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INTRODUCCION Q

1. INTRODUCCION

El Ketoprofeno (KPF) es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que también
presenta actividad analgésica y antipirética. Este farmaco es ampliamente utilizado para
tratar trastornos musculo-esqueléticos, articulares y para el alivio de dolor post-operatorio
leve a moderado. En la edicién 2014 del Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos,
emitido por el Consejo de Salubridad General (CSG), el KPF forma parte del cuadro

basico para la atencion de primer nivel del Grupo No. 21: Reumatologia y Traumatologia.

Debido a que los medicamentos que contienen KPF son ampliamente utilizados en la
terapéutica, y a que en México existen medicamentos genéricos conteniendo este
farmaco, el Acuerdo que determina el tipo de prueba para demostrar intercambiabilidad,
emitido por el CSG, indica que la prueba para las capsulas que contienen 100 mg de KPF
es la “C” que es un estudio de Bioequivalencia en humanos. Esto se debe a que de
acuerdo al Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS), el KPF es un acido débil que
se clasifica dentro de los farmacos de Clase Il, es decir, alta permeabilidad intestinal y
baja solubilidad acuosa, por lo cual el paso limitante en la absorcién de este farmaco sera

la disolucion.

Un estudio de bioequivalencia es un estudio in vivo realizado en humanos en el cual se
compara la biodisponibilidad de un medicamento genérico contra un medicamento de
referencia después de ser administrados bajo condiciones similares. En este tipo de
estudios se requiere cuantificar el farmaco en sangre, suero, plasma o bien en orina para
determinar los parametros farmacocinéticos indicadores de bioequivalencia. Para los
estudios en los cuales el farmaco se cuantifica en sangre, plasma o suero, estos

parametros son: la concentracién plasméatica maxima (Cs) y el Area bajo la curva (ABC).

Tomando como base la importancia de contar con métodos analiticos para cuantificar
farmacos en fluidos biolégicos para estudios de bioequivalencia, en el presente trabajo se
desarroll6 un método analitico para la cuantificacion de KPF en muestras de plasma
humano, utilizando la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) en

fase reversa con deteccion UV.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Medicamentos Genéricos

Los estudios de Biodisponibilidad y Bioequivalencia son importantes en el proceso de
aprobacion de un producto farmacéutico para su comercializacion.(Shargel, 2016). En el
desarrollo de un medicamento genérico, el estudio de bioequivalencia tiene como
proposito demostrar la semejanza en el comportamiento in vivo y en la calidad
farmacéutica entre este producto y el medicamento de referencia y con ello evitar que
estos productos, provenientes de fuentes multiples, realicen estudios preclinicos o clinicos
de eficacia y seguridad, que ya fueron documentados por el medicamento
innovador.(EMA, 2010; Shargel, 2016).

El Reglamento de Insumos para la Salud (RIS) define un medicamento genérico como a
la especialidad farmacéutica que contiene el mismo farmaco o sustancia activa y la misma
forma farmacéutica, con igual concentracién o potencia, que se administra por la misma
via de administracion y al cual mediante las pruebas reglamentarias, ha comprobado que
sus especificaciones farmacopéicas, perfiles de disolucién o su biodisponibilidad y otros
parametros, segun sea el caso, son equivalentes a las del medicamento de referencia.
(Salud, 1998).

De igual manera, define un medicamento de referencia, como aquél medicamento
indicado por la Secretaria de Salud como tal, que cuenta con el registro de dicha
dependencia, que se encuentra disponible comercialmente y el cual es seleccionado

conforme a los criterios establecidos en las Normas.(Salud, 1998).

2.2. Estudios In Vivo de Biodisponibilidad y Bioequivalencia en Humanos

Dos medicamentos son equivalentes farmacéuticos si contienen el mismo principio activo,
en la misma cantidad y en la misma forma farmacéutica, si cumplen con las mismas
especificaciones o estandares de calidad y si se administran por la misma via. Sin
embargo, estos productos pueden diferir en sus excipientes, aditivos y/o proceso de
fabricacion, siendo estas ultimas variables las que pueden dar lugar a diferencias en el

desempenio in vivo del producto.(WHO, 2006).
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La evaluacién del desempefio in vivo de un medicamento es de gran importancia debido a
que la biodisponibilidad esta relacionada tanto a la respuesta farmacodinamica como a los
efectos adversos. El desempefo in vivo de un medicamento puede definirse como el
proceso que implica la liberacién del farmaco desde su forma de dosificacion, seguido de
su biodisponibilidad y su asociacion a una respuesta farmacodinamica. La
biodisponibilidad y la bioequivalencia pueden ser consideradas como medidas del

desempenio in vivo de un medicamento (Shargel, 2016).

La Biodisponibilidad es definida por la FDA como el grado y la velocidad a la cual un
principio activo contenido en un medicamento es absorbido y se encuentra disponible en
el sitio de accion. Esta definicion se enfoca en el proceso por el cual el principio activo es
liberado de la forma de dosificacién oral y es distribuido hacia el sitio de accion.(FDA,
2014).

Desde el punto de vista farmacocinético, los datos de Biodisponibilidad Absoluta de una
formulaciéon ayudan a estimar la fraccion relativa, de la dosis oral administrada, que es
absorbida y pasa a la circulacion sistémica cuando se compara con una administracién
intravenosa.(FDA, 2014).

La Biodisponibilidad Absoluta compara la biodisponibilidad de la sustancia activa en la
circulacion sistémica después de una administracién extravascular con la biodisponibilidad
del mismo farmaco después de una administracion intravenosa. La administracion

intravenosa del farmaco considera un 100% de absorcion. (Shargel, 2016).

Otro tipo de estudio comparativo de la biodisponibilidad es el de Biodisponibilidad
Relativa, en el cual se realiza la comparacién de la biodisponibilidad de productos
administrados por la via extravascular (alternativas farmacéuticas). Estos son utiles para

seleccionar la forma farmacéutica o la formulacion mas adecuada. (Shargel, 2016).

Dos medicamentos son alternativas farmacéuticas si contienen el mismo principio activo y
en la misma cantidad molar, pero difieren en su forma farmacéutica y/o en la forma
quimica del principio activo, es decir, en la sal o el éster. Ambos medicamentos son

administrados por la misma via y liberan el mismo principio activo.(WHO., 2006).

La FDA define a la BE como la ausencia de diferencias significativas en el grado y

velocidad a la cual un principio activo, contenido en equivalentes farmacéuticos o
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alternativas farmacéuticas, se encontrara disponible en el sitio de accion del farmaco
cuando éste es administrado a la misma dosis molar y bajo condiciones similares en un

estudio in vivo disefiado de forma adecuada.(FDA, 2014).

La BE es un criterio esencial para los medicamentos genéricos asi como para el
innovador. Para los medicamentos innovadores, la BE se utiliza para establecer la
equivalencia terapéutica entre el producto farmacéutico comercializado y el que fue
sometido o utilizado durante los estudios clinicos para la evaluacién de su eficacia y
seguridad. (Amidon, 2011). En caso de que el producto innovador sea sometido a
cambios posteriores a su aprobacion, en cuanto a su formulacién, proceso de fabricacion

o un aumento de dosis, sera necesario evaluar su bioequivalencia. (Amidon, 2011).

Los estudios de bioequivalencia (BE) se llevan a cabo con el fin de asegurar que los
pacientes adquieran equivalentes farmacéuticos que sean intercambiables

terapéuticamente y eficaces. (Amidon, 2011).

Para evaluar la Biodisponibilidad y la Bioequivalencia existen métodos directos e
indirectos. El disefio dependera de los objetivos del mismo, de la capacidad para analizar
el farmaco y/o sus metabolitos en un fluido bioldgico, de la farmacodinamia del farmaco,
su via de administracion y la naturaleza del medicamento. Algunos de los métodos
empleados para la evaluacion de la BA y la BE se presentan en la Tabla 1.(Shargel,
2016).

Tabla 1. Métodos de Evaluacién de BA y BE.

Método de Evaluacion. Forma de Evaluar la BA o BE. |
*Cuantificacion de las concentraciones plasmaticas del
Estudios Farmacocinéticos. farmaco.

*Excrecion urinaria del farmaco.

Evaluan el efecto farmacolégico (farmacodinamico) en
funcion del tiempo.

Ensayos clinicos en humanos, altamente controlados,
que establecen la eficacia y la seguridad de los
medicamentos. Método menos exacto, sensible,
reproducible para determinar la BA in vivo.

Estudios de perfiles de disolucién que bajo ciertas
condiciones pueden ser indicativos de la BA del farmaco.

Estudios Farmacodinamicos.

Observaciones Clinicas.

Estudios in vitro.
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Esta comparacion del desempeno de medicamentos genéricos, administrados por via
oral, se realiza generalmente mediante un estudio in vivo de BE en voluntarios sanos
adultos, los cuales son sometidos bajo condiciones definidas de alimentacion y/o ayuno.
Estos estudios comparativos también pueden incluir estudios in vitro mediante la

comparacion de los perfiles de liberacion/disolucion de los farmacos.(Shargel, 2016)

Tanto la BE y la BA se centran en la liberacion del farmaco de un medicamento y su

subsecuente absorcion en la circulacion sistémica.(FDA, 2014)

2.2.1. Criterios Para Establecer Bioequivalencia

Los parametros farmacocinéticos para establecer la bioequivalencia son la concentracion
plasmatica maxima (Cma) como indicativo de la velocidad de absorcién y el Area bajo la

curva (ABC) como indicativo de la cantidad absorbida. (Salud, 2013)

El criterio para dictaminar BE en estudios farmacocinéticos, son los intervalos de
confianza (IC) al 90% de las medias geométricas o promedios de los cocientes
(Prueba/Referencia) de los parametros Cs Yy ABC de acuerdo al diseno, los cuales se
deben encontrar entre 80% y 125%.(Salud, 2013)

2.3. Ketoprofeno (KPF)

El &acido (R, S)-2-[3-benzoilfenil] propandico, comunmente denominado Ketoprofeno
(KPF), forma parte del grupo de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s),
también se clasifica quimicamente como un derivado del acido 2-arilpropioénico. ( a -
Reval et al., 2004; Miles., 2007).

Este farmaco antiinflamatorio tipo Ibuprofeno y Naproxeno también presenta actividad

analgésica y ejerce efectos antipiréticos. (Baldo M.N., 2015).

e] O
H,C O

HO o]

Figura 1. Estructura quimica del Ketoprofeno (KPF).
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2.3.1. Propiedades Fisicoquimicas

=  Férmula quimica: C;¢H140;.

= Masa Molar: 254.284 g/mol.

= Apariencia: Polvo fino o granulado blanco o grisaceo, inodoro y no
higroscopico.(Amidon, 2011)

= Punto de fusién: 94-95° C.

= pKa experimental: 4.45 a 25° C, presenta propiedades de acido débil las cuales
estan asociadas al grupo funcional carboxilo presente en su estructura.

= Coeficiente de Distribucion (Log D): El Log D del KPF reportado en n-
octanol/buffer acuoso es de 0.1 apH 7.4 y de 1.31 a pH de 6.5.

= Coeficiente de Particion (Log P) experimental y C log P: Son de 3.2 y 2.76,
respectivamente. Sus valores de Log P y C Log P son mayores a los
correspondientes al farmaco marcador de alta permeabilidad, el metoprolol, para el
cual dichos valores son de 1.72 y 1.35, respectivamente.(Shohin et al., 2012)

= No existen datos con respecto a su estabilidad en fluidos gastrico e intestinal
humano; sin embargo, su alto grado de absorcion en humanos sugiere que el

farmaco es estable en el tracto gastrointestinal.

Debido a que presenta un carbono asimétrico, existen dos enantiomeros, ambos poseen
actividad biologica. La mayoria de los medicamentos contienen la mezcla racémica; sin
embargo, existen formulaciones que contienen una sal del (S)-(+)-ketoprofeno, conocido
como desketoprofeno, que son utilizadas para reducir la inflamacién y el dolor. El
enantiomero (R)-(-) es utilizado como aditivo en pastas dentales para prevenir la

enfermedad periodental.

En voluntarios sanos el (R)-ketoprofeno sufre inversion en un pequefio grado, entre el 10-
15% de la dosis administrada, al (S)-ketoprofeno. Esto implica una bioactivacion ya que el
(S)-ketoprofeno es el principal responsable de la actividad antiinflamatoria via la inhibicion
de la COX. (Grubb, 1996)

2.3.1.1. Solubilidad
Solubilidad en agua pura: 0.010 mg/mL a temperatura ambiente (22-24° C).
Muy soluble en disolventes organicos tales como el etanol, cloroformo, acetona, éter y

benceno., al igual que en soluciones fuertemente alcalinas.
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Debido a que el KPF es un acido débil, este se puede encontrar en su forma ionizada
dentro del rango de pH del tracto gastrointestinal. Asi, su solubilidad aumenta conforme
se incrementa el valor del pH del medio. Por ejemplo, a pH 6.8 su solubilidad es
aproximadamente de 40.76 mg/mL. (Shohin et al., 2011)

El cociente Dosis/Solubilidad (D/S) del KPF para la dosis de 100 mg, oscila entre 700 y
350 mL a pH’s bajos (1.2 - 4.0), excediendo el criterio de los 250 mL para ser clasificado
como un farmaco de alta solubilidad, por lo que de acuerdo a las guias del Sistema de
Clasificacién Biofarmacéutico (BCS) de la FDA, la EMA y la OMS, el KPF seria clasificado
como un farmaco de baja solubilidad. Sin embargo, a partir de pH 6.5, dicha dosis se
disuelve en 250 mL lo que llevaria a pensar que a ese pH se comportaria como un

farmaco “altamente soluble”(Shohin et al., 2011)

Tomando en cuenta lo anterior, el KPF es un farmaco de baja solubilidad conforme a lo
establecido en la Guia de la OMS. (Shohin et al., 2011)

2.3.2. Mecanismo de Accion

El efecto antiinflamatorio del KPF se lleva a cabo principalmente mediante la inhibiciéon no
selectiva y reversible de las enzimas ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1 y COX-2), lo cual
produce una disminucién en la sintesis de prostaglandinas (PG) pro-inflamatorias y de

precursores a tromboxanos. (Baldo M.N., 2015)
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Figura 2. Cascada biosintética derivada del Acido Araquidénico y mecanismo de accién del KPF.
Modificado de (Garrido et al., 2011).

La COX existe en al menos dos isoformas diferentes: la COX-1, la cual se expresa de
forma constitutiva, por lo que siempre se encuentra presente en muchas células bajo
condiciones fisioldgicas, mientras que la COX-2 es inducida principalmente en respuesta
a estimulos inflamatorios.(Levoin et al., 2004) Dichos estimulos inflamatorios generan una
alteracion en la membrana de las células. Como respuesta al estimulo, la fosfolipasa A,
actua sobre los fosfolipidos de membrana y libera acido araquidonico (AA) precursor de
los eicosanoides que participan en los mecanismos de inflamacion, dolor y fiebre.(Garrido
et al., 2011).

En los ultimos anos, se ha pensado que la inhibicion de la isoforma inducible de la enzima
(COX-2) es la responsable de las propiedades benéficas de los AINE’s, mientras que el
bloqueo de las funciones de la forma constitutiva estd implicado en sus reacciones

adversas a nivel gastrointestinal. (Levoin et al., 2004).

Muchos de sus efectos clinicos son atribuidos al (S)-(+)-ketoprofeno, como un inhibidor

altamente estereoselectivo de la COX in vitro; mientras que el (R)-(-)-ketoprofeno a pesar
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de ser un inhibidor pobre de la COX, presenta una actividad analgésica significativa lo
cual sugiere que este AINE actua mediante ambas vias, los mecanismos COX-

dependiente y COX-independiente.(Levoin et al., 2004).

