tapa de rosca
60 uL de la solucién Il de NOX (5 pg/mL) y 20 pL de la solucion A de NIF (100
pMg/mL), posteriormente se adiciond 1920 pyL de plasma libre de farmaco, para

completar un volumen total de 2 mL; se agito durante 15 s en el vortex.

Se dosificdé en cada uno de los tres tubos con tapa de rosca 250 pyL de plasma
cargado y se adicionaron 250 uL de plasma libre de farmaco para un volumen de
500 L totales.

* Criterios de aceptacion: El coeficiente de variaciéon obtenido de las tres

inyecciones no debe ser mayor al 15% de desviacion con respecto al valor

original.

¥ Tolerancia

» Cambio en las proporciones de los componentes en la FM (x 2% de ACN)

Se proceso una curva de calibracion y el triplicado de puntos control, en los tres

niveles de concentracion. Las muestras se inyectaron de acuerdo con las
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condiciones normales de trabajo (Tabla 7), posteriormente las mismas muestras
se reinyectaron realizando los cambios en la proporcion de ACN que conforma la
FM (£ 2%) de éste. Finalmente se cuantificaron y se compard la respuesta
obtenida de las muestras sometidas al cambio de FM y las muestras en

condiciones normales.

* Criterios de aceptaciéon: Las respuestas obtenidas al realizar cada uno de los

cambios, en promedio no deben sobrepasar el 15% de desviacion con respecto al

valor original, es decir el obtenido sin que se hayan realizado cambios en la FM.
» Preparacion de la Fase Movil

Se prepard de manera directa la FM, mezclando en un frasco de vidrio 450 mL de
agua desionizada, 200 mL de metanol grado cromatografico y 300 mL de
acetonitrilo grado cromatogréfico, se agité vigorosamente la mezcla y finalmente

se filtré al vacio a través de una membrana de 0.45 um.

Se proceso una curva de calibracion y el triplicado de los puntos control, en sus
tres niveles de concentracion. Las muestras se inyectaron en condiciones
normales de trabajo (Tabla 7), es decir con la FM suministrada por el
cromatografo; posteriormente las mismas muestras se reinyectaron realizando la

corrida con la FM preparada de manera directa en el frasco de vidrio.

* Criterios de aceptacion: Las respuestas obtenidas al realizar cada uno de los

cambios, en promedio no deben sobrepasar el 15% de desviacion con respecto al

valor original, es decir el obtenido sin que se hayan realizado los cambios.
¥ Estabilidad

Se determinan las condiciones de temperatura y tiempo a las cuales NIF y NOX

conservan de manera inalterada sus propiedades en la matriz biol4gica.
» Estabilidad en solucién

A partir de las Soluciones estandar de los analitos (Tabla 10), almacenadas en

refrigeracion de 2 — 8°C y protegidas de la luz directa durante 32 dias para NOX 'y
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69 dias para NIF se preparo el triplicado de puntos control en los niveles de
concentracion que éstos comprenden; de los cuales posteriormente se comparé la
respuesta (altura) obtenida contra el triplicado de puntos control preparados el dia
del analisis.

* Criterios de aceptacion: La respuesta obtenida después de la evaluacion de la

estabilidad no debe de exceder el + 15% con respecto a la respuesta que se

obtuvo del valor original (tiempo cero), para considerarse estable.
» Estabilidad a temperatura ambiente a 2 horas

Se preparoé por triplicado los puntos control en sus tres niveles de concentracion
para NIF y NOX (Tabla 10), colocando 50 pL de la solucion estandar de NIF, 50 pL
de la solucion estandar de NOX y 500 uL de plasma en tubos de vidrio con tapa de
rosca; se dejaron reposar durante 2 horas en la mesa de trabajo bajo luz rojay a
temperatura ambiente (15 + 5°C). Transcurrido el tiempo se procesaron y
finalmente se compard la respuesta obtenida con respecto a los controles

preparados en el dia del analisis, cuantificados con una curva de calibracion.

* Criterios de aceptacion: La respuesta obtenida después de la evaluacion de la

estabilidad no debe de exceder el + 15% con respecto a la respuesta que se

obtuvo del valor original (tiempo cero), para considerarse estable.
> Estabilidad en refrigeracion durante 24 horas

Se preparo el triplicado de los puntos control en sus tres niveles de concentracion
(Tabla 10) colocando 50 uL de la solucién estandar de NIF, 50 yL de la solucion
estandar de NOX y 500 uL de plasma en tubos de vidrio con tapa de rosca; se
almacenaron protegidos de la luz directa en refrigeracion de 2-4°C durante 24
horas, posteriormente se procesaron. Se compard la respuesta obtenida de la
prueba de estabilidad con la proporcionada por los controles preparados en el dia

del analisis y cuantificados con la curva de calibracion correspondiente.
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* Criterios de aceptacion: La respuesta obtenida después de la evaluacion de la

estabilidad no debe de exceder el £ 15% con respecto a la respuesta que se

obtuvo del valor original (tiempo cero), para considerarse estable.
» Estabilidad de muestra procesada a 24 horas

Se prepararon por triplicado los puntos control en sus tres niveles de
concentracion para NIF y NOX (Tabla 10), se procesaron e inyectaron como parte
de una corrida normal la cual incluye la curva de calibracion correspondiente,
posteriormente se almacenaron dentro del automuestreador de cromatografo (5
3°C) durante 24 horas; después de las cuales se reinyectaron junto con muestras
control preparadas el dia del analisis, calibradas con su correspondiente curva de

calibracion, con las cuales se comparo la respuesta obtenida en ambos casos.

* Criterios de aceptacion: La respuesta obtenida después de la evaluacion de la

estabilidad no debe de exceder el £ 15% con respecto a la respuesta que se

obtuvo del valor original (tiempo cero), para considerarse estable.
» Estabilidad a 3 ciclos de congelacion-descongelacion

Un ciclo de congelacion-descongelacion es aquel en el cual la muestra de plasma
cargado con los dos analitos se congela y posteriormente se descongela a

temperatura ambiente.