2.3.3. Indicaciones Terapéuticas y Dosis

Se utiliza para tratar trastornos musculo-esqueléticos y articulares tales como la
espondilitis anquilosante, la artritis reumatoide, la osteoartritis y trastornos peri-articulares
como la bursitis o la tendinitis. También es empleado para tratar dismenorrea, para el
alivio de dolor leve a moderado post-operatorio y en condiciones inflamatorias y dolorosas
tales como la gota aguda o en trastornos de tejidos blandos, asi como para tratar la fiebre.
(Sweetman, S., 2003).

La dosis Unica mas alta recomendada para formulaciones orales conteniendo ketoprofeno
de liberacién inmediata (IR) es de 100 mg, para formulaciones de liberacion prolongada
(ER) es de 200 mg. Dependiendo de la indicacion terapéutica, el régimen de dosificacion
puede variar desde 12.5 mg cada 4 a 6 h (dosis utilizada para tratar la fiebre en adultos)

hasta los 100 mg cada 8 h, con una dosis maxima de 300 mg por dia.

2.3.4. Reacciones Adversas

Sus reacciones adversas son similares a las de otros AINE's, siendo las mas comunes el
rash cutaneo, zumbido en los oidos, dolor de cabeza, mareo, somnolencia, dolor

abdominal, nauseas, diarrea y constipacion.

El KPF es uno de los AINE’s mas ulcerogénicos y es un factor de riesgo de serias
complicaciones gastrointestinales. La informacion para prescribir sugiere que el KPF sea
administrado con alimentos para minimizar sus reacciones adversas sobre el sistema
gastrointestinal ya que la biodisponibilidad total en términos de ABC no se ve alterada,
aunque la velocidad de absorcién en formulaciones de liberacion inmediata si se ve
disminuida. (Shohin et al., 2012)
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2.3.5. Propiedades Farmacocinéticas

2.3.5.1. Absorcién y Permeabilidad
La biodisponibilidad absoluta de KPF después de la administracion oral de capsulas de
100 mg de KPF contra la administracion intravenosa (1.V.) es en promedio del 92.0%, lo

cual corresponde a la fraccion de dosis absorbida.(Shohin et al., 2012).

El KPF, al igual que otros farmacos, es absorbido principalmente por el intestino delgado.

La C,sx se alcanza entre 1-2 horas (t,sx) después de la administraciéon de una dosis Unica.

La absorcion casi completa del KPF esta sustentada por estudios de permeabilidad in
vivo, in situ e in vitro. Su permeabilidad, estudiada por perfusiéon intestinal en humanos
(Peft in vivo), €S de 8.4 £+ 3.3 x 10 cm/s, la cual es significativamente mas rapida que la del
farmaco marcador de alta permeabilidad, el metoprolol, para el cual su valor de Pein vivo €S
de 1.34 x 10™* cm/s. (Shohin et al., 2012). En estudios in vitro realizados en cultivos
celulares de Caco-2 el KPF presenta un Py, de 40.6 x 10 cm/s y la Pt in situ Obtenida por

perfusion intestinal en ratas es de 1.9 x 10 cm/s. (Sheng et al., 2006).

La Guia de Exencién de Estudios In Vivo de Biodisponibilidad y Bioequivalencia basado
en el BCS de la FDA, clasifica al KPF dentro del grupo de los farmacos altamente
permeables, tomando como criterio que la fraccion de dosis absorbida es mayor o igual al
85.0%.

2.3.5.2. Distribucion

El KPF presenta mas del 99.0% de unién a proteinas plasmaticas, principalmente a la
albumina. Su volumen de distribucion (Vd) puede variar entre los 7 y los 14 L (acerca de
0.1-0.2 L/KQ). (Shohin et al., 2012).

2.3.5.3. Metabolismo

Al igual que otros AINE’s derivados del acido 2-arilpropionico, el KPF es metabolizado
principalmente por la conjugacibn con glucurénido por la enzima UDP-
glucuroniltransferasa (UGT) mayoritariamente en el higado, formando un acil glucurénido
inestable. (Levoin et al., 2004).

10
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Figura 3. Estructura quimica del metabolito de KPF (Glucurénido).

También puede sufrir hidroxilacion en el anillo de benzoilo via la CYP3A4 y CYP2C9. No
se conocen metabolitos activos del ketoprofeno, ni tampoco se ha mostrado que presenta
induccidon de enzimas implicadas en el metabolismo de otros farmacos. (Shohin et al.,
2012).

2.3.5.4. Excrecion
Menos del 1.0% de la dosis administrada es excretada inalterada en la orina, mientras
que el metabolito conjugado con glucurénido representa cerca del 65% al 75% del

farmaco excretado por orina.(Shohin et al., 2012).

La vida media de eliminacion (t1,,) reportada para el KPF es de 2.05 + 0.58 h. (Shohin et
al., 2012).

2.4. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS)

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico es un marco de referencia cientifico para la
clasificacién de sustancias farmacoldgicas, el cual se basa en su solubilidad acuosa y en
su permeabilidad intestinal. Con base en lo anterior, este sistema clasifica a los farmacos

dentro de una de las cuatro clases siguientes (WHO., 2006):

Clase | Clase Il
Alta Permeabilidad Alta Permeabilidad
Alta Solubilidad Baja Solubilidad
Clase Il Clase IV
Baja Permeabilidad Baja Permeabilidad
Alta Solubilidad Baja Solubilidad

Diagrama 1. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS).

11
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Cuando se toma en cuenta la disolucién del producto farmacéutico o medicamento,
sumado a las dos propiedades antes mencionadas, el BCS toma en cuenta los tres
principales factores que rigen el grado y la velocidad de absorcion de un farmaco
contenido en una forma farmacéutica sélida de dosificacion oral y de liberacion inmediata
(IR): la disolucion, la solubilidad acuosa y la permeabilidad intestinal. Con base en sus
propiedades de disolucion, las formas farmacéuticas de liberacidon inmediata pueden ser
clasificadas como de muy rapida disolucion, de rapida disolucion o de no rapida
disolucién.(WHO., 2006).

2.4.1. Alta Solubilidad

Un farmaco se considera altamente soluble cuando la dosis mas alta recomendada por la
OMS o cuando la dosis mas alta disponible comercialmente, en formas farmacéuticas
sélidas orales, es soluble en 250 mL o menos de medio acuoso en un rango de pH de 1.2-
6.8., el perfil de solubilidad con respecto al pH debe determinarse en el medio acuoso a
37 £ 1°C. (OMS).

2.4.2. Alta Permeabilidad

Un farmaco es considerado altamente permeable cuando la cantidad de farmaco
absorbida en el humano es mayor o igual al 85.0% con respecto a la dosis administrada
basandose en un balance de masa (con evidencia de la estabilidad del farmaco en el
tracto gastrointestinal) o con la comparacién de la administraciéon de dosis comparables

por via intravenosa. (FDA, 2015).

La medicion de esta propiedad de los farmacos, se basa indirectamente en el grado o
cantidad de farmaco absorbida en el humano, es decir, la fraccion de dosis que es
absorbida y directamente en la medicion de la velocidad de transferencia de masa a
través de la membrana intestinal en el humano. Como alternativa, se pueden utilizar otros
sistemas que permitan predecir la cantidad de farmaco que se absorbe en el humano
como el uso de modelos animales in situ o de métodos in vitro con cultivos de células
epiteliales. (FDA., 2015).

2.4.3. Clasificacion del KPF Dentro del BCS

La OMS no ha clasificado al KPF dentro del BCS, sin embargo, tomando en cuenta sus

caracteristicas antes descritas de baja solubilidad y alta permeabilidad intestinal, asi como

12
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los criterios de la guia de la OMS, este farmaco seria agrupado dentro de los Clase Il.
Dichos farmacos, seran absorbidos por completo, siempre y cuando se encuentren en
solucion. Algunos autores como Yazdanian M., et al lo han clasificado como un farmaco

de Clase |, esto basandose solamente en la alta solubilidad del KPF a pH 7.4.

La solubilidad es uno de los parametros clave utilizado dentro del BCS, y junto con el
grado de disolucion, es uno de los principales factores que regulan la velocidad y el grado
de absorcion de un farmaco. La solubilizacion de un farmaco in vivo y su disolucion son
procesos muy complejos debido a que existen un gran numero de factores fisioldgicos,
principalmente dentro del tracto gastrointestinal, tales como la motilidad intestinal, el pH,
la presencia de sales biliares, la capacidad amortiguadora, la fuerza idnica, la ingesta de
alimentos y la viscosidad que van a influir en su realizacién. El pH y el efecto surfactante
son los principales determinantes fisicoquimicos de la disolucién del farmaco, estos se
ven reflejados en los cambios de pH y en la presencia de las sales biliares, ambos
factores son de gran importancia cuando consideramos un farmaco ionizable,
principalmente aquellos que tienen un valor de pKa incluido dentro del intervalo de pH del

tracto gastrointestinal.(Sheng et al., 2006).

El Acuerdo que determina el tipo de prueba para demostrar intercambiabilidad de
medicamentos genéricos, emitido por el CSG, indica que la prueba que le corresponde a
las capsulas que contienen 100 mg de KPF es la “C” que es un estudio de

Bioequivalencia en humanos. ("Cuadro Basico y Catalogo de Medicamentos," 2014).

2.5. Estudios Farmacocinéticos y de Bioequivalencia de Medicamentos que
Contienen KPF

En el estudio farmacocinético realizado por Hassanzadeh M.K., et al, en el que a seis
varones sanos se les administré una dosis unica de 100 mg de KPF contenida en dos
capsulas de gelatina dura de liberacién inmediata, la administracion de la dosis se realizé
con 100 mL de agua. (Hassanzadeh M. K. et al., 1997).

En el estudio, se encontré que la absorcion del farmaco es muy rapida, alcanzandose el
pico de concentracion plasmatica entre las 1.35 y 2.35 horas después de la
administracion. Sin embargo, se observé que la vida media de eliminacién fue rapida con

un valor promedio de 1.33 h. Lo cual requiere de un aumento en la frecuencia de
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administracion para mantener los niveles terapéuticos y en una mayor posibilidad de que
el paciente presente alguna reaccion adversa. (Hassanzadeh M. K. et al, 1997) La
reaccion adversa que se presenta con mayor frecuencia con el uso de este farmaco, al
igual que con otros AINE’s, estd relacionada con el dafio al tracto gastrointestinal,
ocasionando inflamacion, sangrado, ulceracidon y en algunos casos de mayor gravedad
perforacion del estobmago, del intestino delgado o del intestino grueso. Estas reacciones
adversas son una consecuencia de sus propias acciones farmacoldgicas ya que actua de
forma local alterando la integridad celular de la mucosa gastrica y a nivel sistémico

reduciendo el nivel de PG que protegen la mucosa gastrica. (Garrido et al., 2011).

Tabla 2. Parametros farmacocinéticos reportados por Hassanzadeh M. K., 1997.

Cédpsulas de 50 mg de KPF
Parametro Farmacocinético Promedio * DE
(n=6)
ABC [ug.h/mL] 242 £3.0
Cmax [Mg/mL] 94+1.8
tmax [h] 16104
ti2 [h] 1.33+0.3

En 2015, Baldo M.N. et al, (Baldo M.N., 2015) llevaron a cabo un estudio de
Bioequivalencia en el que compararon la biodisponibilidad de ketoprofeno en un
medicamento de prueba y él medicamento de referencia, el Profenid® de Sanofi Aventis.
Dicho estudio se realizé con 24 voluntarios sanos varones, de origen latino americano, a
los cuales se les administré una dosis unica de 200 mg de KPF por lo que fue necesario

se tomaran 4 capsulas de gelatina dura conteniendo 50 mg de KPF con 240 mL de agua.

El estudio se llevo a cabo empleando un disefo cruzado de dos vias con un ayuno de 10
h previo a la administracion del medicamento y un periodo de lavado de 7 dias. Se
tomaron muestras sanguineas durante 24 horas. La concentracion plasmatica de KTP en
plasma se determiné empleando un método por LC-MS/MS, el rango de la curva de
calibracion fue de 48- 19294 ng/mL. Los resultados se presentan en |la Tabla 3. Al llevar a
cabo el analisis estadistico, se encontrd que para los parametros Cs, ABCo.o4 ¥ ABCy...,
los IC al 90% cumplen con el criterio de encontrarse dentro del 80-125%, lo que muestra

que ambos productos fueron bioequivalentes.
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Tabla 3. Parametros farmacocinéticos reportados por Baldo, M.N., et al, 2015.

. . o4 Producto de Prueba Producto de Referencia
Parametro Farmacocinético

Flogofin® Profenid®
ABC.24 [ng.h/mL] 52.21+1.15 50.68 + 10.52
ABCj.- [ug.h/mL] 52.38 £+ 11.51 50.84 + 10.57
Cmax [Hg/mL] 21.58 + 6.69 21.65 + 8.48
tmax [h] 1.10 £ 0.53 1.49+£1.00
ti2 [h] 3.62+0.75 3.54 + 0.59
K. [h'1] 0.20+£0.05 0.20+£0.05
25+ = = —e— Profenid (Reference}
—_ E‘ 201 -0-- Flogofin (Tesl)
= 2
E 201 :
2 e 8
Pl e} [S]
15 @ g
S 10-
2
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Figura 4. Concentraciones plasmaticas promedio de KPF alcanzadas
después de la administracion de una dosis tnica de 200 mg de KPF a
24 voluntarios sanos.(Baldo M.N. et al., 2015)

2.5.1. Riesgos de Bioinequivalencia de Medicamentos que Contienen KPF

El grado de absorcion del KPF parece ser muy robusto y no dependiente de la
formulacion ni de los excipientes, al menos no para las formulaciones de liberacion
inmediata, por lo que el riesgo de bioinequivalencia en términos del ABC es muy bajo. El
riesgo puede reducirse mas, si los medicamentos genéricos de KPF se formularan
utilizando los excipientes presentes en otras formulaciones orales de liberacién inmediata
aprobadas por la International Council for Harmonisaton (ICH) y si fueran utilizados en

cantidades similares a dichos productos.(Shohin et al., 2012).

Sin embargo, la velocidad de absorcién, en términos de la Cs, puede verse alterada por
la formulacién. Factores farmacéuticos tales como, el uso de tensoactivos en

concentraciones tales que favorezcan la humectacion y solubilizacion del farmaco, el uso
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de algun excipiente o aditivo que incremente el pH del estbmago; formas sélidas que
generen una super saturacion y que incrementen la velocidad de disolucién en el
estbmago puedan dar como resultado un incremento en la velocidad de absorcion del
farmaco.(Shohin et al., 2012).

Otro punto importante, es el efecto del consumo de alimentos, ya que la informacion para
prescribir sugiere que el KPF sea administrado junto con los alimentos para minimizar los
efectos adversos gastrointestinales. Cuando esto se lleva a cabo, la biodisponibilidad del
KPF no se ve alterada en términos del ABC, sin embargo, la velocidad de absorcion del
farmaco disminuye. Esto se debe a que la ingesta de alimentos produce una disminucién
en la C,s a aproximadamente la mitad, incrementando el tiempo en el que se alcanza
dicha concentracion de 1.2 h (sujetos en ayuno) a 2 h en estado postprandial. (Shohin et
al., 2012).

2.6. Validacion de Métodos Bioanaliticos.

La cuantificacién o medicion de las concentraciones de un farmaco y/o sus metabolitos en
alguna matriz bioldgica es ampliamente utilizado en estudios clinicos, toxicolégicos,
farmacocinéticos, de biodisponibilidad, de Bioequivalencia y en el monitoreo terapéutico
de farmacos (TDM). Es por ello que se requiere contar con métodos analiticos validados
que permitan cuantificar el analito en un rango de concentraciones especifico, el cual

dependera del tipo de estudio a realizar.(Helmy et al., 2014).

La validacion de un método bioanalitico implica el realizar y documentar, todos aquellos
procedimientos o pruebas que demuestren que un método analitico que sera utilizado
para medir cuantitativamente un farmaco y/o sus metabolitos en una matriz bioldgica
(sangre total, plasma, suero u orina), es confiable y reproducible para las aplicaciones
analiticas que fue desarrollado. Algunos de los parametros fundamentales que se deben
incluir en la validacidon son: curva de calibracion, precisidn, exactitud, selectividad,
sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad.(FDA, 2013).

En México, el documento de caracter oficial que establece los criterios, requisitos y
caracteristicas de desempefio de un método analitico utilizado para el analisis de
muestras bioldgicas en un estudio de biodisponibilidad o bioequivalencia es la NOM-177-
SSA1-2013.
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Dicha norma establece, que todos

los métodos analiticos empleados para la

cuantificacién de farmacos en muestras bioldgicas, deben ser validados en el sitio de

analisis y ademas se debe demostrar y documentar que alcanzan el propésito para el cual
han sido desarrollados. (Salud, 2013).

En la siguiente tabla se presenta una comparacion de de los requisitos establecidos en la
NOM-177-SSA1-2013 y en el borrador de la Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos

de la FDA publicado en el 2013, para la validacion de métodos analiticos empleados para

la cuantificacion de farmacos y/o sus metabolitos en matrices bioldgicas.

Tabla 4. Comparacion entre los requisitos y criterios de validacion establecidos en la NOM-177-
SSA1-2013 y en el Borrador de Guia de la FDA del 2013.

Prueba

Selectividad

Condiciones Experimentales de la Prueba

NOM-177-SSA1-2013.

Borrador de Guia de la FDA del 2013.

Demostrar la no interferencia de
compuestos enddgenos del plasma,
mediante la evaluacion:

1. El plasma blanco normal de 6
voluntarios.

2. Preparar una mezcla de matriz
bioldgica, mezclando volimenes iguales
del plasma de los 6 voluntarios, a partir
de él preparar y analizar:

a) Muestra blanco.

b) Muestra cero.

c) Mezcla de plasma adicionada con el
farmaco a la concentracién del LIC.

3. Analizar la matriz biolégica lipémica y
la hemolizada.

La respuesta analitica de las
interferencias proximas al tiempo de
retencion deben ser menor al 20.0% para
el LIC del analito y del 5.0% para el El.

Analizar muestras blanco de la matriz
bioldgica de interés obtenida de por lo
menos seis fuentes. Para cada muestra
debe probarse la no interferencia y la
selectividad debe garantizarse en el LIC.
Evaluar posibles sustancias que puedan
interferir, tales como componentes
enddgenos del plasma, metabolitos,
productos de descomposicion; y posibles
interferencias en el estudio, medicacion
concomitante y otros xenobidticos.
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Tabla 4. CONTINUACION.

Prueba

Limite Inferior de
Cuantificacién (LIC)

Condiciones Experimentales de la Prueba

NOM-177-SSA1-2013.

Borrador de Guia de la FDA del 2013.

Se determina con base en el 5.0% del
Chax reportado para el farmaco de interés.

La NOM-177 considera su evaluacion
durante la evaluacion de los parametros
de precision y exactitud.

La concentracion mas baja de la curva de
calibracion puede ser aceptada como el
LIC si cumple con lo siguiente:

1. La respuesta en el LIC es por lo menos
5 veces la respuesta analitica de un blanco
de plasma en el t; del farmaco.

2. El pico del farmaco es identificable,
discreto y reproducible. La precision del
promedio de las concentraciones
recuperadas tiene un %C.V. £ 20.0% vy la
exactitud es < 20.0% de la concentracion
nominal.

3. Evaluar por quintuplicado, muestras
adicionadas con la concentracién mas baja
considerada en el intervalo de trabajo.

El LIC no debe ser confundido con el limite
de deteccion (LD) y/o con la MCB.

Curva de Calibracion

Caracterizar al menos 6 concentraciones
distintas sin incluir las muestras blanco y
cero. Definir un modelo matematico que
describa la relacion entre la concentracion
y la respuesta analitica, la cual debe ser
continua y reproducible en el intervalo de
trabajo.

Evaluar un minimo de 3 curvas de
calibracion del analito en plasma en el
intervalo de trabajo.

La Crecuperada debe estar dentro del 15.0%
de la Cyomina Ppara cada nivel de
concentracion, para el LIC puede ser < al
20.0%.

Al menos el 75.0% de las
concentraciones de la curva de
calibraciéon, con un minimo de 6 puntos,
deben cumplir con este criterio. Del total
de curvas evaluadas, al menos el 50.0%
de cada nivel de concentracion debe
cumplir con el criterio de aceptacion.

Evaluar un minimo de 6 corridas llevadas a
cabo durante varios dias, con al menos 4
concentraciones (incluyendo el LIC, un
punto bajo, medio y alto) analizadas por
duplicado en cada corrida.

Utilizar el modelo mas simple que describa
adecuadamente la relacién entre la
concentracion-respuesta. La seleccién de
una ponderacion y el uso de una ecuacion
de regresion compleja deben ser
justificada.
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Tabla 4. CONTINUACION.

Prueba

Recuperacion
Absoluta (Recobro)

Condiciones Experimentales de la Prueba

NOM-177-SSA1-2013.

Borrador de Guia de la FDA del 2013.

NO INCLUIDA

Analizar por quintuplicado las MCB, MCM
y MCA. Comparar sus respuestas
analiticas con las obtenidas por soluciones
preparadas a la misma concentracion y en
el mismo disolvente.

El % de recobro del farmaco y del El no
necesita ser del 100%, soélo deben ser
consistentes, precisos y reproducibles.

Precision del Método

Repetibilidad (Precision Intra-dia)
Analizar en un mismo dia, al menos por
quintuplicado, las muestras
correspondientes al LIC, MCB, MCM,
MCA y MCD.

El %C.V. del promedio de las Crecuperadas
debe ser < al 15.0%, para el LIC puede
ser < al 20.0%.

Utilizar un minimo de 5 determinaciones
por concentraciébn y un minimo de 3
concentraciones distintas e incluidas
dentro del intervalo de concentraciones
esperadas en el estudio.
*Precision durante una
analitica.

sola corrida

Reproducibilidad (Precisién Inter-dia)
Analizar al menos por quintuplicado, en
tres corridas analiticas diferentes y en al
menos dos dias, las muestras
correspondientes al LIC, MCB, MCM vy
MCA.

El %C.V. del promedio de las Crecyperadas
debe ser < al 15.0%, para el LIC puede
ser < al 20.0%.

Precision entre varias corridas analiticas o
que puede involucrar diferentes analistas,
equipos, reactivos y laboratorios.

La adicion de otro analista o el uso de otro
equipo, debe cumplir con los criterios de
Reproducibilidad.

Utilizar los datos de Repetibilidad vy
Reproducibilidad en concentracién
recuperada.

Evaluar con un minimo de 5
determinaciones por concentracién y con
un minimo de 3 concentraciones distintas
que estén incluidas en el intervalo de

Exactitud El promedio del % de desviacion de las tErTbarJ;)r-nedio de las C ara cada
Crecuperadas d€be ser < al 15.0%, para el | . P 8 “recupersdas P o
LIC puede ser < al 20.0% nivel de concentracion, debe tener un % de
- o desviacion < al 15.0%, para el LIC puede
ser < al 20.0%.
Evaluar por triplicado la respuesta del farmaco en las MCB y MCA, estas deben
Estabilidad de Ia analizarse inmediatamente después dg §u preparacion y después de ser sometidas a
las condiciones a evaluar.
Muestra

La Crecuperada Promedio de cada nivel de concentracion evaluado debe estar dentro del
15.0% de la Cominal-

Estabilidad a Corto
Plazo

Evaluar la estabilidad del farmaco y del El en las muestras sin procesar (matriz
biolégica) en la mesa de trabajo, a condiciones de temperatura ambientales y en el
periodo de procesamiento de las muestras. El borrador de Guia de la FDA del 2013 la
denomina Estabilidad en la mesa de trabajo.
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Tabla 4. CONTINUACION.

Prueba

Estabilidad a Largo
Plazo

Condiciones Experimentales de la Prueba
NOM-177-SSA1-2013. Borrador de Guia de la FDA del 2013.

Evaluar la estabilidad del farmaco y del El en las muestras sin procesar bajo las
condiciones de almacenamiento en las que se mantendran, por un periodo de tiempo
por lo menos equivalente al que transcurre desde la toma de la muestra hasta su
analisis.

Estabilidad en Ciclos
de Congelacién -

Evaluar la estabilidad del farmaco y del El en las muestras sin procesar, almacenadas a
la temperatura de congelacion por al menos 12 h, descongelarlas completamente a
temperatura ambiente y volver a congelarlas por al menos 12 h bajo las mismas

Descongelacién condiciones. El nimero de ciclos de congelacién-descongelacion evaluados debe ser al
menos de tres.

Evaluar la estabilidad del farmaco y del El

Estavilisad enel | eador a

Automuestreador P . . Ambas pruebas de la NOM-177 estan

menos el tiempo que dure una corrida i ) o
analitica completa incluidas en la prueba de Estabilidad de
Evaluar la estabilidad del férm-aco y del El la Muestra Procesada del borrador de
Guia de la FDA del 2013.
Estabilidad de la en las muestras procesadas bajo las

Muestra Procesada

condiciones de almacenamiento que
seran utilizadas durante el estudio.

Estabilidad en
Solucion.
(Farmaco y El)

Evaluar la estabilidad del farmaco y del El en la solucion de referencia principal y de
trabajo sometidas bajo las condiciones a las cuales seran almacenadas por un tiempo
mayor o igual al periodo de almacenamiento.

La estabilidad se evalua realizando una dilucién apropiada de dichas soluciones.
Las soluciones se consideraran estables si la desviacion de la respuesta analitica
promedio con respecto a la obtenida con muestras recién preparadas es < al 10.0%.

2.7. Cromatografia

La cromatografia es un método fisico de separacion, en el que los componentes a separar

se distribuyen en dos fases, una estacionaria (fase estacionaria) y otra que se mueve

(fase movil) en una direccion definida. (IUPAC)

Los mecanismos de retencion en los diversos tipos de cromatografia difieren, todos se

basan en establecer un equilibrio entre la fase estacionaria y la fase mévil. Dicho equilibrio

de distribucién se define con la constante de distribucion (K,):

Donde [X]; es la concentracion del componente X sobre o en la fase estacionaria, y [X],,

es su concentracion en la fase movil. Esta constante, también denominada constante de
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distribucion o coeficiente de particion en la cromatografia de particion, esta gobernada por
la temperatura, la clase de compuesto y las fases estacionaria y mévil. Los solutos con un
valor grande de K. seran retenidos con mayor fuerza por la fase estacionaria que aquellos
que tengan un valor pequefio. Como resultado, estos ultimos avanzaran por la columna,

es decir, seran eluidos, con mayor rapidez. (Christian, 2009)

2.7.1. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) es una técnica analitica
instrumental que puede ser utilizada como técnica preparativa o analitica, permitiendo la

purificacién, identificacion y cuantificacién del analito de interés.

Un instrumento para CLAR se compone principalmente de cuatro partes: un sistema de
bombeo a altas presiones que permite el flujo de la fase mdévil, un sistema de inyeccion de
la muestra, la columna cromatografica que permitira la separacion de sus componentes y
un sistema de deteccion. En esta técnica analitica, la muestra es inyectada en el seno de
la fase movil en la que es soluble, y es transportada a través de la columna por el flujo
continuo de la fase mévil a una alta presion. Al ir fluyendo continuamente la fase mévil a
través de la columna, los analitos se distribuiran entre las dos fases y terminaran por ser
eluidos, y si la distribucion es lo suficientemente distinta para cada uno de los
componentes de una muestra, terminaran por separarse y pasaran a través de un sistema
de detecciéon el cual detectara la presencia de cada uno de los componentes de la
muestra y los convertirda en una sefal eléctrica que sera registrada en un sistema de
procesamiento de datos que los representara como un grafico denominado
cromatograma; cada componente o soluto se representara graficamente como un pico

que podra identificarse por su tiempo de retencion (t;), su ancho, altura y area.

La cromatografia de liquidos tiene un potencial amplio de aplicaciones debido a que
alrededor del 85% de los compuestos conocidos no son lo suficientemente volatiles o
estables a altas temperaturas como para ser separados por cromatografia de gases.
(Christian, 2009)

2.7.1.1. Tipos de Cromatografia de Liquidos
La CLAR se usa en modo de cromatografia de adsorcion liquido-sélido, o en el de

cromatografia de particion liquido-liquido, siendo éste ultimo el mas comun, ya sea de
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fase normal o de fase reversa o inversa. Ambos modos aprovechan diferencias en la
polaridad del soluto, ya que dicha propiedad es importante para determinar tanto la

adsorcion como la solubilidad.

En la cromatografia de fase normal (NPC), la fase estacionaria es polar. Se utiliza una
fase movil no polar como el n-hexano, cloruro de metileno o cloroformo. La fase
estacionaria es un siloxano unido con un grupo funcional polar (ciano, diol, amino,
dimetilamonio). Esas fases retienen compuestos polares preferentemente a compuestos

no polares.

En la cromatografia de fase inversa o reversa (RPC), se utiliza una fase estacionaria
relativamente no polar, y la fase maévil polar puede estar compuesta de MeOH, ACN, THF,
agua o con frecuencia, una mezcla de agua con uno de los disolventes organicos
mencionados a los cuales se les denomina modificadores. Estos disolventes son
transparentes al UV y tienen poca viscosidad. Las fases enlazadas mas comunes son

cadenas de n-octadecilo (C18) o n-octilo (C8) o grupos fenilo.

Una gran variedad de compuestos organicos se pueden disolver en fases moviles
compuestas de agua-disolvente organico para separarlos, de tal modo que la

cromatografia de fase inversa es; con mucho, la forma mas utilizada de CLAR.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo General.

= Desarrollar y validar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR) para la cuantificaciéon de Ketoprofeno en plasma humano para

su aplicacion en estudios de Biodisponibilidad o Bioequivalencia.

3.2. Objetivos Particulares.

= Seleccionar las condiciones cromatograficas adecuadas que permitan obtener la
mejor separacion y resolucion del KPF por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR).

= Establecer las mejores condiciones de extraccion del KPF del plasma, las cuales
permitan obtener un recobro reproducible en el intervalo de concentracion de 0.5 a
20.0 ug/mL.

= Validar el método analitico desarrollado conforme a los criterios establecidos en la
NOM-177-SSA1-2013.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos, materiales, instrumentos y equipos

4.1.1. Reactivos

Estandar secundario de Ketoprofeno de Sanofi, Pureza: 99.7% BH.

Estandar secundario de Ketorolaco Trometamina de Laboratorios RAM de
Sahuayo, Pureza: 99.46% BH.

Metil terbutil éter grado reactivo J.T. Baker.

Metanol grado HPLC J.T. Baker.

Acetonitrilo grado HPLC J.T. Baker.

Acido Acético glacial grado reactivo J.T. Baker.

Acido Fosférico grado reactivo J.T. Baker.

Agua grado HPLC.

Nitrégeno gas.