En ésta prueba se realizé en tres ciclos de congelacion-descongelacion con un
lapso de 30 min entre cada uno, tiempo durante el cual la muestra se descongela
completamente a temperatura ambiente, posteriormente se congela
completamente en el mismo intervalo de tiempo. Las muestras para el triplicado de
los puntos control a sus tres niveles de concentracion se prepararon con 50 uL de
la solucion estandar de NIF, 50 yL de la solucion estandar de NOX y 500 yL de
plasma (Tabla 10) en tubos con tapa de rosca, las cuales se almacenan a (— 80 £
5°C) para su congelacion; después del tercer ciclo se procesaron y se compararon
con controles preparados y procesados en el dia del andlisis cuantificados con la

correspondiente curva de calibracion.
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* Criterios de aceptacion: La respuesta obtenida después de la evaluacion de la

estabilidad no debe de exceder el £ 15% con respecto a la respuesta que se

obtuvo del valor original (tiempo cero), para considerarse estable.
> Estabilidad a largo plazo a 62 dias en congelacion

Se prepararon cinco series de triplicado de puntos control en sus tres niveles de
concentracion (Tabla 10) para evaluar la estabilidad en un tiempo total de 62 dias,
gue comprende un total de dos meses, para ello se colocaron 50 uL de la solucién
estandar de NIF, 50 pL de la solucion estdndar de NOX y 500 uL de plasma (Tabla
10) en tubos de vidrio con tapa de rosca, los cuales se almacenaron a (-80 £ 5°C)
en el ultracongelador protegidos de la luz directa. Transcurridos los dias de
almacenamiento se procesaron y se analizaron comparando la respuesta obtenida
con respecto a la obtenida de los puntos control preparados el dia de analisis,

cuantificados con la curva de calibracion correspondiente.

* Criterios de aceptacion: La respuesta obtenida después de la evaluacion de la

estabilidad no debe de exceder el £ 15% con respecto a la respuesta que se

obtuvo del valor original (tiempo cero), para considerarse estable.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Meétodo Analitico

3.1.1 Condiciones Cromatograficas

La Nifedipina y su metabolito Nifedipina oxidada se determinaron mediante la
técnica de cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion ultravioleta,
las condiciones finales a las cuales se llevo a cabo la validacion se enlistan en la

siguiente tabla.

Tabla 7. Condiciones cromatograficas finales emplea  das en la validacién de Nifedipina
Oxidada y Nifedipina.

Cromatdgrafo Alliance 2695 (Waters)
Detector UV-VIS 2487 (Waters)
Symmetry Waters Cig
Columna cromatografica 150 x 3.9 mm
5um
Longitud de onda 235 nm
Fase movil Agua/MeOH/ACN (45:25:30) viviv
Velocidad de flujo 0.80 mL/min
Volumen de inyeccién 10 L
Temperatura de la columna 30°C £5°C
Temperatura de la muestra 5°C £ 3°C
Tiempo de retencion NOX NI
4.7 — 4.9 min 5.4 — 5.7 min
Tiempo de corrida 7.0 min

3.1.2 Curva de Calibracién y Muestras Control de C alidad

Se describe la preparacion de las soluciones estandar de NIF y NOX empleadas
para su determinacion simultanea.

En las Tablas 8 y 9 se especifica el volumen de la alicuota de la solucion estandar

A y B de NIF vy de las soluciones estandar | y Il de NOX empleado para la

—
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preparacion de las soluciones que conformaran las curva de calibracién y los

puntos control, en un volumen final de 10 mL, asi como la concentracion en

Sistema en un volumen final de 125 yL y el limite de cuantificacion.

Tabla 8. Preparacion de las soluciones estandar de Nifedipina.
Alicuota de la | Alicuota de Alicuota
Solucién la Solucién | Concentracion de la Concentracién de
Clasificacién | estandar A estandar B de NIF solucién Sistema en 125
[100pg/mL] [5ug/mL] (ng/mL) de NIF pML (ng/mL)
(ML) (uL) (pL)
LC 600 300 50 120
CC2 2000 1000 50 400
CB 150 1500 50 600
CC3 250 2500 50 1000
CC4 350 --- 3500 50 1400
CM 400 4000 50 1600
CC5 500 --- 5000 50 2000
CC6 600 --- 6000 50 2400
CA 700 7000 50 2800
CC7 800 --- 8000 50 3200

Tabla 9. Preparacion de las soluciones estandar de

Nifedipina Oxidada

AI|’c_uota de la Concentracion Alicuo‘ga de la Concentracion de
e Solucién estandar solucion de ;
Clasificacion de NOX Sistema en 125 uL
B [Sug/mL] (ng/mL) NOX (ng/mL)
(pL) (ML)
LC 200 100 50 40
CC2 300 150 50 60
CB 500 250 50 100
CC3 700 350 50 140
CC4 900 450 50 180
CM 1000 500 50 200
CC5 1200 600 50 240
CCé6 1600 800 50 320
CA 1800 900 50 360
CC7 2000 1000 50 400

En la Tabla 10 se detalla la preparacion de la curva de calibracion en Método, los

puntos control, el limite de cuantificacion para la NIF y NOX, asi como la

concentracion final en un volumen de 500 yL de plasma.
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Tabla 10. Curva de calibracion, Puntos Control y Li
Nifedipina Oxidada.

mite de Cuantificacion para Nifedipina y

L s . Concentraciéon Concentracion
Concentracion | Concentracion | Alicuota
de NIF en de NOX en
Clasificacion | 9€ 12 SE de delaSEde | deNIFy | 540 ge 500uL de
NIF NOX NOX plasma plasma
(ng/mL) (ng/mL) (uL) (ng/mL) (ng/mL)
LC 300 100 50 30 10
CC2 1000 150 50 100 15
CB 1500 250 50 150 25
CCs3 2500 350 50 250 35
CC4 3500 450 50 350 45
CM 4000 500 50 400 50
CC5 5000 600 50 500 60
CC6 6000 800 50 600 70
CA 7000 900 50 700 90
CC7 8000 1000 50 800 100

3.1.3 Proceso de Extraccion

La determinacion y cuantificacion de NIF y NOX se realizé de acuerdo a las

condiciones cromatograficas descritas en la Tabla 7 y siguiendo el proceso de

extraccion liquido- liquido esquematizado en la Figura 13.

El blanco de plasma se prepardé con 500 puL de plasma libre de farmaco y la

adicién de 100 uL de solucién de dilucién, posteriormente se siguid el proceso de

extraccion liquido-liquido esquematizado.
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» Diagrama para el proceso de extraccion

Agitar durante Agitar durante
A un twbo con 500pL 10 segundos ——— 3 seeundas Agregar 3 mL de metil
de plasma agregar: | i 100pL de N2OH 1M [ terbutil éter grado
50 uL de SE de NIF 300 pL de S5 de NaCl cromatografico, frio.
50 ul de SE de NOX

‘ |

c I 80*c ” Centrifugar a 3500 : E
duf:rii asrcaminums “ I rpm durante 5.0 j— -0 E_iUraﬂte
minutos a 4°C 2.0 minutos

Agitar durante
Decantar ia fase Evaporar el disolvente 15 segundos Reconstituir con
or LA I} - = '—l H
ganiathn r———t. bajo corriente de Nz & 3 125 pl de solucign
tubos de vidrio 40°C durante 10 minutos. de dilucion

Inyectar 10 ul
al Cromatégrafo

Figura 13. Diagrama de flujo del proceso de extraccion liquido  -liquido de Nifedipina y Nifedipina
Oxidada.