4.1.2. Materiales

Columna cromatografica NOVA-PAK C18 Waters, dimensiones de 3.9 mm x 150
mm y 4.0 ym de tamafio de particula.

Pre-columna SecurityGuard Phenomenex.

Matraces volumétricos de 10.0 mL, 25.0 mL y 500 mL.

Tubos de ensaye de 13 x 100 mm.

Tubos de ensaye de vidrio con tapon de rosca.

Puntas para micropipeta.

4.1.3. Instrumentos y equipos

Cromatografo de liquidos de alta resolucion modelo LC10AT Shimadzu con
detector UV-visible modelo SPD-10AV Shimadzu.

Micropipeta Eppendorf de 100-1000 pL.

Micropipeta Eppendorf de 500-5000 pL.

Micropipeta Eppendorf de 1-10 mL.

Repipeteador Eppendorf Plus.

Potenciometro Thermo Orion Star A211.
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= Balanza analitica Sartorius.

= Espectrofotometro UV-Visible 1601 Shimadzu.

» Agitador vortex MX-S de Science MED Finland Technology.
= Agitador Lab-Line 3520 Orbital Platform Shaker.

= Centrifuga Eppendorf 5416.

= Ultra-congelador REVCO a -70°C.

= Congelador Lab-Line, modelo 3552 a -20° C.

» Barfo de agua Lab-Line 18005.

» Bafo de ultrasonido Fisher Scientific FS60.

= Equipo de Filtracion Millipore.

4.2. Desarrollo y Validacion del Método Analitico
4.2 1. Preparacion de Soluciones

4.2.1.1. Solucién de Acido Acético al 0.2 %, pH 3.1

Se tomo una alicuota de 954 L de acido acético glacial la cual se transfirio a un matraz
volumétrico de 500.0 mL con aproximadamente 250 mL de agua grado HPLC, se disolvid
y posteriormente se llevo a la marca de aforo con agua grado HPLC. El pH se determiné
so6lo con el fin de corroborar que se encuentre dentro del rango de 3.0 — 3.2 ya que no

puede ajustarse para evitar modificar la concentracion de acido acético.

4.2.1.2. Solucién de Acido Fosférico (H;PO,) 5.0 M
Se tomd una alicuota de 8.4 mL del reactivo de acido fosforico la cual se transfirid a un
matraz volumétrico de 25.0 mL con aproximadamente 10 mL de agua grado HPLC, se

disolvio y posteriormente se llevo a la marca de aforo con agua grado HPLC.

4.2.1.3. Fase Mévil (FM). Solucién de Acido Acético al 0.2%, pH 3.1: ACN (55:45)

Para preparar 1.0 L de FM se mezclan 550 mL de la solucion de Acido Acético al 0.2% pH
3.1 con 450 mL de ACN., tanto la solucién de acido como el ACN se filtraron de forma
independiente a través de un filtro de nylon de 0.45 pym. de tamafio de poro,
posteriormente se mezclaron los volumenes correspondientes y se coloco en un bafio de

ultrasonido por 30 min a temperatura ambiente.
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4.2.1.4. Preparacion de la Mezcla de Matriz Biolégica (Plasma Humano)

Para su preparacion, se mezclaron volumenes iguales de plasma normal proveniente de
seis donadores distintos, incluyendo tanto hombres como mujeres. Dicha mezcla de
plasma se fraccion6 en frascos de plastico herméticos de aproximadamente 50 mL y se
almacenaron en congelaciéon (-20° C) durante el periodo de validacién del método
analitico. Los paquetes de plasma fresco congelado humano utilizados durante la

validacién del método analitico fueron donados por el banco de sangre de Médica Sur.
4.2.2. Preparacion de Soluciones Estandar y de Trabajo de KPF

4.2.2.1. Solucién Estandar 1 (STD 1 de KPF). Concentracion de 2000 ug/mL de KPF

Se pesaron con exactitud el equivalente a 20.0 mg del estandar secundario de KPF los
cuales fueron transferidos cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10.0 mL, se
disolvié en aproximadamente 5.0 mL de MeOH y se llevd a la marca de aforo con el

mismo disolvente. La concentracién de KPF obtenida en esta solucién es de 2000 ug/mL.

A partir del STD 1 de KPF se prepararon las soluciones estandar 2 y 3 tal y como se

describe a continuacion:

4.2.2.2. Solucioén Estandar 2 (STD 2 de KPF). Concentracién de 200 pg/mL de KPF
De la solucion STD 1 de KPF se tomd una alicuota de 1000 pL, la cual se transfirié a un
matraz volumétrico de 10.0 mL y se llevd a la marca de aforo con MeOH. La

concentracion de KPF obtenida en esta solucién es de 200 pg/mL.

4.2.2.3. Solucioén Estandar 3 (STD 3 de KPF). Concentracion de 20 pg/mL de KPF
De la soluciéon STD 1 de KPF se tomé una alicuota de 100 pL la cual se transfirié a un
matraz volumétrico de 10.0 mL y se llevd a la marca de aforo con MeOH. La

concentracion de KPF obtenida en esta solucion es de 20 pyg/mL.

4.2.2.4. Soluciones de Trabajo de KPF
En la siguiente tabla se presenta la forma de preparacion de las Soluciones de Trabajo de

KPF a partir de las tres soluciones estandar de KPF mencionadas en el apartado 4.2.2.
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Tabla 5. Preparacion de las Soluciones de Trabajo de KPF en MeOH.

Cker en la Solucion Ckeren el STD Alicuota del  Aforo con MeOH

de Trabajo STD de KPE [ug/mL] STD [uL] [uL]
10 3 20 500 500

20 3 20 | 0 - -

30 2 200 150 850

50 2 200 250 750

100 2 200 500 500
160 2 200 800 200
200 2 200 | - 1
340 1 2000 170 830
400 1 2000 200 800

4.2 3. Preparacion de Soluciones Estandar y de Estandar Interno (El) de KET

4.2.3.1. Solucién Estandar 1 (STD 1 de KET). Concentracion de 1000 ug/mL de KET

Se pesaron con precision el equivalente a 14.8 mg del estandar secundario de
Ketorolaco-Trometamina los cuales fueron transferidos cuantitativamente a un matraz
volumétrico de 10.0 mL, se disolvieron en aproximadamente 5.0 mL de MeOH y se llevo a
la marca de aforo con el mismo disolvente. La concentracion de KET obtenida en esta

solucion es de 1000 pg/mL.

4.2.3.2. Solucion de Estandar Interno de KET. Concentracion de 200 pg/mL de KET
De la soluciéon STD 1 de KET se tomd una alicuota de 2000 L la cual se transfirié a un
matraz volumétrico de 10.0 mL y se llevé a la marca de aforo con agua grado HPLC. La

concentracion de KET obtenida en esta solucion es de 200 pug/mL.

4.2.4. Solucidn Para la Verificacion del Desempeiio del Sistema

De la soluciéon STD 2 de KPF se tomé una alicuota de 375 L la cual se transfirio a un
matraz volumétrico de 10.0 mL, posteriormente se tomé una alicuota de 1000 uL del STD
1 de KET y de igual manera se transfirié al matraz volumétrico de 10.0 mL., finalmente se
llevé a la marca de aforo con FM. La concentracién obtenida en esta solucion es de 7.5
pg/mL de KPF y de 100 pg/mL de KET.

4.2.5. Preparacion de la Curva de Calibraciéon de KPF en Plasma

La siguiente tabla muestra la forma de preparacion de cada nivel de concentracion de la
curva de calibracion en plasma humano utilizando las Soluciones de Trabajo de KPF

descritas en el apartado 4.2.2.
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Tabla 6. Preparacion de la Curva de Calibraciéon de KPF en Plasma.

Nivel de la Curva | Ckprenla  Alicuota de la N " Volumen final de la
de Calibraciéon en | Solucién de Solucién de de Plasma. muestra de KPF en
Plasma. Trabajo. Trabajo de KPF. L] Plasma.

[ug/mL] [ug/mL] [uL] [mL]
0.5 10 50 950 1.0
1.0 20 50 950 1.0
2.5 50 50 950 1.0
5.0 100 50 950 1.0
10.0 200 50 950 1.0

20.0 400 50 950 1.0

4.2.6. Preparacion de las Muestras Control de KPF en Plasma y en Solucién

Para seleccionar las concentraciones correspondientes a cada una de las muestras

control (MC), se tomaron en cuenta los criterios establecido en la NOM-177-SSA1-2013:

» Muestra Control Baja (MCB): Concentracidon equivalente a 3 veces la
concentracion del LIC, la cual es de 0.5 ug/mL. La concentracion de KPF en la
MCB es de 1.5 ug/mL.

=  Muestra Control Media (MCM): Concentracion intermedia entre la MCB y la MCA.
La concentracion de KPF en la MCM es de 8.0 pg/mL.

= Muestra Control Alta (MCA): Concentracién equivalente al 85.0% de la
concentracién del Limite Superior de Cuantificacion (LSC), la cual es de 20.0

ug/mL. La concentracion de KPF en la MCA es de 17.0 pg/mL.

4.2.6.1. Muestras Control en Plasma
La siguiente tabla muestra la forma de preparacién de las MC de KPF en plasma humano

utilizando las Soluciones de Trabajo de KPF descritas en el apartado 4.2.2.

Tabla 7. Preparacion de las Muestras Control de KPF en Plasma.

Alicuota de la

Cker en la Solucion . Aforo con Mezcla Volumen final de la MC
MC en Plasma. . Solucién de
[ug/mL] de Trabajo. Trabajo de KPF de Plasma. de KPF en Plasma.
[ug/mL] L ! [uL] [mL]
[pL]

MCB
[1.5 pg/mL] 30 50 950 1.0

MCM
[8.0 pg/mL] 160 50 950 1.0

MCA
[17.0 pg/mL] 340 50 950 1.0
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4.2.6.2. Muestras Control en Solucion

La siguiente tabla muestra la forma de preparacion de las MC de KPF en solucion
utilizando las tres soluciones estandar de KPF mencionadas en el apartado 4.2.2. Es
importante mencionar que dichas soluciones se prepararon a una concentracion 3 veces
mayor que la correspondiente a cada muestra control en plasma para que sus respuestas
analiticas puedan ser comparadas, esto debido a que al momento de reconstituir las

muestras control en plasma estan se concentran 3 veces.

Tabla 8. Preparacion de las Muestras Control de KPF en Solucion.

MC de KPF en

Solucién ggs ;z ,:a[‘gf ':IZ STD de KPF cxng; n‘:;_ ]sro Alicuo;:Lc;el STD Aforc; n:f]n Fm
[ng/mL]
[ .5M|J(;IBmL] 4.5 3 20 2250 10.0
[8.0Mp(g::]|>nmL] 24.0 2 200 1200 10.0
[17.0WI :l::;mL] 51.0 2 200 2550 10.0

4.2.7. Desarrollo del Método Analitico

4.2.7.1. Seleccion de las Condiciones Cromatograficas para el Analisis

Para la cuantificacion del KPF en las muestras de plasma se decidié emplear la técnica de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) con deteccién al UV. Esto se debe
a que dicho farmaco presenta en su estructura quimica dos anillos aromaticos con dobles
enlaces conjugados que absorben en el rango del UV por lo que esta propiedad de la
molécula puede ser utilizada para su cuantificacion. También se tomdé en cuenta la
sensibilidad de esta técnica analitica para poder cuantificar con precision y exactitud el
5.0% de la C,,sx de KPF esperada después de una dosis unica de 100 mg, la cual es de

aproximadamente 10.0 ug/mL. (Hassanzadeh M. K., 1997).

4.2.7.1.1. Seleccién de la Longitud de Onda de Analisis

Para seleccionar la longitud de onda de analisis, se consideré que el KPF no es un
farmaco nuevo, que existe informaciéon reportada acerca de sus propiedades
fisicoquimicas por lo que se buscaron referencias en la bibliografia acerca de las

longitudes de onda comunmente utilizadas en métodos analiticos desarrollados por CLAR

29




DESARROLLO EXPERIMENTAL W

con deteccion al UV y se encontré que en general se han empleado longitudes de onda
en el rango de 250 a 260 nm. (Jin et al., 2008; Jiyauddin et al., 2011; Rajaa Farhan
Hussein., 2011; Zafar et al., 2013).

Tomando en cuenta esta informacién, se decidid realizar un barrido de absorcion al UV,
por espectrofotometria UV-Visible, en un rango de 190 a 400 nm con soluciones de KPF a

una concentracién de 10.0 ug/mL preparadas en MeOH y en FM.

4.2.7.1.2. Seleccion de la Columna Cromatografica

Tomando en cuenta la estructura quimica del KPF, su baja solubilidad en agua y su valor
de Log P reportado (3.2), asi como su solubilidad en varios disolventes organicos no
polares, se concluyd que se trata de un compuesto organico poco polar por lo cual para
su separacion y analisis fue necesario el uso de una columna cromatografica de Fase

Reversa.
Las columnas evaluadas fueron:

a. Zorbax Eclipse XDB-C18 de Agilent, dimensiones de 4.6 mm x 150 mm y 5.0 ym
de tamafo de particula.

b. NOVA-PAK C18 de Waters, dimensiones de 3.9 mm x 150 mm y 4.0 ym de
tamafo de particula.

c. Zorbax SB-C18 de Agilent, dimensiones de 4.6 mm x 150 mm y 5.0 ym de tamafio
de particula.

d. Gemini C18 de Phenomenex, dimensiones de 4.6 mm x 150 mm y 5.0 ym. de

tamafio de particula.

Para la evaluacion de cada una de las columnas antes mencionadas se utilizaron

muestras de KPF preparadas en solucién de FM a una concentracion de 20.0 pg/mL.

4.2.7.1.3. Seleccion de la Fase Movil

Se evaluaron las siguientes composiciones y proporciones de la fase movil:

Tabla 9. Fases Movil Evaluadas.

Composicion Proporciones
(Fase Acuosa: Fase Organica) (Fase Acuosa: Fase Organica)
Solucién de Acido Acético 0.2% pH 3.1: ACN 50:50
Solucion de Acido Acético 0.2% pH 3.1: ACN 55:45
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4.2.7.1.4. Seleccion del Volumen de Inyeccion
Para la seleccion del volumen de inyeccion, se evalud la intensidad de la respuesta
analitica producida por el KPF utilizando soluciones del mismo a concentraciones bajas y

preparadas en FM. Los volumenes de inyeccion evaluados fueron:

= 25uL.
= 40 pL.
= 50 L.

4.2.7.1.5. Seleccion de la Velocidad de Flujo de la FM y Tiempo de Corrida

Las velocidades de flujo de la fase mévil evaluadas fueron:

= 1.0 mL/min.

= 1.2 mL/min.

4.2.7.1.6. Seleccion del Estandar Interno (El)
Las propiedades fisicoquimicas de los farmacos que fueron evaluados para su uso como

El se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas fisicoquimicas de los farmacos evaluados para su uso como El.

Solubilidad en
Farmaco Estructura Quimica pKa LogP Agua a 25°C.

[mg/mL]

25 mg/mL.
3.84 2.1 (sal de
Trometamina)

KET: Ketorolaco

DIC: Diclofenaco . 4.15 4.51 0.00237 mg/MI
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Tabla 10. CONTINUACION.
Solubilidad en

Farmaco Estructura Quimica pKa LogP Agua a 25°C.
[mg/mL]

IBP: Ibuprofeno 4.91 3.97 0.021 mg/mL.

o
e

NAP: Naproxeno OO i 4.15 3.18 0.0159 mg/mL.
Q

Para evaluar el comportamiento cromatografico de los estdndares seleccionados, se
inyectaron soluciones en FM, conteniendo tanto al KPF como a cada uno de los
estandares a evaluar. La concentracion de KPF fue de 30.0 pug/mL, mientras que la
concentracion de los estandares fue de 100 ug/mL. Cabe senalar que la concentracion de
los estandares fue seleccionada unicamente para evaluar la magnitud de la respuesta
cromatografica producida y para observar la separacion de los picos del analito y el

estandar a evaluar.

Posteriormente, fue necesario probar otras concentraciones del estandar interno
seleccionado hasta encontrar aquella que produjera la respuesta analitica deseada, es
decir, que la altura del pico correspondiente al El fuera aproximadamente igual a la altura
del pico producido por el analito a la concentracion intermedia del intervalo de trabajo de

la curva de calibracién de KPF en plasma humano, la cual es de 10.0 ug/mL de KPF.

4.2.7.2. Desarrollo del Método para la Extraccion del KPF de las Muestras
Plasmaticas

La técnica seleccionada para la extraccion del KPF de las muestras de plasma humano
fue la extraccion liquido-liquido con disolventes organicos no polares, el cual fue
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seleccionado con base en las propiedades fisicoquimicas del KPF. Principalmente se
tomé en cuenta: su baja solubilidad en agua, su solubilidad en disolventes organicos, su
elevado valor de Log P, el cual habla de su alta afinidad a disolventes poco polares, y su
caracter de acido débil (pKa de 4.45) que permite tener la molécula del farmaco en un

estado ionizado o no ionizado dependiendo del pH del medio en el que se encuentre.

Considerando el pKa del farmaco y el valor de pH del plasma humano (7.4) se decidio
utilizar un agente acidificante con el fin de mantener la molécula de KPF en su forma no

ionizada.

Finalmente, tomando en cuenta su alta unién a proteinas plasmaticas, principalmente a la
albumina sérica, fue necesario buscar un agente precipitante de proteinas que rompiera la

interaccion farmaco-proteinas, lo liberara y permitiera extraer al analito de la matriz.

Con base en lo anterior, para establecer las condiciones para la extraccion del analito del

plasma humano se evaluaron los siguientes parametros:

4.2.7.2.1. Seleccion del Volumen de Muestra de Plasma

Los volumenes de muestra de plasma que se evaluaron fueron:

= 1.0mL.
= 200 L.
= 300 pL.
= 600 pL.

4.2.7.2.2. Seleccion del Disolvente de Extraccion y del Volumen a Utilizar
Las mezclas de disolventes y disolventes organicos que se evaluaron para la extraccion

del farmaco fueron:

= Acetato de Etilo: Hexano en proporcion 75:25.
= Eter Etilico: Hexano en proporcién 80:20.
= Metil terbutil éter (MTBE).

4.2.7.2.3. Seleccion del Agente Acidificante de la Muestra

Los agentes acidificantes evaluados fueron:

» Acido Perclérico (HCIO,).
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» Acido Fosférico (H;POs,).
= Fase Movil, por la presencia de CH;COOH.

4.2.7.2.4. Seleccion del Agente Precipitante de Proteinas

Las sustancias evaluadas como agentes precipitantes se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Agentes Precipitantes de Proteinas Evaluados.

Acidos Disolventes Organicos

HCIO,, MeOH.
H3PO,, ACN.
Fase Movil
por la presencia de CH;COOH.

4.2.7.2.5. Seleccion del Tiempo y Tipo de Agitacion
En la Tabla 12 se presentan los tipos de agitacién evaluados para la extraccion del KPF

de las muestras de plasma.

Tabla 12. Tipo y Tiempos de Agitacion Evaluados.

Tiempo de Agitacion
[min]

Tipo de Agitacion rpm

Vortex orbital |  -—--
2.0

5.0.

10.0
10.0
20.0
10.0
20.0.

300 rpm

Agitacién Orbital

350 rpm

Agitacién Por Vibraciéon | 2000 rpm

4.2.8. Validacion del Método Analitico Desarrollado

Una vez establecidas las mejores condiciones experimentales, se procedié a validar el
método analitico. Los parametros que se consideraron para la validacion fueron los
siguientes: selectividad, curva de calibracion, limite inferior de cuantificacion, precisién

como repetibilidad y reproducibilidad, exactitud y estabilidad.

4.2.8.1. Selectividad
Se determind analizando la no interferencia de compuestos enddgenos del plasma

humano en las siguientes muestras:
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a. Muestra blanco del plasma normal de 6 donadores diferentes (hombres y mujeres)
analizados independientemente. La muestra blanco se define como la matriz
biologica sin la adicion del analito y del El.

b. Muestra blanco de la mezcla de plasma preparada a partir de la mezcla de
volumenes iguales del plasma normal de 6 donadores sin la adicién del farmaco, ni
del EI.

c. Muestra cero: Blanco de mezcla de plasma adicionado con el El a una
concentracion de 200 ug/mL de KET.

d. Muestra blanco de la mezcla de plasma adicionada con el analito a la
concentracion correspondiente al LIC (0.5 pyg/mL de KPF) y con el El a una

concentracion de 200 pg/mL de KET.

Para cada muestra blanco analizada se identificaron aquellas sefiales cercanas a los
tiempos de retencion del farmaco y del El. Se calculé el % de respuesta de dichas
respuestas analiticas con respecto a las producidas por el farmaco y el El en la muestra

correspondiente al LIC utilizando la siguiente formula:

Altura del KPF o EI en la Mtra. Blanco

Altura del KPF o EI en la Mtra. del LIC * 100

% Respuesta Analitica (Interferencia) =

Para la cuantificacion de KPF en las muestras de plasma se utilizé la altura de los picos
debido a que con este parametro se obtuvo una menor variacion en los resultados.
Ademas, se consideré que si en algun momento se llegara a presentar alguna
interferencia proveniente de la matriz biolégica de un voluntario sano, el valor de la altura

del pico no se veria tan afectado como el valor del area.

*CRITERIO DE ACEPTACION: El método es selectivo si la respuesta analitica, en altura
del pico, de las interferencias préximas al tiempo de retencion son menores al 20.0% para

el LIC del KPF y menores al 5.0% para el El.

4.2.8.2. Curva de Calibracién

Para determinar la linealidad del método analitico se prepard por triplicado la curva de
calibracion de KPF en plasma en el intervalo de concentraciones de 0.5 a 20.0 yg/mL. El
intervalo de trabajo se establecié tomando como LIC el 5.0% de la Cs reportada en la

bibliografia y como LSC el 200% de la misma. El valor de la C.,s reportado en estudios
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farmacocinéticos en humanos, para una dosis de 100 mg de KPF, es aproximadamente
de 10.0 pg/mL.(Hassanzadeh M. K., 1997).

Cada curva de calibracion incluyé su muestra blanco y su muestra cero. Las muestras se
procesaron de acuerdo a lo descrito en el Diagrama 2 de la seccién de Resultados y
Discusién. Se determind la relacion de alturas (KPF/EI) y se seleccioné el modelo
matematico al cual se ajustaron los datos. Para ello, se graficé la respuesta con respecto
a la concentracién de KPF en plasma, se determiné la pendiente (m), la ordenada al

origen (b) y el coeficiente de correlacién (r).

Posteriormente, se realizaron los graficos de los residuales para evaluar el ajuste de los
datos al modelo de regresion lineal y al modelo de regresion Ln-Ln. Para elaborar estos
graficos se calculd la concentracion recuperada de KPF con cada uno de los modelos
matematicos y a partir de estos valores, se calcul6 el % de recobro de KPF a cada nivel

de concentracion utilizando la siguiente expresion matematica:

Crecuperada

% de Recobro = X 100

nominal

Finalmente, se realizé la prueba de F de Fisher para evaluar si existia una diferencia
estadisticamente significativa entre la varianza correspondiente a las respuestas
analiticas de las concentraciones baja y alta del intervalo de trabajo de la curva de
calibracion (0.5 y 20.0 ug/mL). Para ello, se utilizaron los datos de relacion de alturas
KPF/EI de las 3 curvas de calibracion de KPF en plasma y se calculdé el promedio, la
desviacién estandar (DE) y la varianza (s?) a partir de la cual, se calculé el valor de Foxp

utilizando la siguiente expresion matematica:

Donde:

F¢xp: Valor de F experimental o calculado.

» s2: Varianza de la respuesta analitica (relacion de alturas KPF/El) para la

concentracion de 20.0 yg/mL (LSC).
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» s%: Varianza de la respuesta analitica (relacion de alturas KPF/EIl) para la

concentracion de 0.5 pg/mL (LIC).

El criterio que se utilizé para establecer la Homocedasticidad de las varianzas fue el

siguiente:
Fexp < Fiap (f1,12; 0.99)

Donde:

= Fp: Valor de F de tablas.
» f1= f, =n-—1:grados de libertad para cada nivel de concentracion evaluado.

= 0.99: nivel de confianza del 99.0%.

El modelo matematico se selecciond tomando como base el modelo que presentd el
grafico de los residuales con la menor dispersion en los valores de % de recobro de KPF
en todos los niveles de concentracidon evaluados. El modelo matematico seleccionado fue
el modelo de regresion Ln-Ln. La ecuacion de la recta de este modelo matematico tiene

la siguiente expresién general:

(Altura KPF
n ——————

Altura EI ) =m - Ln(Cgpr) + Ln(b)

Para cada curva de calibracion evaluada se grafico el Ln de la relacion de alturas KPF/EI
respecto al Ln de la concentracion de KPF, se determiné la pendiente (m), la ordenada al
origen (b) y el coeficiente de correlacion (r). Para cada nivel de concentracion, de cada
curva de calibracion, se calculd la concentracion recuperada, la cual se define como la
concentracion de farmaco obtenida después de someter las muestras al proceso de
extraccion de KPF del plasma. Esta se calculd interpolando los datos correspondientes al
Ln de la relacion de alturas de KPF/EI dentro de la ecuacion de la recta obtenida con su
respectiva curva de calibracion individual. Con la concentracion recuperada obtenida para
cada nivel de concentracién, se calculd el % de desviacidbn con respecto a la

concentracion nominal de farmaco.

*CRITERIO DE ACEPTACION: Las concentraciones recuperadas para cada nivel de
concentracion deben estar dentro del 15.0% de la concentracién nominal, excepto para el

LIC para el cual puede ser < al 20.0%. Al menos el 75.0% de las concentraciones de la
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curva de calibracién deben cumplir con el criterio de aceptacion y del total de curvas
evaluadas, al menos el 50.0% de cada nivel de concentracién debe cumplir con el criterio

de aceptacion.

4.2.8.3. Limite Inferior de Cuantificacién

El limite inferior de cuantificacion (LIC) se establecié con base en el 5.0% de la Cpx
reportada para el KPF, la cual es de aproximadamente 10.0 pg/mL para una dosis de 100
mg de KPF. (Hassanzadeh M. K., 1997).

Para aceptar la concentracion de 0.5 ug/mL como el LIC se prepararon 5 muestras de
plasma adicionadas con KPF a dicha concentracién las cuales fueron procesadas de
acuerdo a lo descrito en el Diagrama 2, de la seccién de Resultados y Discusién, junto

con una curva de calibracion de KPF en plasma preparada ese mismo dia.

Se calculd la concentracion recuperada de KPF en cada una las 5 muestras procesadas
interpolando los datos correspondientes al logaritmo natural (Ln) de la relaciéon de alturas
de KPF/El de dichas muestras en la ecuacién de la recta obtenida con la curva de
calibracion de la misma corrida analitica. Con el valor promedio de las concentraciones
recuperadas se calcul6 él %C.V. y él % de desviacion absoluta promedio con respecto a

la concentracion nominal.

*CRITERIO DE ACEPTACION: El valor promedio de las concentraciones recuperadas
obtenidas no debe tener un %C.V. mayor al 20.0% y el % de desviacién promedio no

debe ser mayor al 20.0% de la concentracion nominal.

4.2.8.4. Precision
La precisién del método analitico se evaluo de dos maneras: como repetibilidad o

precision intra-dia y como reproducibilidad o precisién inter-dia.

4.2.8.4.1. Repetibilidad

Para su evaluacion se prepararon y analizaron en un mismo dia, en una misma corrida
analitica y por quintuplicado las muestras de KPF en plasma correspondientes al LIC,
MCB, MCM y MCA., para las cuales su concentracién se encuentra dentro del intervalo de
trabajo. Las concentraciones de KPF en dichas muestras son 0.5, 1.5, 8.0 y 17.0 pg/mL,
respectivamente. El mismo dia de analisis se preparo y analizé una curva de calibracion

de KPF en plasma en el intervalo de trabajo.
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En el presente trabajo no se evalud el efecto de la dilucion (MCD) ya que el LSC de la
curva de calibracion fue equivalente al 200% del C.sx esperado, por lo que existe poca
probabilidad de que durante el estudio de BE se presenten muestras plasmaticas a una

concentracion de KPF mayor.

Para cada muestra analizada se calculd el Ln de la relacién de alturas (KPF/EI). Con
dichos valores, se calculé la concentracion recuperada por interpolacion en la ecuacién de
la recta obtenida con la curva de calibracion de esa corrida analitica. Se calculo el
promedio de las concentraciones recuperadas a cada nivel de concentracion evaluado, es
decir, a la del LIC, MCB, MCM y MCA vy se calcul6 el % del coeficiente de variacién
(%C.V.) del promedio de los datos.

*CRITERIO DE ACEPTACION: El %C.V. del valor promedio de los resultados obtenidos
para cada nivel de concentracion no debe ser mayor al15.0% excepto para el LIC, el cual

puede ser menor o igual al 20.0%.

4.2.8.4.2. Reproducibilidad (Precision Intermedia)

Para su evaluacion se prepararon y analizaron por quintuplicado, en tres dias diferentes
(3 corridas analiticas diferentes), las muestras de KPF en plasma correspondientes al LIC,
MCB, MCM y MCA. Las concentraciones de KPF en dichas muestras son 0.5, 1.5, 8.0y
17.0 yg/mL, respectivamente. El mismo dia de analisis se prepard y analizd una curva de

calibracion de KPF en plasma en el intervalo de trabajo.

Para cada muestra analizada, se calculd el Ln de la relacién de alturas KPF/EIl. Con
dichos valores, se obtuvo la concentracidon recuperada por interpolacion en la ecuacion de
la recta de la curva de calibracién correspondiente a cada muestra, es decir, aquella que
fue preparada y analizada en la misma corrida analitica en que se analizaron las
muestras. Se calcul6 el promedio de las concentraciones recuperadas para cada nivel de
concentracion evaluado, la desviacion estandar y él % del coeficiente de variacion

(%C.V.) del promedio de los datos obtenidos en las tres corridas analiticas.

*CRITERIO DE ACEPTACION: El %C.V. del valor promedio de los resultados obtenidos
en las tres corridas analiticas, para cada nivel de concentracion, no debe ser mayor al

15.0%, excepto para el LIC, el cual puede ser menor o igual al 20.0%.
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4.2.8.5. Exactitud

Para evaluar la exactitud del método se utilizaron los datos obtenidos para la evaluacién
de la precision del método como repetibilidad y reproducibilidad en concentraciéon
recuperada. Para cada dato de concentracidn recuperada se calcul6 el % de desviacion

absoluta utilizando la siguiente expresion matematica:

Cnominal - Crecuperada

% Desviacion = |( ) X 100|

Cnominal

Donde:

e Concentraciéon nominal (C,,minat): Corresponde a la concentracion tedrica de
KPF en la muestra de plasma.

e Concentracion recuperada (Crecyperada): Corresponde a la concentracion de
KPF obtenida después del proceso de extraccion del analito de la muestra de
plasma. Dicho valor se obtiene por interpolacion en la curva de calibracién

preparada el dia del analisis.