» Muestra biolégica — Plasma

El plasma que se empled procedio de individuos sanos, comprobable mediante la
documentacién que avala la bioseguridad de las unidades solicitadas al banco de

sangre del INER.

Cada unidad de plasma con la cual se trabajé se evalud individualmente
empleando el método de extraccion esquematizado y la solucion de diluciébn como
reemplazo del volumen correspondiente a los analitos de estudio; con la finalidad

de comprobar que no existan interferencias de compuestos enddégenos propios de
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la matriz biolégica que obstaculicen la cuantificacion de los analitos en sus

tiempos de retencidon (Blanco de matriz biolégica o blanco de plasma).

Una vez evaluada cada unidad se eligieron aquellas en las cuales no se
presentaran respuesta en la posicion del tiempo de retencion correspondiente a
los analitos; se eligieron 7 unidades diferentes, se mezclaron para asi conformar el
“pool” con el cual se trabajo, con un volumen total de 200 mL, el cual se fraccion6
y se almacend en congelacién a temperatura de (- 20 + 5°C) hasta su posterior
uso; una de las fracciones se almaceno en refrigeracion a temperatura de 2 — 8°C

estando en uso durante la validacion.
» Blanco de reactivos

Constituido por la solucion de dilucion agua/metanol 50:50 v/v.
» Solucion de adecuabilidad del Sistema

Se colocaron en un vial de alto recobro 50 pL de la solucion de dilucion, 100 yL de
la solucion estandar control medio (4000 ng/mL) de NIF y 100 yL de la solucion
estandar control medio (500 ng/mL) de NOX, se agité en el vortex, se eliminaron
las burbujas y se inyectaron por septuplicado en forma consecutiva al inicio de
cada corrida analitica. La concentracion final en Sistema fue de 1600 ng/mL NIF y
200 ng/mL NOX.

Todas las soluciones estandar para la curva de calibracién y puntos control tanto
para NIF como para NOX, asi como la solucion de adecuabilidad se prepararon
con proteccion directa de la luz (luz roja) y se almacenaron en refrigeracion (2-

8°C) hasta su posterior uso.
> Integracion

Para la cuantificacion de los analitos se emple6 el Software Empower Pro con el
cual se graficé la concentracion de NIF y NOX (eje de las abscisas) contra la
respuesta de altura (eje de las ordenadas) de los analitos; se realizd el ajuste

matematico mediante la regresion lineal (ecuacion de la recta y = mx + b), donde
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m es la pendiente de la recta y b la ordenada al origen. La ponderacion empleada

fue 1 /X* para ambos analitos.

3.2 Validaciéon del Método Analitico

3.2.1 Selectividad

En la Figura 14 se muestran los cromatogramas correspondientes a la selectividad
del Método, en los cuales se observa que el BR y la matriz biolégica, representada
por el BP, no presentan picos que interfieran con la cuantificacion de los analitos

NOX y NIF; por lo tanto el método es selectivo.

= MIF - § 669

Ny
|
be-NGIX - 4 890
I.'I
F
L=

1
&
-

B @ |

bl et

Figura 14. Cromatograma de Selectividad del Método. A) Contr ol me dio NOX 50 ng/mL 400
ng/mL, B) Blanco de reactivos, C) Blando de plasma, D) Limite de cuantificacion NOX 10 ng/mL.

En la Figura 15 se muestran los cromatogramas correspondientes a la selectividad
del método en cuanto a propiedades de la matriz biolégica, es decir empleando
para la determinacion de los analitos plasma lipémico (C), hemolizado (B), asi
como el uso de heparina (D) como anticoagulante al momento de tomar la muestra
sanguinea. No se presentan interferencias entre los analitos y los plasmas

lipémico, hemolizado y la heparina, por lo tanto el método analitico es selectivo.
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Figura 15. Cromatograma de Selectividad en propieda
cuantificaciéon NOX 10 ng/mL y NIF 30 ng/mL, B) Plas

D) Plasma con heparina

En la Figura 16 se

T r
1= i rou

des de la matriz biolégica. A) Limite de
ma hemolizado, C) Plasma lipémico y

muestran los cromatogramas de selectividad del método

correspondientes a farmacos de uso comun como la cafeina (B), paracetamol (D)

e ibuprofeno (C), los cuales no presentaron ninguna interferencia significativa que
dificulte la cuantificaciébn de NIF y NOX, por lo tanto el método analitico es

selectivo.

e

Figura 16. Cromtograma de Selectividad en farmacos
Cuantificacion NOX 10 ng/mL y NIF 30 ng/mL, B) Plas
Plasma cargado con lbuprofeno 60 pg/mL, D) Plasma c

1
400
Ml

T
a&0

150

de uso comun. A) Limite de
ma cargado con cafeina 30 pg/mL, C)
argado con paracetamol 30 pg/mL.
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3.2.2 Linealidad

Linealidad del Sistema

Del sextuplicado de la curva de calibracion en Sistema para NOX se obtuvo el
promedio de la altura, en cada uno de los niveles de concentraciones que la
conforman, valores que se muestran en la Tabla 11; asi como la desviacion
estandar (DE), el coeficiente de variacion (% CV) y el error estandar. Se incluyen

los valores de identidad de la recta.

Tabla 11. Linealidad del Sistema Nifedipina Oxidada

t(e:: oéﬁcégndt;ac’:‘lloor;( Promedio por DeS\{iacién % CV E[ror

Altura de NOX estandar estandar
(ng/mL)

40 238.889 5.393 2.257 2.202

60 375.619 5.974 1.591 2.439

140 916.556 13.747 1.500 5.612

180 1169.186 18.670 1.597 7.622

240 1589.492 9.624 0.605 3.929
320 2075.137 48.192 2.322 19.674

400 2578.897 36.344 1.409 14.837

La Gréfica 1 presenta los valores promedio de altura contra la concentracion
tedrica de NOX, el comportamiento fue lineal en un rango de 40 ng/mL a 400
ng/mL, descrita por la siguiente ecuacion de la recta y= 6.5125x-6.2112, que
comprende una pendiente (m) de 6.5125, una ordenada al origen (b) de — 6.2112,

coeficiente de determinacion (r?) 0.9996 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9998.

Linealidad del Sistema
3500 -
2
B 3000 -
E 2500 -
Q.
o 2000 -
°
'S 1500 -
()
S 1000 + y=6.5125x - 6.2112
5 500 - r=0.9998
=
< 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
Concentracion NOX (ng/mL)

Grafica 1. Curva de calibracién promedio para la determinaci  6n de Nifedipina Oxidada en
Sistema.
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En la Tabla 12 se despliegan los valores de la concentracion calculada como
promedio del sextuplicado de la curva de calibracion de NOX del Sistema, los
cuales se obtuvieron a partir de la integracion de la respuesta (altura). Se calculo

la DE, % CV y el error estandar.