*CRITERIO DE ACEPTACION: El valor promedio del % de desviacion de las
concentraciones recuperadas, para cada nivel de concentracion evaluado, no debe tener

un valor mayor al 15.0% excepto para el LIC que puede ser menor o igual al 20.0%.

4.2.8.6. Estabilidad
Para la evaluacion de la estabilidad del KPF tanto en la matriz biolégica como en las

soluciones estandar y de trabajo, se realizaron las siguientes pruebas:

4.2.8.6.1. Estabilidad a Corto Plazo (Mesa de Trabajo)

Se prepararon por triplicado dos series de las MC baja y alta de concentracién 1.5y 17.0
pag/mL, respectivamente. La primera serie fue procesada y analizada de manera inmediata
acompanada de una curva de calibracion de KPF en plasma preparada el mismo dia. La
segunda serie se mantuvo sin procesar durante 6 h sobre la mesa de trabajo bajo las
condiciones ambientales de temperatura. Transcurridas las 6 horas, las muestras de la

serie 2 fueron procesadas y analizadas.
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4.2.8.6.2. Estabilidad a Largo Plazo
Se prepararon por triplicado dos series de las MC baja y alta de concentracion 1.5y 17.0
pa/mL, respectivamente. Ambas series, sin procesar, fueron almacenadas a temperatura

de congelacion (-20° C) hasta la fecha de su analisis.

La serie 1 fue analizada después de 2 semanas de almacenamiento y la serie 2 después
de 1 mes de almacenamiento. El dia de andlisis, las muestras fueron descongeladas, se
homogenizaron agitandolas por 30 s en vortex, se procesaron y analizaron junto con una

curva de calibracion de KPF en plasma preparada ese dia.

4.2.8.6.3. Estabilidad en Ciclos de Congelacién y Descongelacion

Se prepararon por ftriplicado las MC baja y alta de concentracion 1.5 y 17.0 ug/mL,
respectivamente. Dichas MC, sin procesar, fueron almacenadas a temperatura de
congelacion (-20° C) durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, las muestras se retiraron
de congelacion y se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su completa
descongelacion, posteriormente las muestras se volvieron a almacenar a congelacion
durante 24 horas. Dicho proceso corresponde a un ciclo completo de congelacién vy

descongelacion.

Una vez que las muestras fueron sometidas a 3 ciclos de congelacion y descongelacion,
se descongelaron, se homogenizaron agitandolas por 30 s en vortex, se procesaron y
analizaron junto con una curva de calibracion de KPF en plasma preparada el dia del

analisis.

4.2.8.6.4. Estabilidad en el Automuestreador

Se prepararon por triplicado dos series de las MC baja y alta de concentracion 1.5y 17.0
pMg/mL, respectivamente. Ambas series fueron procesadas junto con una curva de
calibracion de KPF en plasma preparada el dia del analisis. Una vez que las muestras
fueron reconstituidas en FM y transferidas en los viales, se colocaron en la canastilla del

automuestreador a temperatura ambiente.

Las muestras correspondientes a la serie 1 y a la curva de calibracion de KPF en plasma
humano fueron inyectadas en el cromatégrafo inmediatamente. La serie 2 fue inyectada

después de permanecer 15 horas en el automuestreador a temperatura ambiente.
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*El CRITERIO DE ACEPTACION seguido para todas las pruebas de estabilidad fue:
El % de desviacion, para cada nivel de concentracion evaluado, debe estar dentro del

15.0% de la concentracion nominal.

4.2.8.6.6. Estabilidad de las Soluciones Estandar

Se evalué la estabilidad de las siguientes soluciones estandar: STD 1 de KPF, STD 3 de
KPF y STD 1 de KET preparadas en MeOH y de concentracion correspondiente a 2000
pug/mL, 20.0 pg/mL y 1000 pg/mL, respectivamente. La condicién de almacenamiento a la
cual se sometieron las soluciones de prueba fue la temperatura de refrigeracion durante 1

mes, con la evaluacion de la estabilidad cada semana.

Las tres soluciones fueron preparadas como se describe en los apartados 4.2.2.1, 4.2.2.3
y 4.2.3.1. Estas soluciones fueron seleccionadas para la evaluacion de la prueba debido a
que corresponden a las soluciones de mayor y menor concentracion tanto para el farmaco

como para el El.

Los dias de analisis se realizaron diluciones en FM de las soluciones almacenadas, las

diluciones realizadas fueron:

= STD 1 de KPF (2000 ug/mL de KPF): Se tomé una alicuota de 100 pL la cual se
transfirio a un matraz volumétrico de 10.0 mL y se llevé a la marca de aforo con
FM. La concentracion de KPF obtenida en esta solucion es de 20.0 ug/mL.

= STD 3 de KPF (20.0 ug/mL de KPF): Se tomé una alicuota de 1000 pL la cual se
transfirio a un matraz volumétrico de 10.0 mL y se llevé a la marca de aforo con
FM. La concentracion de KPF obtenida en esta solucion es de 2.0 ug/mL.

= STD 1de KET (1000 ug/mL): Se tomo una alicuota de 1000 uL la cual se transfirié
a un matraz volumétrico de 10.0 mL y se llevé a la marca de aforo con FM. La

concentracion de KET obtenida en esta solucién es de 100 pg/mL.

De igual manera, cada dia de analisis se prepararon dichas soluciones estandar frescas y
se realizaron las mismas diluciones en FM. Cada una de las soluciones preparadas en
FM, correspondientes a las soluciones frescas y de prueba, fueron inyectadas por

quintuplicado.
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Se calculo el factor respuesta (FR) de cada una de las inyecciones realizadas y se obtuvo
el promedio de los FR de las soluciones frescas y de prueba a cada concentracion.
Finalmente, se calcul6 el % de desviacidén del FR promedio de las soluciones de prueba
con respecto al FR de las soluciones frescas. Para el calculo del FR y del % de desviacién

absoluta se utilizaron las siguientes expresiones matematicas:

_ Altura del pico del analito o El

" Concentracién del analito o EI

FRsolucic’m resca — FRsolucién de prueba
% de Desviacion = ‘( ! P x 100

FRsolucién fresca

*CRITERIO DE ACEPTACION: Las soluciones estandar seran consideradas estables si

él % de desviacion obtenido no es mayor al 10.0%.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Desarrollo del Método Analitico
5.1.1. Condiciones Cromatograficas Finales para el Analisis de las Muestras

5.1.1.1. Longitud de Onda de Analisis (M)
En la Figura 5 se presenta el barrido de absorcion del KPF en el rango del UV el cual se obtuvo
de la evaluacién de soluciones preparadas en MeOH y en FM. En él se puede observar que el

maximo de absorcién correspondiente al KPF se encuentra entre 254 y 256 nm.

Barrido de Absorcién del KPF en el Rango del UV.

1.6
1.4
1.2

194.0

0.8
0.6
0.4
0.2

Absorbancia

190 250 310 370
Longitud de Onda [nm]

—— KPF en MEOH —&—KPF en FM

Figura 5. Espectro de Absorcion del KPF en MeOH y en FM en el Rango del UV (190 — 400 nm)

La longitud de onda seleccionada para el andlisis de las muestras de KPF en plasma fue de 254
nm, esto con base en el maximo de absorcion obtenido en el barrido realizado y en la longitud
onda de analisis reportada en la FEUM 11va edicion para la prueba de valoracion de capsulas

que contienen KPF, la cual se realiza por CLAR.

5.1.1.2. Seleccion de la Columna Cromatografica
En la Tabla 13 se describen las caracteristicas de los picos y los tiempos de retencién (t;)
obtenidos para el KPF en cada una de las columnas cromatograficas de fase reversa

evaluadas:
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Tabla 13. Columnas Cromatograficas Evaluadas.

Columna Cromatografica  t, del KPF [min]

Caracteristicas del Pico del Analito.

Zorbax Eclipse XDB-C18

5.9

Picos ligeramente ensanchados, no resueltos
por coleo con componentes endégenos del
plasma.

NOVA-PAK C18

3.2

Picos bien definidos, delgados, simétricos, sin
coleo con componentes enddégenos del plasma.

Zorbax SB-C18

6.2

Aumento en el tiempo de corrida, picos
ensanchados y asimétricos por coleo con
componentes endégenos del plasma.

Gemini C18

6.7

Aumento en el tiempo de corrida, en el
ensanchamiento y en coleo del pico con
componentes endégenos del plasma.

En las Figuras 6, 7, 8 y 9 se presentan los cromatogramas obtenidos del andlisis de KPF en
solucion en cada una de las columnas cromatograficas evaluadas. En ellos se puede observar
que los picos menos adecuados, debido a su ensanchamiento y poco simetria a causa del

coleo, fueron los obtenidos con las columnas Zorbax SB-C18 y Gemini C18 por lo cual ambas

columnas fueron descartadas.
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Figura 6. Cromatograma del KPF en solucioén,

analizado en la columna Zorbax SB-C18.

Figura 7. Cromatograma del KPF en solucién,

analizado en la columna Gemini C18.
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Figura 8. Cromatograma del KPF en solucioén,

analizado en la columna Zorbax Eclipse XDB-C18.

Figura 9. Cromatograma del KPF en solucioén,

analizado en la columna NOVA PAK-C18.
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Posteriormente, se analizaron muestras de plasma conteniendo KPF, utilizando las columnas
Zorbax Eclipse XDB-C18 y NOVA PAK C-18. De esta prueba, se encontré que los picos mas
simétricos, que presentaron poco coleo, fueron los obtenidos con la columna NOVA PAK-C18,

ademas de que los tiempos de corrida eran mas cortos.

mV

Det A Ch1

5905

Figura 10. Cromatograma correspondiente a una muestra de KPF en plasma (5.0 pg/mL),
analizada en la columna Zorbax Eclipse XDB-C18.
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Figura 11. Cromatograma correspondiente a una muestra de KPF en plasma (5.0 ug/mL),
analizada en la columna NOVA PAK-C18.
Por lo anterior, la columna seleccionada para el analisis de las muestras fue la NOVA PAK-C18.
También se decidié utilizar una pre-columna Phenomenex C18, con el mismo empaque, con el
objetivo de retener posibles residuos de material solido provenientes de la muestra de plasma
extraida, evitando asi el desgaste de la columna y la modificacién de su eficiencia en la

separacion.
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5.1.1.3. Composicioén de la Fase Moévil

Para la seleccion de la fase movil, se tomaron en cuenta los datos recopilados de las
referencias bibliograficas, en las cuales se encontré que en general para cuantificar KPF por
CLAR se utilizaban fases méviles compuestas por un disolvente organico como el MeOH o ACN
y una fase acuosa acidificada con acido acético, acido fosférico o alguna amortiguadora con pH
acido. También se revisé la FEUM 11va edicion, la cual establece que para la prueba de
valoracion de capsulas de ketoprofeno, la fase movil esta constituida por ACN: Agua: Acido
Acético glacial en proporciones 90:110:1. Una fase moévil de composicion semejante, Acido
Acético 0.2% pH 3.0: ACN (50:50), se encontré reportada por Raja y col. (Rajaa Farhan
Hussein., 2011) por lo que se realizaron pruebas con dicha fase mévil para evaluar la resoluciéon
de la respuesta analitica correspondiente al farmaco con respecto a las obtenidas por
componentes enddgenos del plasma humano, ademas de un tiempo de retencion adecuado

para la separacion del analito.

La fase movil seleccionada estd constituida por Acido Acético al 0.2% pH 3.1: ACN en
proporcion 55:45. Con ella, se obtuvo la mejor resolucion del KPF de los componentes

endogenos del plasma.

5.1.1.4. Volumen de Inyeccién de la Muestra

El volumen de inyeccion de 50 uL fue seleccionado debido a que con él se obtuvieron
respuestas analiticas adecuadas en términos de area y altura del pico del KPF, lo cual era
necesario debido a que la concentracion mas baja, correspondiente a 0.5 pug/mL, produce una
respuesta analitica muy baja a volimenes de inyeccion menores, lo cual podria generar

complicacién en el analisis de una muestra plasmatica a esa concentracion.

5.1.1.5. Velocidad de Flujo de la FM y Tiempo de Corrida

Con la velocidad de flujo de la fase movil de 1.0 mL/min se obtuvo una mejor separacién del
KPF de los componentes de la matriz. A una velocidad de flujo mayor, el pico correspondiente
al analito presentdé muy poca separacion de los componentes enddégenos del plasma cercanos
al tiempo de retencion, por lo cual la resolucion no era buena y a concentraciones bajas de KPF

se presentaban picos coleados.

Una vez seleccionada la fase movil, la velocidad de flujo de la misma y tomando en cuenta el
tiempo de retencion del farmaco bajo dichas condiciones cromatograficas, el cual fue de

aproximadamente 3.2 min, se decidié que el tiempo de corrida por muestra fuera de 7.0 min.

47



RESULTADOS Y DISCUSION

g
5.1.1.6. Estandar Interno (El)

El uso de un estandar interno (El) en un método por cromatografia de liquidos es de gran
importancia. Ello ayuda a compensar variaciones de parametros fisicos como la inexactitud en
el pipeteo o posibles pérdidas del analito durante el procesamiento de las muestras, es decir,

elimina posibles errores de operaciéon de la muestra.

Para la seleccion del El, se buscaron moléculas con propiedades fisicoquimicas semejantes a
las del analito, en términos de polaridad, solubilidad y caracter acido-base. Esto con el objetivo
de encontrar una molécula que presentara propiedades cromatograficas semejantes a las del
KPF, permitiendo asi que ambos farmacos presenten tiempos de retencion cercanos, y que la
presencia del El ayudara a corregir las diferencias que pudieran presentarse en las respuestas

analiticas del KPF debido a posibles errores cometidos durante el procesamiento de muestras.

En las Figuras 12, 13, 14 y 15, se presentan los perfiles cromatograficos obtenidos con cada
uno de los estandares empleados y en la Tabla 14, se presentan las observaciones

encontradas con los distintos farmacos analizados para su uso como posible El.
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Figura 12. Cromatograma correspondiente al KPF y DIC
en solucion.

Figura 13. Cromatograma correspondiente al KPF y KET
en solucion.
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Figura 14. Cromatograma correspondiente al KPF e IBP
en solucion.

Figura 15. Cromatograma correspondiente al KPF y
NAP en solucion.
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El farmaco que presenté las mejores caracteristicas y que se selecciond como El fue el KET. En

la Figura 13, se puede observar que al utilizar este farmaco como El, los tiempos de corrida no

tuvieron que ser modificados ya que su t;, bajo las condiciones cromatograficas seleccionadas,

es menor al del KPF.

Figura 16. Estructura quimica del Ketorolaco (KET),

farmaco seleccionado como El.

Tabla 14. Resultados de los farmacos evaluados para su uso como posible Estandar Interno (El).

Farmaco

KET: Ketorolaco
(Sal de
Trometamina)

tr
[min]

2.2 min

Observaciones

*Presento la mejores caracteristicas como El debido a que:

= Los tiempos de corrida no se tuvieron que modificar ya que su tr,
bajo las condiciones cromatograficas seleccionadas, es menor al del
KPF.

=  Ambos farmacos eluyeron a t; cercanos con una buena resolucion de
los picos.

= A una concentracién de 100 ug/mL de KET, se obtuvieron picos con
alturas muy semejantes a las obtenidas con el KPF en plasma a una
concentracion de 10.0 pg/mL.

DIC: Diclofenaco
Sadico.

6.7 min

*El pico de este estandar sali6 muy separado del pico del KPF.

*Su desventaja fue que al tener un t. de casi 7.0 min, el tiempo de corrida
de las muestras hubiera tenido que incrementarse.

*Para lograr una respuesta analitica igual en magnitud a la generada por
el KPF se hubieran tenido que utilizar concentraciones mas altas.

IBP: Ibuprofeno.

7.4 min

*A la longitud de onda de analisis (254 nm), su respuesta analitica fue
muy pequefa a pesar de que la solucion utilizada para la prueba tenia
una concentracion de 100 pg/mL

*De haber sido seleccionado como El se hubieran tenido que utilizar
concentraciones mas altas lo que pudo haber saturado la columna.

*El tiempo de corrida de las muestras se hubiera incrementado.

NAP: Naproxeno
saédico.

3.1 min

*Presentd una respuesta analitica adecuada en cuanto a tamafio del
pico.

*Desventaja: Bajo las condiciones cromatograficas empleadas en el
analisis, el pico del KPF y del NAP coeluyen debido a la cercania en sus
t. por lo que las respuestas cromatograficas se empalmaron.
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5.1.1.7. Condiciones Cromatograficas Finales
Con base en lo anteriormente mencionado, las condiciones cromatograficas empleadas para el

analisis de las muestras de KPF en plasma fueron las siguientes:

=  Columna Cromatografica: NOVA-PAK C18 de Waters, dimensiones de 3.9 mm x 150
mm y 4.0 ym de tamafio de particula.

» Fase Movil: Solucion de Acido Acético al 0.2%, pH 3.1: ACN (55:45).

= Velocidad de Flujo de la FM: 1.0 mL/min.

= Longitud de Onda: 254 nm (UV).

= Lampara del Detector: Deuterio.

=  Volumen de Inyeccién de la muestra: 50 pL.

= Tiempo de corrida por muestra: 7.0 min.

= Tipo de analisis: Analisis Isocratico.

= Temperatura de analisis: Temperatura ambiente.

= Temperatura del automuestreador: Temperatura ambiente.

5.1.2. Desarrollo del Método para la Extraccion del KPF de las Muestras Plasmaticas

La técnica seleccionada para la extraccion del KPF de las muestras de plasma fue la extraccion
liquido-liquido con disolventes organicos no polares, el cual fue seleccionado con base en las
propiedades fisicoquimicas del KPF. Principalmente se tomé en cuenta: su baja solubilidad en
agua, su solubilidad en disolventes organicos, su elevado valor de Log P, el cual habla de su
alta afinidad a disolventes poco polares, y su caracter de acido débil (pKa de 4.45) que permite
tener la molécula del farmaco en un estado ionizado o no ionizado dependiendo del pH del

medio en el que se encuentre.

5.1.2.1. Volumen de Muestra de Plasma
Durante el desarrollo del método, se observd que utilizar cantidades bajas de plasma, disminuia
considerablemente la cantidad de interferencias provenientes de la matriz biolégica, esto

favorecia que la cuantificacion fuera mas eficiente y confiable.

Después de evaluar distintos volumenes de plasma, se encontré que la cantidad mas adecuada
para analizar es de 600 pL de plasma, ya que a ese volumen se logré obtener un cromatograma
mas limpio, se obtuvieron respuestas analiticas adecuadas para el analito en cuanto a

intensidad y simetria del pico, principalmente para las concentraciones bajas de la curva de
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calibracion. Para incrementar la intensidad de la respuesta analitica del farmaco, las muestras

se concentraron al momento de reconstituirlas, empleando un volumen de 200 uL de FM.

5.1.2.2. Disolvente de Extraccién y Volumen a Utilizar
Por la naturaleza del analito de interés, los disolventes organicos evaluados para la extraccion

del KPF de las muestras de plasma fueron de caracter no polar.

Al evaluar las mezclas de extraccién compuestas de Acetato de Etilo: Hexano y Eter Etilico:
Hexano se encontré que la limpieza de la muestra era poco eficiente, principalmente con la
mezcla compuesta de Acetato de Etilo: Hexano, ya que esta mezcla de disolventes extraia una
gran cantidad de componentes enddgenos del plasma que producian muestras amarillentas y
turbias, lo que se vio reflejado en los cromatogramas que presentaron una gran cantidad de
interferencias presentes en tiempos de retencién cercanos al t, del analito. Con la segunda
mezcla de extraccion, compuesta de Eter Etilico: Hexano, se observé una mejora en la limpieza

de las muestras, sin embargo, se seguian presentando sdélidos en las muestras reconstituidas.

Con el disolvente que se obtuvieron mejores resultados fue con el MTBE. El uso de este
disolvente, disminuy6 la cantidad de sefales correspondientes a componentes endégenos del
plasma y la intensidad de la respuesta analitica producida por los mismos., también se observo
que al momento de reconstituir, las muestras generadas eran translucidas, libres de turbidez y
de sélidos suspendidos que interfirieran en el analisis, o en su defecto que pudieran afectar el

desempeno de la columna o el equipo cromatografico.

Con respecto al volumen de disolvente de extraccién, se evaluaron 4.0 mL y 5.0 mL, siendo
este ultimo con el cual se obtuvieron % de recobro mas altos y consistentes en todo el intervalo

de trabajo.

5.1.2.3. Agente Acidificante de la Muestra
Dado que el KPF es un acido débil con pKa de 4.45, se esperaria que en el pH del plasma
humano (7.4), el KPF se encuentre en su forma ionizada, por lo que se decidié utilizar un

agente acidificante y asi favorecer su extraccion de la matriz en la fase organica.

De los tres acidos evaluados, el mas adecuado fue el H;PO, debido a que la adicion de este
acido a las muestras, favorecio la extraccion del KPF. En el caso del HCIO,, al ser adicionado a
las muestras produjo un precipitado que impedia que la agitacion fuera homogénea y eficiente,

mientras que el H3PO, sdlo ejercié el efecto acidificante deseado sin modificar la consistencia
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de la matriz bioldgica e interferir negativamente en la extraccion del analito. El volumen de acido

adicionado a cada muestra plasmatica fue de 150 L.

5.1.2.4. Agente Precipitante de Proteinas Plasmaticas
Tomando en cuenta que el KPF es un farmaco que presenta un alto grado de union a proteinas
plasmaticas, fue necesario evaluar diferentes agentes precipitantes que rompieran la

interaccion farmaco-proteina.

A pesar de que en la literatura se encuentra reportado que, disolventes organicos como el
MeOH y ACN son los mejores agentes precipitantes de proteinas plasmaticas, (Polson, 2003),
para el presente método estos no fueron los mas adecuados, posiblemente porque uno de ellos
presenta un caracter polar y el otro medianamente polar, lo cual favorecié la extraccién de otros
componentes no deseados de la matriz, los cuales interferian en el andlisis. A pesar de que el
H3;POy,, no es el agente precipitante de eleccién, se ha demostrado que tiene un efecto sobre la
precipitacion de proteinas, ya que al disminuir el pH a valores menores al punto isoeléctrico (pl)
de las proteinas, se forman sales insolubles con el grupo amino de las moléculas proteicas
cargados positivamente, lo cual favorece su precipitacion.(Polson, 2003), Es por lo anterior que
se decidio utilizar el H;PO, como agente precipitante, obteniendo los resultados mas
adecuados, debido a que su adicién no dificultd la agitacion de las muestras ni influyé en la
limpieza de las mismas como lo hicieron el MeOH, ACN y HCIO,, los cuales dieron lugar a una
alta cantidad de precipitado, lo cual interfirié en la agitacién de las muestras. Ademas se tomé
en cuenta que esta sustancia también seria utilizada como agente acidificante de las muestras
lo cual tendria ventajas en el método de extraccion, tales como: la adicion de una menor
cantidad de sustancias quimicas, ajenas a la matriz, que pudieran influir en la extraccion y el
analisis cromatogréfico., la reduccién del nimero de pasos implicados en el procesamiento de

las muestras, y con ello una menor posibilidad de cometer errores durante el proceso.

5.1.2.5. Tiempo y Tipo de Agitacion

Se encontrd que el tipo de agitacion mas eficiente, fue la agitacion orbital a 350 rpm durante 10
min con valores de recobro mayores al 85.0% en el rango de trabajo, lo cual puede estar
relacionado que con la posicion de los tubos, la superficie de contacto entre la matriz biolégica y

el disolvente de extraccién fuera mayor.

La agitacion por vibracion resulté ser el tipo de agitaciédn menos eficiente, ya que el equipo no

alcanzaba velocidades de agitacién mayores y por la posicion de los tubos durante la agitacion,
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la superficie de contacto entre el disolvente de extraccion y la matriz era pequena y se

obtuvieron porcientos de recobro bajos, ademas de que la precisién fue baja.

= Centrifugacion de las Muestras: Se determind que el tiempo y la velocidad de
centrifugacién, para separar los componentes plasmaticos (fase acuosa) de la fase
organica, fue de 3500 rpm durante 10 min.

= Congelacion de las Muestras: Se observd que la forma mas eficiente y rapida de
separar la fase organica de la fase acuosa, sin acarrear componentes plasmaticos o
residuos de agua que impidieran la evaporacion del disolvente de extraccién, fue el

congelar las muestras a -70° C durante 20 min.

5.1.2.6. Procedimiento Final para la Extracciéon del KPF del Plasma Humano.

A continuacién se describe el método analitico empleado para la cuantificacién de ketoprofeno:
-A 600 pL de la muestra de plasma humano:

= Se adicionaron 100 L de la Solucién de El de KET de concentracion de 200 pyg/mL.

= Se agregaron 150 pL de la solucion de H;PO,4 5.0 M.

= |as muestras se agitaron durante 30 s en vortex.

= Se adicionaron 5.0 mL del disolvente de extraccion, Metil terbutil éter (MTBE).

= | as muestras se agitaron orbitalmente a 350 rpm durante 10 min.

= Se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min.

= Las muestras se congelaron a -70° C durante 20 min.

» La fase organica se transfirié a tubos de ensaye limpios.

» La fase organica se evapor6 a sequedad en un bafio a 40° C y bajo una corriente suave
de N, durante 20 min.

= El sélido remanente se reconstituy6 con 200 yL de FM.

En el Diagrama 2 se esquematiza el procedimiento seguido para la extraccion del KPF de

las muestras de plasma humano.
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+ 100 uL del El ,
600 pL de plasma Agitar 30 s en +5.0 mLde
humano. + 1,5’%*6'— de vortex. MTBE.
3P4
IONIZADA NO IONIZADA NO IONIZADA NO IONIZADA
Transferir la fase . . .

o Congelar a -70° C, Centrifugar a 3500 Agitar orbitalmente
orgarlrilnﬁgign tubo 20 min. rpm, 10 min. a 350 rpm, 10 min.
NO IONIZADA NO IONIZADA NO IONIZADA NO IONIZADA

Evaporar a Reconstituir con Analizar 50 pL por
sequedad a 40° C H-p
bajo N, , 20 min. 200 yL de Fm. CLAR.
NO IONIZADA NO IONIZADA NO IONIZADA

Diagrama 2. Procedimiento de extraccion del KPF de las muestras de plasma humano. En cada
etapa del proceso de extraccién del analito se indica el estado de ionizacién de la molécula de KPF.

0
H' e OH
g
o .
=
)

Figura 17. Estructura quimica ionizada  Figyra 18. Estructura quimica no ionizada

del KPF. Esta forma se presenta cuando el del KPF. Esta forma se presenta cuando el
farmaco se encuentra a valores de pH mayores  f4rmaco se encuentra a valores de pH menores
a su valor de pKa (4.45)- a su valor de pKa (4.45).

En las Figuras 19, 20 y 21 se presentan los cromatogramas tipicos de las MC baja, media y
alta de KPF en plasma adicionadas con el estandar interno, sometidas al proceso de extraccién
descrito en el apartado 5.1.2.6. y analizadas por CLAR bajo las condiciones cromatograficas
descritas en el apartado 5.1.1.7.
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Figura 19. Cromatograma correspondiente a la MCB de KPF en plasma sometida a las condiciones
finales de extraccion y analizada por CLAR bajo las condiciones cromatogréficas finales.
La concentracion de KPF y del El en esta muestra es de 1.5 pg/mL y de 200 ug/mL respectivamente.
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Figura 20. Cromatograma correspondiente a la MCM de KPF en plasma sometida a las condiciones
finales de extraccion y analizada por CLAR bajo las condiciones cromatograficas finales.
La concentracion de KPF y del El en esta muestra es de 8.0 ug/mL y de 200 pg/mL respectivamente.
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Figura 21. Cromatograma correspondiente a la MCA de KPF en plasma sometida a las condiciones
finales de extraccion y analizada por CLAR bajo las condiciones cromatograficas finales.
La concentracion de KPF y del El en esta muestra es de 17.0 pg/mL y de 200 ug/mL respectivamente.

5.2. Validacion del Método Analitico

5.2.1. Selectividad

En la Tabla 15 se presentan los resultados obtenidos de la prueba de selectividad. En ella se
puede observar que el método analitico es selectivo para la cuantificacion de KPF en muestras
de plasma humano, ya que las respuestas analiticas de las interferencias, cercanas a los t; del
farmaco y del El, presentes en las muestras blanco de plasma normal analizadas no son
mayores al 20.0% de la respuesta del analito en el LIC ni mayores al 5.0% de la respuesta

analitica del El.

Tabla 15. Respuesta Analitica de las Muestras Blanco de Plasma Analizadas.

% Respuesta con Respecto a la
Muestra Blanco de Altura de los Picos Obtenidos en la

Plasma Normal. Muestra del LIC.
Individuo A 26% 3.3 09% 2.2
Individuo B 19.3% 3.2 22% 2.2
Individuo C 19.7 % 3.3 26% 2.2
Individuo D 16.0% 3.3 0.5% 2.2
Individuo E 5.7% 3.3 13% 2.2
Individuo F 3.4% 3.3 0.4% 2.2

Mezcla de Plasma 7.5% 2.9 min 1.1% 2.2 min
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En las Figuras 22 y 23 se presentan los cromatogramas tipicos obtenidos con una muestra

blanco de plasma y el de la muestra correspondiente al LIC (0.5 ug/mL) de KPF.

mV

Det.A Ch1

Figura 22. Cromatograma tipico correspondiente a una muestra blanco de plasma.

C:\maroela\SERGIO\Validacion del Método (020218)\Selectividsd Y LICWO2MAR16.18.1cd
mV

Det.A Ch1

250+

min

Figura 23. Cromatograma tipico correspondiente a una concentracion de 0.5 ug/mL de KPF (LIC).

5.2.2. Curva de Calibraciéon

El intervalo de trabajo seleccionado para la curva de calibracion fue de 0.5 ug/mL a 20 pg/mL.
La grafica de respuesta promedio contra concentracion de KPF se presenta en la Figura 24.
Los datos utilizados para graficarla se obtuvieron de calcular el promedio de la relacion de
alturas KPF/EI de las 3 curvas de calibracion realizadas para la evaluacion de éste parametro.
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Grafico de Respuesta Promedio Contra Concentracion de KPF en
Plasma
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Figura 24. Grafico de Respuesta Promedio contra Concentracién de KPF en plasma (n = 3).

Los resultados obtenidos con cada curva de calibracion se graficaron en términos de la
concentracion de KPF contra la respuesta analitica (relacion de alturas KPF/EI), se calculd la
pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de correlacion (r). Los resultados
mostraron que, a pesar de que los coeficientes de correlacién obtenidos con el modelo lineal
eran mayores a 0.99, al calcular las concentraciones recuperadas a cada nivel de
concentracion, los % de desviacion para las concentraciones correspondientes a 0.5 y 1.0

pg/mL fueron muy altos (mayores al 20% y al 15%, respectivamente).