Tabla 12. Identidad de la recta del Sistema Nifedip ina Oxidada.

Promedio de la

tce: grr}cézndt;a(lilloor;( concentracion DeS\{iacién % CV E,rror
(ng/mL) calculada de estandar estandar
NOX
40 39.697 0.276 0.696 0.113
60 60.341 0.800 1.326 0.327
140 141.981 1.688 1.189 0.689
180 180.095 1.873 1.040 0.765
240 243.542 0.731 0.300 0.298
320 316.846 7.554 2.384 3.084
400 392.859 4.163 1.060 1.699

La Grafica 2 presenta la concentracion calculada, a partir de la integracion de la
respuesta de altura, contra la concentracion teérica de NOX, asi como la identidad
de la recta, la cual presenta un comportamiento lineal en un rango de 40 ng/mL a
400 ng/mL descrita por la siguiente ecuacion de la recta y=0.9829x + 2.7089, que
comprende una pendiente (m) de 0.9829, una ordenada al origen (b) de 2.7089,
coeficiente de determinacion (r?) 0.9996 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9998.

Identidad de la recta
500 -
400 -

300 -

Concentracion exp (ng/mL)

200 - y = 0.9829x + 2.7089
100 - r=0.9998
0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentracion Nominal (ng/mL)

Gréfica 2. Identidad de la recta del Sistema Nifedipina Oxid  ada.
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El promedio de la atura del pico de NIF se obtuvo a partir del sextuplicado de la
curva de calibracion en Sistema, permitiendo calcular asi la desviacién estandar
(DE), el coeficiente de variacion (% CV) y el error estandar; valores que se

presentan en la Tabla 13. Se incluyen los valores de identidad de la recta.

Tabla 13. Linealidad del Sistema Nifedipina

Concentracion

- Promedio por Desviacion Error
teorica de NIF AMuadeﬁm estandar e estandar
(ng/mL)
120 572.493 9.435 1.648 3.852
400 1942.760 18.691 0.962 7.630
1000 4843.242 42.258 0.873 17.252
1400 6829.459 53.243 0.780 21.736
2000 9752.762 55.398 0.568 22.616
2400 11412.107 289.991 2.541 118.388
3200 15709.199 132.906 0.846 54.259

La Grafica 3 exhibe los valores promedio de altura contra la concentracion tedrica
de NIF, el comportamiento fue lineal en un rango de 120 ng/mL a 3200 ng/mL,
descrita por la siguiente ecuacién de la recta y= 4.8708X - 25.536, que
comprende una pendiente (m) de 4.8708, una ordenada al origen (b) de — 25.536,

coeficiente de determinacion (r?) 0.9995 y coeficiente de correlacién (r) de 0.9997.

Linealidad del Sistema

20000 -
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§ 15000

o
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© 5000 - y = 4.8708x - 25.536
2 r=0.9997

< 0

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Concentracién NIF (ng/mL)

Grafica 3. Curva de calibracién promedio para la determinaci on de Nifedipina
en Sistema.
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Capitulo 3. Resultados y Analisis

En la Tabla 14 se presentan los valores de la concentracion calculada como
promedio del sextuplicado de la curva de calibracion de NIF del Sistema, los
cuales se obtuvieron a partir de la integracion de la respuesta (altura). Se calculo

la DE, % CV y el error estandar.

Tabla 14. Identidad de la recta del Sistema Nifedip  ina.

Promedio de la

Ct:;(;ff;ggcllﬁg concentracion Desvjacién % CV E,rror

calculada de estandar estandar
(ng/mL) NIE

120 119.867 0.351 0.293 0.143

400 401.739 3.632 0.904 1.483

1000 998.342 8.470 0.848 3.458
1400 1406.894 9.694 0.689 3.958
2000 2008.218 10.723 0.534 4.378
2400 2349.504 57.544 2.449 23.492

3200 3233.379 16.731 0.517 6.831

La Grafica 4 presenta la concentracion calculada, a partir de la integracion de la
respuesta de altura, contra la concentracion teérica de NIF, asi como la identidad
de la recta, la cual presenta un comportamiento lineal en un rango de 120 ng/mL
a 3200 ng/mL, descrita por la siguiente ecuacion de la recta y=1.009X-3.1304, que
comprende una pendiente (m) de 1.0019, una ordenada al origen (b) de — 3.1304,

coeficiente de determinacion (r?) 0.9995 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9997.

Identidad de la recta
4000 -

3000 -

2000 -

=1.0019x - 3.1304

1000 + r=0.9997

0 I T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Concentracion Nominal (ng/mL)

Concentracion exp (ng/mL)

Gréfica 4. |dentidad de la recta del Sistema Nifedipina.
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Linealidad de Método

El promedio de la atura del pico de NOX se obtuvo a partir del sextuplicado de la
curva de calibracion después de haber pasado por el proceso de extraccion,
permitiendo calcular asi la desviacion estandar (DE), el coeficiente de variacion (%
CV) y el error estandar; valores que se presentan en la Tabla 15. Se incluyen los

valores de identidad de la recta.

Tabla 15. Linealidad del Método Nifedipina Oxidada.

Concentracién . L
. Promedio por Desviacion Error
teorica de NOX Altura de NpOX estandar Y estandar
(ng/mL)
10 158.991 8.033 5.053 3.280
15 235.887 14.277 6.053 5.829
35 512.271 17.305 3.378 7.065
45 656.879 40.913 6.228 16.703
60 891.031 46.133 5.178 18.834
70 1178.749 85.284 7.235 34.817
100 1514.898 94.917 6.266 38.750

La Gréfica 5 presenta los valores promedio de altura contra la concentracion
tedrica de NOX, el comportamiento fue lineal en un rango de 10 ng/mL a 100
ng/mL, descrita por la siguiente ecuacion de la recta y=15.502 - 6.3726, que
comprende una pendiente (m) de 15.502, una ordenada al origen (b) de — 6.3726,

coeficiente de determinacion (r?) 0.9904 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9952.

—
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Linealidad del Método
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Grafica 5. Curva de calibracion promedio para la determinaci on de Nifedipina Oxidada en
Método.

En la tabla 16 se presentan los valores de la concentracion calculada como
promedio del sextuplicado de la curva de calibracion de NOX en Método, los
cuales se obtuvieron a partir de la integracion de la respuesta (altura). Se calculd

la desviacion estandar DE, % CV vy el error estandar.

Tabla 16. Identidad de la recta Nifedipina Oxidada

., Promedio de la
Concentracion ., .,
tedrica de NOX concentracion DeS\{lacmn % CV E[ror
(ng/mL) calculada de estandar estandar
NOX

10 10.060 0.307 3.049 0.125
15 15.155 0.696 4,592 0.284
35 33.417 0.645 1.929 0.263
45 42.934 1.336 3.112 0.545
60 58.431 2.187 3.742 0.893
70 77.361 2.679 3.462 1.094
100 99.579 2.871 2.883 1.172

La Grafica 6 muestra la concentracion calculada, a partir de la integracion de la
respuesta de altura, contra la concentracion teérica de NOX, asi como la identidad
de la recta, la cual presenta un comportamiento lineal en un rango de 10 ng/mL a
100 ng/mL, descrita por la siguiente ecuacion de la recta y=1.02033x — 0.839, que
comprende una pendiente (m) de 1.02033, una ordenada al origen (b) de — 0.839,

coeficiente de determinacién (r?) 0.9904 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9952.
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Identidad de la recta
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Gréfica 6. Identidad de la recta Nifedipina Oxidada
El promedio de la atura del pico de NIF se obtuvo a partir del sextuplicado de la
curva de calibracién en Método, permitiendo calcular asi la desviacion estandar
(DE), el coeficiente de variacion (% CV) y el error estandar; valores que se

presentan en la Tabla 17. Se incluyen los valores de identidad de la recta.

Tabla 17. Linealidad del Método de Nifedipina.

Con(_:entraci(’)n Promedio por Desviacion Error
tedrica de NIF . % CV .
Altura de NIF estandar estandar
(ng/mL)
30 275.358 19.717 7.161 8.050
100 1054.446 66.325 6.290 27.077
250 2760.876 105.056 3.805 42.889
350 3951.479 128.507 3.252 52.463
500 5734.640 150.874 2.631 61.594
600 7036.938 118.270 1.681 48.284
800 9459.214 173.687 1.836 70.907

La Gréfica 7 presenta los valores promedio de altura contra la concentracion
tedrica de NIF, el comportamiento fue lineal en un rango de 30 ng/mL a 800
ng/mL, descrita por la siguiente ecuacion de la recta y=11.949x-164.62, que
comprende una pendiente (m) de 11.949, una ordenada al origen (b) de — 164.62,
coeficiente de determinacion (r?) 0.9996 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9998.
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Linealidad del Método

y =11.949x - 164.62

r=0.9998
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Gréfica 7. Curva de calibracion promedio para la determinaci  6n de Nifedipina en Método.

En la Tabla 18 se presentan los valores de la concentracion calculada como
promedio del sextuplicado de la curva de calibracion de NIF en Método, los cuales
se obtuvieron a partir de la integracion de la respuesta (altura). Se calculé la DE,

% CV y el error estandar.

Tabla 18. Identidad de la recta Nifedipina.

Cop gentracién Promedio por Desviacion Error
tedrica de NIF . % CV .
Altura de NIF estandar estandar
(ng/mL)

30 30.273 0.315 1.040 0.129
100 97.408 4.324 4.439 1.765
250 244.403 6.097 2.495 2.489
350 347.009 9.085 2.618 3.709
500 500.615 9.950 1.988 4.062
600 612.847 6.122 0.999 2.499
800 820.083 11.993 1.462 4.896

La Grafica 8 presenta la concentracion calculada, a partir de la integracion de la
respuesta de altura, contra la concentracion tedrica de NIF, asi como la identidad
de la recta, la cual presenta un comportamiento lineal en un rango de 30 ng/mL a
800 ng/mL, descrita con la siguiente ecuacion de la recta y=1.0281x-7.3368, que
comprende una pendiente (m) de 1.0281, una ordenada al origen (b) de — 7.3368,
coeficiente de determinacion (r?) 0.9996 y coeficiente de correlacion (r) de 0.9998.
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Identidad de la recta
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Gréfica 8. Identidad de la recta Nifedipina.

De acuerdo con los resultados obtenidos para ambos analitos en Sistema y en
Método, en relacion a la altura del pico y la concentracion calculada se obtienen
coeficientes de variacion menores al 15% con respecto al valor nominal, asi como
una relacion lineal que corresponde a una r >0.99, por lo tanto la NIF es lineal en
un rango de 30 a 800 ng/mL y NOX en un rango de 10 a 100 ng/mL. El método
analitico para determinar NIF y NOX en plasma es lineal.

3.2.3 Precision
Repetibilidad

En las Tablas 19 y 20 se presentan los resultados correspondientes a la
repetibilidad del Método, para la cual se obtuvieron coeficientes de variaciéon y
desviaciones absolutas menores al 15% respecto al valor nominal, tanto para NOX
como para NIF, en los tres niveles de concentracion que comprenden los puntos

control analizados por sextuplicado de manera independiente en el mismo dia.

—
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Tabla 19. Repetibilidad Nifedipina Oxidada

Puntos control

Concentracion
nominal de NOX (2:58 (;g/l (gig\
(ng/mL)
Promedio 25.722 49.539 83.701
DE 1.079 3.137 4,151
% CV 4.194 6.332 4,959
DA (%) 2.886 0.923 6.999
Tabla 20. Repetibilidad Nifedipina.
Puntos control
Con‘centracmn CB CM CA
nominal de NIF 150 400 700
(ng/mL)
Promedio 156.908 430.065 720.288
DE 6.657 6.561 32.318
% CV 4.243 1.526 4.487
DA (%) 4.605 7.516 2.898

El método cumple con la caracteristica de repetibilidad al ser aplicado de manera

consecutiva en el mismo dia sin representar grandes variaciones en los resultados

obtenidos bajo las mismas condiciones de trabajo.

Reproducibilidad

En las Tablas 21 y 22 se exhiben los datos obtenidos de la reproducibilidad (tres

dias consecutivos) realizada con los puntos control por triplicado tanto para NOX

como para NIF, obteniéndose coeficientes de variacién y desviaciones absolutas

menores al 15% con respecto al valor nominal.

Tabla 21. Reproductibilidad de variabilidad inter d

ia Nifedipna Oxidada.

Puntos control

Concentracion
nominal de NOX L5 Cl. CA
25 50 90
(ng/mL)
Promedio 26.445 52.000 86.399
DE 1.289 2.823 4.810
% CV 4.873 5.430 5.567
DA (%) 5.780 4.000 4.002
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Tabla 22. Reproducibilidad o variabilidad inter dia Nifedipina.
Puntos control
Con_centramon CB CM CA
nominal de NIF 150 400 200
(ng/mL)
Promedio 154.522 411.127 710.194
DE 4.440 18.870 28.462
% CV 2.874 4.590 4.008
DA (%) 3.014 2.782 1.456

El método es reproducible al realizar el andlisis en tres dias consecutivos
manteniendo las mismas condiciones de trabajo sin que con ello se presentaran
variaciones mayores al 15% con respecto al valor nominal, demostrado tanto en

coeficientes de variacion como en desviaciones absolutas.

3.2.4 Exactitud

De acuerdo con los resultados obtenidos de la pruebas de repetibilidad y
reproducibilidad (Tablas 19, 20, 21 y 22 respectivamente), el método es exacto, ya
gue se obtuvieron coeficientes de variacion y desviaciones absolutas menores al
15% con respecto al valor nominal para ambos analitos en los tres niveles de

concentracion que comprenden los puntos control.

3.2.5 Recobro

En las Tablas 23 y 24 se muestra la comparacién entre la respuesta obtenida de
los puntos control en Sistema (solucion) y en Método (extraccidn), en los tres

niveles de concentracion, a partir de 6 determinaciones independientes.

Tabla 23. Recobro Nifedipina Oxidada.

Coqcentracién Altura p_romedio en | Altura promedio en Recobro (%)
nominal (ng/mL) Sistema Método
25 485.667 413 85.038
50 944 811 85.911
90 1707.667 1425.667 83.486

—
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Tabla 24. Recobro Nifedipina.

Coqcentracién Altura p_romedio en | Altura promedio en Recobro (%)
nominal (ng/mL) Sistema Método
150 1926.833 1633.167 84.759
400 5238.833 4558.5 87.014
700 8996.333 7952.5 88.397

La respuesta del Sistema representa el 100%, a partir de ella se calculo el

porcentaje que corresponde a la respuesta obtenida en plasma. El recobro global
para NOX es del 84.81% y para NIF es del 86.72%. El método de extraccion para

NIF y NOX es eficiente ya que se recupera mas del 80% de manera constante en

cada uno de los tres niveles de concentracion con respecto a la concentracion

nominal.

3.2.6 Limite de Cuantificacion

En la Tabla 25 se despliegan los valores promedio de las concentraciones

calculadas de 6 determinaciones

independientes de NOX y NIF en su

concentracion mas baja, primer punto de la curva de calibracion en plasma.

Tabla 25. Limite de Cuantificacion Nifedipina Oxida

da y Nifedipina.

. Concentracion Concentracion % Altura Sefial .
Analito (ng/mL) Promedio DE Ccv DA promedio ruido Altura/ruido
(ng/mL)
NOX 10 10.507 0.298 | 2.836 | 5.006 218.6 3 72.867
NIF 30 27.984 2.029 | 7.251 | 6.721 499.4 4 124.85

De las determinaciones independientes se obtuvo un coeficiente de variacion y

una desviacion absoluta menores al 20% con respecto al valor nominal,

cumpliendo asi con la precision y exactitud para establecer el LC de NOX en 10

ng/mL y para NIF en 30 ng/mL.

La sefal obtenida del LC para NOX y NIF fue mayor 10 veces en relacion con la

sefal propia del ruido, por lo cual no se presentan interferencias con la matriz

biolégica, cumpliéndose asi los criterios de aceptacion.
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3.2.7 Limite de Deteccion

En la Tabla 26 se presentan los valores promedio de las concentraciones

calculadas de las 6 determinaciones independientes de NOX y NIF para el LD,

concentracion menor al primer punto de la CC.

Tabla 26. Limite de Deteccion Nifedipina Oxidaday  Nifedipina.

Concentracion Promedio % Altura Sefial
Analito Concentracion DE DA . : Altura/ruido
(ng/mL) Cv promedio | ruido
(ng/mL)
NOX 5 4.125 0.139 | 3.361 | 17.5 55.5 3 18.3
NIF 15 14.264 0.748 | 5.242 | 4.909 267 4 66.75

De las determinaciones independientes se obtuvo un coeficiente de variacion y

desviacion absoluta menores al 20% con respecto al valor nominal. La sefial

propia de NOX y NIF fue mayor 3 veces con respecto a la sefal ruido. El LD

gquedo establecido para NOX 5 ng/mL y para NIF en 15 ng/mL.

En la Figura 17 se presentan los cromatogramas correspondientes al BP y al LD,

en el cual se distinguen los picos correspondientes a los analitos NOX y NIF con

una seflal mayor a la propia del ruido en el BP; por lo tanto visualmente

detectables.

MIE- 5518

i
|
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¥

Figura 17 Cromatografia Limite de Deteccién para Nifedipina y Nifedipina Oxidada. A) Limite

de deteccién NOX 5 ng/mL y NIF 15 ng/mL, B) blanco  de plasma.
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3.2.8 Efecto de Dilucién

La Tabla 27 muestra los valores obtenidos después de realizada la dilucion de los
analitos en el pool de plasma. La cuantificacion de los analitos se realizo a partir

de 3 determinaciones independientes.

Tabla 27. Efecto de dilucion Nifedipina Oxidada y N ifedipina.

Concentracion Promedio
Analito nominal concentracion DE % CV DA
(ng/mL) (ng/mL)
NOX 150 141.217 4,414 3.126 5.855
NIF 1000 959.162 24.887 2.595 4.084

El método para cuantificar NOX y NIF en plasma permite que se obtengan
resultados de la misma exactitud y precision tanto en muestras sometidas a
dilucion como de muestras analizadas directamente; ya que de la prueba realizada
se obtuvieron coeficientes de variacion y desviaciones absolutas menores al 15%

con respecto al valor nominal.

3.2.9 Tolerancia

» Cambio en las Proporciones de los Componentes en la FM (£ 2% de ACN)

En las Tablas 28 a 31 se exponen los datos obtenidos de la tolerancia que

presentod el Método al cambio en las proporciones de ACN + 2%.

Tabla 28. Tolerancia a +2% de Acetonitrilo Nifedipi  na Oxidada.

Concentraciones Promedio concentracion
nominales Condiciones | Condiciones DE % CV DA
(ng/mL) normales | modificadas
25 24.039 24.643 0.645 2.616 2.513
50 47.721 48.479 0.296 0.610 1.590
90 86.937 88.539 1.743 1.968 1.842

—
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Tabla 29. Tolerancia a +2% de Acetonitrilo Nifedipi  na.
Concentraciones Promedio concentracion
nominales Condiciones | Condiciones DE % CV DA
(ng/mL) normales | modificadas
150 159.474 158.861 3.194 2.011 0.384
400 418.324 419.736 1.506 0.359 0.337
700 714.472 723.247 14.065 1.945 1.228
Tabla 30. Tolerancia a -2% de Acetonitrilo Nifedipi  na Oxidada.
Concentraciones Promedio concentracion
nominales Condiciones | Condiciones DE % CV DA
(ng/mL) normales | modificadas
25 23.77 24.976 3.154 12.627 5.063
50 49.679 50.456 2.738 5.426 1.565
90 88.267 88.741 4.895 5.516 0.537
Tabla 31. Tolerancia a -2% de Acetonitrilo Nifedipi  na.
Concentraciones Promedio concentracion
nominales Condiciones | Condiciones DE % CV DA
(ng/mL) normales | modificadas
150 140.342 145.130 17.848 12.298 3.412
400 385.261 393.93 3.305 0.839 2.250
700 662.208 674.656 33.632 4,985 1.880

De las modificaciones realizadas en cuanto a las condiciones cromatograficas se
obtuvieron coeficientes de variacion y desviaciones absolutas menores al 15% con
respecto a los puntos control analizados en condiciones normales, en los tres
niveles de concentracion para ambos analitos. EI método analitico es tolerante a

los cambios en la proporcién de + 2% de ACN en la composicion original de la FM.

> Preparacion de la Fase Mdavil

En las Tablas 32 y 33 se exponen los datos obtenidos de la tolerancia que
presento el Método a realizar de manera directa la mezcla de los disolventes que

constituyen la FM.
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Tabla 32. Tolerancia a preparacion de la Fase Movil

Nifedipina Oxidada.

Concentraciones Promedio concentracion
nominales Condiciones | Condiciones DE % CV DA
(ng/mL) normales | modificadas
25 23.77 24.258 3.555 14.654 2.043
50 49.679 49.964 2.861 5.726 0.574
90 88.267 94.178 6.915 7.343 6.697
Tabla 33. Tolerancia a apreparacion directa de la F  ase Moévil Nifedipina.
Concentraciones Promedio concentracién
nominales Condiciones | Condiciones DE % CV DA
(ng/mL) normales | modificadas
150 140.342 149.446 19.832 13.270 6.487
400 385.261 392.360 6.997 1.783 1.843
700 662.208 664.888 34.330 5.163 0.405

De la comparacion entre los puntos control en las condiciones de trabajo
modificadas y los analizados en condiciones normales se obtuvieron coeficientes
de variacion y desviaciones absolutas menores al 15%, por lo tanto el método
analitico es tolerante a la preparacion directa de la FM lo que hace posible analizar
las muestras en equipos en los que se requiera prepararla de manera directa sin

gue con ello se afecten la precision y exactitud de los resultados.

3.2.10 Estabilidad

> Estabilidad en Solucion

En las Tablas 34 y 35 se despliegan los valores correspondientes a la estabilidad

de las soluciones estandar de los analitos NOX y NIF almacenadas en

refrigeracion.

Tabla 34. Estabilidad en solucién para Nifedipina O

xidada almacenada en refrigeracion.

) Promedio concentracion
Concentraciones Condici
nominales Condiciones hnrelietloi s DE % CV DA
(ng/mL) normales de
estabilidad

100 455.667 457.333 4.726 1.033 0.366

200 916.667 918 11.358 1.237 0.145

360 1617 1605 7.211 0.449 0.742
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Las soluciones estandar de NOX almacenadas en refrigeracion (32 dias) al
compararse con las preparadas el dia del andlisis presentan coeficientes de
variacion y desviaciones absolutas menores al 15% con respecto a éstas, por lo
tanto son estables y se pueden emplear de manera confiable para la

determinacion del analito en muestras.

Tabla 35. Estabilidad en solucion para Nifedipinaa Imacenada en refrigeracion.

) Promedio concentracion
Concentraciones =
nominales Condiciones Condé((:elones DE % CV DA
(ng/mL) normales | . oiohilidad
600 1979.333 1972.0 50.478 2.560 0.370
1600 5316 5566.667 61.093 1.097 4.715
2800 9790.333 9328.667 162.001 1.737 4.716

Las soluciones estandar de NIF se almacenaron durante 69 dias, después de los
cuales se procesaron, analizaron y compararon con soluciones preparadas el dia
de la corrida, obteniéndose asi coeficientes de variacion y desviaciones absolutas
menores al 15% con respecto a éstas. Las soluciones de NIF son estables
almacenadas en refrigeracion, por lo tanto es seguro y confiable emplearlas en la

determinacion del analito en muestras de plasma.

> Estabilidad a Temperatura Ambiente 2 horas

En las Tablas 36 y 37 se muestran los valores obtenidos de la estabilidad de los
analitos en la matriz bioldgica a temperatura ambiente (15 £ 5 °C) en un intervalo

de 2 horas.

Tabla 36. Estabilidad a temperatura ambiente 2 hora s Nifedipina Oxidada

. Promedio concentracion
Concentraciones Condici
nominales Condiciones einelidiginzs DE % CV DA
(ng/mL) normales de
estabilidad
25 23.77 25.901 2.961 11.433 8.956
50 49.679 47.824 2.817 5.890 3.733
90 88.267 94.077 6.387 6.789 6.583
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Tabla 37. Estabilidad a temperatura ambiente 2 hora s Nifedipina.
. Promedio concentracién
Concentraciones Condici
nominales Condiciones el é(;lones DE % CV DA
(ng/mL) normales | o gabilidad

150 140.342 136.233 16.681 12.244 2.928
400 385.261 354.683 26.308 7.417 7.937
700 662.208 670.688 50.498 7.529 1.281

La comparacién entre el triplicado de puntos control, después de su extracciéon
preparados el dia del analisis y los puntos control procesados después del tiempo
transcurrido en las condiciones antes mencionadas, presentan un coeficiente de
variacion y la desviacion absoluta menores al 15% con respecto a los obtenidos en
condiciones normales de trabajo, tanto para NOX como para NIF. Los analitos son
estables a permanecer en la mesa de trabajo (protegidos de la luz) a temperatura
de 15 £ 5 °C durante dos horas, sin que con ello se vea afectada la precision y
exactitud de las determinaciones realizadas una vez procesadas las muestras.

> Estabilidad en Refrigeracion durante 24 horas

En las Tablas 38 y 39 se exponen los valores obtenidos de la comparacion entre
los puntos control preparados el dia del analisis y los puntos control por triplicado
procesados después de ser almacenados 24 horas en refrigeracion a (2-4°C)

protegidos de la luz.

Tabla 38. Estabilidad de muestras almacenadas en re
Nifedipina Oxidada.

frigeracion por 24 horas para

. Promedio concentracion
Concentraciones Condic
nominales Condiciones alelelein=s DE % CV DA
(ng/mL) normales de
estabilidad

25 25.959 25.702 0.628 2.445 0.991

50 51.205 51.579 1.757 3.406 0.732

90 91.893 89.822 1.235 1.375 2.254

—
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Tabla 39. Estabilidad de muetras almacenadas en ref

rigeracion por 24 horas ara Nifedipina.

) Promedio concentracion
Concentraciones =
nominales Condiciones Condé(;lones DE % CV DA
(ng/mL) normales | o oiohilidad
150 158.772 148.668 4.098 2.756 6.364
400 413.784 398.495 18.145 4.553 3.695
700 735.346 703.026 24.110 3.430 4.395

Una muestra que se sometera a analisis 0 en su caso el plasma cargado con los
analitos se pueden almacenar en refrigeracion (2-4°C) protegidos de la luz durante
24 horas, ser procesados y cuantificados sin que con ello se vean afectados los
resultados en cuanto a precision y exactitud, lo cual se demuestra al obtener un
coeficiente de variacién y una desviacion absoluta menores al 15% éstos como
resultado de la comparacion entre las muestras sometidas a estas condiciones de

almacenamiento y muestras preparadas el dia del analisis.

> Estabilidad de la Muestra Procesada a 24 horas

En las Tablas 40 y 41 se presentan los valores obtenidos después de analizar las
muestras almacenadas en el automuestreador (5 * 3°C) protegidas de la luz
durante 24 h y su comparacion con el triplicado de los puntos control preparados

el dia del analisis.

Tabla 40. Estabilidad de muestra procesada a 24 hor as Nifedipina Oxidada.

. Promedio concentracion
Concentraciones Condici
nominales Condiciones clugleiziiss DE % CV DA
(ng/mL) normales de
estabilidad

25 25.959 26.826 0.365 1.361 3.340

50 51.205 52.675 0.537 1.020 2.872

90 91.893 90.766 0.764 0.842 1.226
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Tabla 41. Estabilidad de muestra procesada a 24 hor

as Nifedipina

Concentraciones

Promedio concentracion

nominales Condiciones Cond(;(;iones DE % CV DA
(ng/mL) normales | o sabilidad
150 158.772 163.221 1.817 1.113 2.802
400 413.784 436.784 10.433 2.388 5.559
700 735.346 727.479 8.531 1.173 1.070

De las muestras procesadas y almacenadas se obtuvieron CV y DE menores al
15% con respecto al valor nominal, al comparar la concentracion de éstas con las
procesadas y analizadas en el dia de la corrida la DA fue menor al 15% por lo cual
la no se presenté una alta variabilidad entre las diferentes determinaciones. La
determinacion de NOX y NIF como muestras procesadas, almacenadas en el
automuestreador, protegidas de la luz y a bajas temperaturas durante 24h es

precisa y exacta, por lo tanto son estables a estas condiciones.

> Estabilidad a 3 Ciclos de Congelacién-descongelacién

En las Tablas 42 y 43 se exponen los valores obtenidos de la cuantificacion de los
analitos NOX y NIF después de someterse a 3 ciclos de congelacién-
descongelacion y compararse con muestras de los puntos control preparadas el

dia del andlisis.

Tabla 42. Estabilidad a 3 ciclos de congelacion-des  congelacion Nifedipina Oxidada.

. Promedio concentracion
Concentraciones Condici
nominales Condiciones clugleiziiss DE % CV DA
(ng/mL) normales de
estabilidad

25 25.959 25.395 1.465 5.768 2.175

50 51.205 49.155 0.866 1.762 4.004

90 91.893 91.146 4.635 5.086 0.813
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Tabla 43. Estabilidad a 3 ciclos de congelacién-des  congelacién Nifedipina.

) Promedio concentracion
Concentraciones =
nominales Condiciones Condé(;lones DE % CV DA
(ng/mL) normales | o oiohilidad
150 158.772 147.578 6.202 4.202 7.051
400 413.784 395.493 8.560 2.164 4.420
700 735.346 701.592 17.563 2.503 4.590

El plasma cargado con los analitos analizado después de concluir los 3 ciclos de
congelacion-descongelaciéon se comparé con PC preparados en condiciones
normales de trabajo, de lo cual se obtuvieron coeficientes de variacion y
desviaciones absolutas menores al 15% con respecto a las muestras frescas; por
lo tanto NOX y NIF son estables a éstas condiciones de almacenamiento sin que

con ello se vea afectada la precisidén y exactitud de los resultados obtenidos.

> Estabilidad a Largo Plazo

En las Tablas 44 y 45 se presenta los valores obtenidos a partir de la
cuantificacion de los puntos control para ambos analitos después de ser
almacenados en congelacién durante 2 meses (62 dias), una vez transcurridos, se

procesaron y analizaron, comparandose con PC preparados el dia de la corrida.

Tabla 44. Estabilidad a largo plazo a 62 dias en c ongelacién Nifedipina Oxidada.

) Promedio concentracion
Concentraciones Condici
nominales Condiciones DnElEeInES DE % CV DA
(ng/mL) normales de
estabilidad

25 23.443 25.875 0.278 1.074 10.374

50 49.643 49.719 1.230 2.475 0.152

90 88.252 89.641 3.525 3.932 1.574
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Tabla 45. Estabilidad a largo plazo a 62 dias en co ngelacién para Nifedipina.

) Promedio concentracion
Concentraciones =
nominales Condiciones Condé((:alones DE % CV DA
(ng/mL) normales | o oiohilidad
150 153.700 151.615 4.880 3.219 1.357
400 410.225 392.966 12.015 3.057 4.207
700 739.188 698.140 14.442 2.069 5.553

De la comparacion entre las muestras de plasma cargadas con los analitos y
almacenadas en congelacion y los PC preparados el dia del analisis se obtuvieron
coeficientes de variacion y desviaciones absolutas menores al 15%, lo que
demuestra que se pueden almacenar muestras durante 2 meses en congelacion y
protegidas de la luz sin que con ello se afecte las caracteristicas de las muestras,

demostrando mantener la precision y exactitud de NOX y NIF.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

Se desarrollé y validé un método analitico para la cuantificacion de NIF y su
metabolito NOX en plasma mediante una técnica de cromatografia de liquidos de
alta resolucién, con deteccion UV, de acuerdo a los lineamientos establecidos en
la NOM-177-SSA-1989.

El método analitico validado es lineal, exacto y preciso en un rango de
concentraciones de 10 a 100 ng/mL y 30 a 800 ng/mL para NOX y NIF
respectivamente. Con un limite de cuantificacion de 10 ng/mL y 30 ng/mL y un

limite de deteccidon de 5 ng/mL y 15 ng/mL para NOX y NIF respectivamente.

El método también demostrd ser selectivo para NOX y NIF ya que es posible su
cuantificacion en plasma lipémico, hemolizado y con heparina; y no presento

interferencias a la cafeina, paracetamol e ibuprofeno.

Es un método eficaz al presentar un recobro mayor al 80 % tanto para NIF como
para NOX. Es tolerante a cambios en la FM (£ 2% de ACN) y la preparacion

directa de ésta.

Los analitos son estables a 24 h en refrigeracion en muestras sin procesar y
procesadas (2-4°C), a temperatura de 15 + 5°C durante 2 horas y a tres ciclos de

congelacion-descongelacion; mientras se mantengan protegidas de la luz.

El método analitico es confiable para la determinacion de NIF y su metabolito NOX
en estudios de monitoreo clinico, bioequivalencia, biodisponibilidad vy

farmacocinética, o para los fines requeridos.
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