En la Figura 25, se presenta el grafico de los residuales que incluye los datos de las 3 curvas
de calibracion evaluadas. En ella se observa que la dispersion de los resultados no fue
proporcional en todo el rango de concentraciones, lo que indica que los datos no cumplian con
el criterio de homocedasticidad; cuando se cumple con el criterio de homocedasticidad en los
resultados, la varianza de los datos se mantiene constante en todos los niveles de
concentracion evaluados. La falta de homocedasticidad en los datos puede ser atribuida a que
en el intervalo de trabajo de la curva de calibracion se incluyen tres niveles de magnitud en las
concentraciones evaluadas: de 0.1 a 1.0 pg/mL, de 1.0 a 10.0 pg/mL y de 10.0 a 100.0 pg/mL.
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Grafico de los Residuales (Modelo Lineal)
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Figura 25. Grafico de los Residuales para evaluar el ajuste de los datos al modelo de regresion lineal.

Para evaluar la homogeneidad de las varianzas en el intervalo de trabajo de la curva de

calibracion, se compararon las varianzas de las respuestas obtenidas con el LIC y el LSC.

Al comparar el valor de F, con el de tablas (Fup), con un nivel de confianza del 99.0%, se

obtuvo que el valor de F calculado fue mayor a la Fip l0o que indica que la varianza no es

constante en todo el

homocedasticidad en los resultados. La Tabla 16 muestra los datos obtenidos del calculo de

Foxp:

Fexp=

intervalo de

s3

114 x 1073
s 2.73 x 10°°

la curva de calibracion,

= 415.89

por

lo tanto no existe

Tabla 16. Prueba de homogeneidad de las varianzas para la seleccion del modelo de ajuste de la curva

de calibracién (Prueba de F)

F, exp

F, tab
(2, 2,0.99)

Ckpr Respuesta  Promedio

[ug/mL] KPF/EI (n=3)
0.0441

0.5 0.0456 0.0440 16523 x 10° | 2.73x 10°
0.0423
1.4140

20.0 1.4012 1.3885 3.3696x 102 | 1.14x 107
1.3503

415.89

99.00

Fexp > Fiqp -~ no existe homocedasticidad
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Considerando lo anterior, se decidid probar el modelo Ln (Respuesta analitica) — Ln
(Concentracion de KPF). Con este modelo de regresion, se obtuvo un coeficiente de correlacion
mayor a 0.99 y los % de desviacion, para los 6 niveles de concentracion evaluados, cumplen
con los criterios establecidos en la NOM-177-SSA1-2013 para la prueba de Curva de

Calibracion.

Grafico de los Residuales (Modelo Ln-Ln)
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Figura 26. Grafico de los Residuales para evaluar el ajuste de los datos al modelo de regresién Ln-Ln.

En la Figura 27 se muestra una curva tipica de calibracion de KPF en plasma. Los datos
utilizados para graficarla se obtuvieron de calcular el Ln del promedio de la relacion de alturas

KPF/EI de las 3 curvas de calibracién realizadas para la evaluacion de este parametro.

Curva de Calibracion Promedio de KPF en Plasma
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Figura 27. Curva de Calibracién Promedio de KPF en Plasma (n = 3).
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Tabla 17. Pendiente, intercepto y coeficiente de correlacion de las Curvas de Calibracion evaluadas.

No. Curva de Pendiente | Ln del Intercepto Coeficiente de
Calibracion (m) [Ln (b)] Correlacion (r)
1 0.9674 -2.4899 0.9988
2 0.9573 -2.4700 0.9987
3 0.9671 -2.5198 0.9986
P"(’r"";f)"a 0.9536 -2.3816 0.9983

La ecuacion de la recta correspondiente a una curva de calibracién de KPF en plasma, ajustada

al modelo Ln-Ln tiene la siguiente expresion general:

Altura KPF
" (Atra BT

Altura EI ) =m: Ln(Cgpr) + Ln(b)

En la Tabla 18 se observa que para cada nivel de concentracion, los valores de % de
desviacion con respecto a la concentracion nominal fueron menores al 15.0% y menores al
20.0% para el LIC.

Tabla 18. % de desviacion para cada nivel de concentracion de las Curvas de Calibracion evaluadas.

No. de Curva de Calibracion.

Cnomin:«)l de KPF

[ug/mL] 1 2 3 P"(":;;‘)’m
0.5 401% | 7.86% | 2.76% 3.37%
1.0 9.01% | 852% | 10.02% | 11.00%
25 434% | 477% | 562% 7.66%
5.0 051% | 2.76% | 4.49% 1.29%
10.0 8.49% | 6.33% | 6.13% 8.39%
20.0 6.18% | 7.05% | 7.67% 8.03%

5.2.3. Limite Inferior de Cuantificacion

En la Tabla 19 se presentan los resultados de precision y exactitud en la cuantificacion del LIC,
en ella se puede observar que la cuantificacion fue precisa y exacta con un %C.V. del promedio
de las concentraciones recuperadas no mayor al 20.0%. Asi mismo él % de desviacion

promedio con respecto al valor nominal (0.5 ug/mL), no fue mayor al 20.0%.
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Tabla 19. Evaluacién de la Precision y Exactitud en la Cuantificacioén del LIC.

crecuperada de KPF

No. de Réplica [ug/mL] % de Desviacion
1 0.546 9.15%
2 0.542 8.46%
3 0.584 16.76%
4 0.592 18.46%
5 0.584 16.89%
Promedio 0.569 13.94 %
DE 0.0237
%C.V. 4.16%

5.2.4. Precision y Exactitud

La precisiéon del método analitico desarrollado fue evaluada como repetibilidad y como

reproducibilidad o precisién intermedia entre varios dias de analisis y corridas analiticas. Los

datos correspondientes a estas pruebas se presentan en las Tablas 20 y 21. Dado que los

valores de %C.V. fueron menores al 15.0% y menores al 20.0% para el LIC, se demuestra que

el método fue repetible y reproducible.

Con los datos presentados en la Tabla 22 se puede concluir que el método analitico es exacto,

ya que para los cuatro niveles de concentracion evaluados, se obtuvo un % de desviacion

promedio menor al 15.0% con respecto a la concentracion nominal de KPF.

Tabla 20. Repetibilidad del Método Analitico.

LiC MCB | MCM | MCA
Cnominal
by 0.5 1.5 8.0 17.0
1 0409 | 1437 | 8529 | 16.619
2 0528 | 1488 | 8350 | 15.729
3 0509 | 1234 | 859 | 17.104
4 0478 | 1281 | 9.803* | 16.944
5 0.427 1417 | 8559 | 16.767
Crecuperasa Promedio |, -, 1.372 | 8.768 | 16.633
(n = 5) [pg/mL]
DE 0.0511 | 0.1083 | 0.5865 | 0.5369
%C.V. 10.86% | 7.89% | 6.69% | 3.23%
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Tabla 21. Reproducibilidad o Precision Intermedia del Método Analitico.

Crecuperada de KPF [ug/mL]

MedeRer LIC MCB MCM MCA
Crominal de KPF
[ug/mL] 0.5 1.5 8.0 17.0
Corrida analitica. 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.409 | 0.431 0.549 1437 | 1.641 | 1.637 | 8.529 8.336 | 8.397 | 16.619 | 17.848 | 14.193*
0.528 | 0.473 | 0.618* | 1.488 | 1.599 | 1.431 | 8.350 9.012 | 7.997 | 15.729 | 16.659 | 13.906*
0.509 | 0.589 | 0.619* | 1.234* | 1.466 | 1.520 | 8.596 8.962 | 8.203 | 17.104 | 18.063 | 13.828*
0.478 | 0.502 | 0.591 1.281 1.305 | 1.561 | 9.803* | 9.210* | 7.845 | 16.944 | 17.298 | 16.980
0.427 | 0.506 | 0.593 1417 | 1.534 | 1.589 | 8.559 | 10.237* | 8.096 | 16.767 | 17.205 | 16.793
Crecuperada
Promedio (n=15) 0.522 1.476 8.676 16.396
[ug/mL]
DE 0.0701 0.1272 0.6676 1.3628
% C.V. 13.43% 8.62% 7.69% 8.31%
NOTA: Los valores de Cecuperada marcados con un asterisco (*) presentaron valores de % de desviacion mayores a los
especificados.
Tabla 22. Exactitud del Método Analitico.
% de Desviacion
MC de KEE LIC MCB MCM MCA
Chominal de KPF
[ug/mL] 0.5 1.5 8.0 17.0
Corrida analitica 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
18.08 13.71 9.89 4.17 9.38 9.16 6.62 4.20 496 | 224 | 499 | 16.51*
5.63 5.40 23.63* 0.83 6.60 4.57 4.38 1265 | 0.04 | 7.48 | 2.00 | 18.20*
1.83 17.91 | 23.86* | 17.71* 2.29 1.34 7.45 12.02 | 2.54 | 0.61 6.25 | 18.66*
4.34 0.46 18.25 14.59 13.00 | 4.06 | 22.54* | 15.13* | 1.94 | 0.33 1.75 0.1
14.51 1.18 18.54 5.51 2.26 5.97 6.99 27.96* | 1.20 1.37 1.20 1.22
PZ‘; 'g ij;a(cn':;'s) 11.81 % 6.76 % 8.71% 5.53 %

NOTA: Los valores de % de desviacion marcados con un asterisco (*) presentaron valores mayores a los especificados.

5.2.6. Estabilidad

5.2.6.1. Estabilidad en la Matriz Bioldgica

En las Tablas 23, 24 y 25 se presentan los resultados de concentracion recuperada de las MC

baja y alta obtenidas en cada una de las pruebas de estabilidad en la matriz biologica.
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Tabla 23. Resultados de la Estabilidad a Corto Plazo (6 h en la mesa de trabajo).

No. de Réplica

Crecuperada [“glm L]

t = 6.0 h, en la mesa de trabajo a
temperatura ambiente.

McB MCA
[1.5 ug/mL] | [17.0 ug/mL]
1 1.407 18.284
2 1.408 15.409
3 1.486 16.446
Promedio (n = 3) 1.434 16.713
DE 0.0456 1.4557
%C.V. 3.18 8.71
% de Desviacion 4.43% 1.69%

Tabla 24. Resultados de la Estabilidad a Largo Plazo (1 mes a -20° C).

No. de Réplica

Crecuperada [pglm L]

t = 2 semanas, en congelacion
a-20°C

crecuperada [HQ/mL]

t = 1 mes, en congelacion a -20°C.

MCB MCA mcB MCA
[1.5ug/mL] | [17.0 ug/mL] | [1.5 ug/mL] [17.0 ug/mL]
1 1.527 17.521 1.254 18.220
2 1.416 20.095 1.237 18.146
3 1.676 16.817 1.336 18.477
Promedio (n = 3) 1.539 18.144 1.276 18.183
DE 0.1305 1.7259 0.0530 0.0524
%C.V. 8.48% 9.51% 4.16% 0.29%
% de Desviacion. 2.63% 6.73% 14.95% 6.96%

Tabla 25. Resultados de la Estabilidad de 3 Ciclos de Congelacion y Descongelacion.

No. de Réplica

Crecuperada [pglm L]

Ciclo 3.

McB MCA
[1.5 ug/mL] | [17.0 ug/mL]
1 1.672 18.708
2 1.692 17.732
3 1.753 17.891
Promedio (n = 3) 1.706 18.110
DE 0.0577 0.5234
%C.V. 3.38% 2.89%
% de Desviacion. 13.75% 6.53%
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5.2.6.2. Estabilidad de la Muestra Procesada
En la Tabla 26 se presentan los resultados de concentracion recuperada, para las MC baja y
alta, obtenidas en la prueba de estabilidad de la muestra procesada en el automuestreador a

temperatura ambiente.

Tabla 26. Resultados de la Estabilidad de las Muestras Procesadas en el Automuestreador.

crecuperada [pglm L]

t = 15 h. en el automuestreador a
temperatura ambiente.

No. de Réplica

mcB MCA
[1.5 ug/mL] | [17.0 ug/mL]
1 1.541 15.980
2 1.455 15.961
3 1.583 18.422
Promedio (n = 3) 1.526 16.788
DE 0.0650 1.4154
%C.V. 4.26 8.43
% de Desviacion. 1.76 % 1.25%

En la Tabla 27 se presenta un resumen de los resultados de % de desviacién obtenida para
cada una de las pruebas realizadas. En ella se observa que todos los valores de % de
desviacion, fueron menores al 15.0% con respecto a la concentracién nominal de KPF. Por lo
anterior, se demuestra que el KPF fue estable en la matriz biolégica bajo las siguientes
condiciones de almacenamiento: a temperatura ambiente sobre la mesa de trabajo hasta por 6
horas, en congelacion a -20° C por 1 mes y después de ser sometidas a 3 ciclos de congelacion
y descongelacion. También se demostro la estabilidad del KPF en las muestras procesadas y

reconstituidas en FM a temperatura ambiente hasta por 15 horas dentro del automuestreador.

Tabla 27. Resumen de la estabilidad del KPF en la matriz biolégica y en la muestra procesada.

% de Desviacion de la

Crecuperada Promedio.
MCB MCA
[1.5pg/mL] | [17.0 pg/mL]

Prueba de Estabilidad

Estabilidad en la Matriz Bioldgica

Corto Plazo en la mesa de trabajo por 6 h a temperatura ambiente. 4.43% 1.69%

Largo Plazo en congelacion a -20° C por 1 mes. 14.95% 6.96%

Ciclos de Congelacion-Descongelacion (3 ciclos). 13.75% 6.53%
Estabilidad de la Muestra Procesada

En el Automuestreador por 15 h a temperatura ambiente. 3.75% | 6.83%
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5.2.6.3. Estabilidad de las Soluciones Estandar

De igual forma, se comprob¢ la estabilidad de las soluciones estandar del farmaco y del El,
preparadas en MeOH, y almacenadas a temperatura de refrigeracion durante 1 mes (Tabla 28),
ya que los % de desviacion fueron menores al 10.0% con respecto a las repuestas obtenidas de

soluciones estandar frescas.

Tabla 28. Resultados de la Estabilidad de las Soluciones Estandar.

CSTD CDILUCION
Solucion Estandar % de Desviacion

[wg/mL]  [pg/mL]

STD 1 de KPF 2000 200 3.03 %
2.0

STD 3 de KPF 20.0 7.43 %

STD 1 de KET 1000 | 1000 2.08 %
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6. CONCLUSIONES

=  Se desarroll6 un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
(CLAR) para la cuantificacion de KPF en plasma humano y su aplicacion en un estudio

de Biodisponibilidad o Bioequivalencia.

= El método analitico se validé conforme a los requisitos y criterios establecidos en la
NOM-177-SSA1-2013 con lo que se demuestra la confiabilidad del método en la

cuantificacion del KPF en plasma humano.

= E|l método analitico fue selectivo, lineal, preciso y exacto en el intervalo de

concentraciones de 0.5 - 20.0 pg/mL.

= E| Ketoprofeno es estable en el plasma humano bajo las siguientes condiciones de
almacenamiento: a temperatura ambiente en la mesa de trabajo durante 6 h y en

congelacion a -20° C durante 1 mes.

= Las muestras de Ketoprofeno procesadas y reconstituidas en FM son estables en el

automuestreador durante 15 horas a temperatura ambiente.

= El método analitico desarrollado puede ser utilizado para estudios de farmacocinética en

humanos y/o estudios de bioequivalencia.
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7. PERSPECTIVAS

= Utilizar el método analitico desarrollado y validado en un estudio de bioequivalencia en
el que se comparen medicamentos genéricos que contienen 100 mg de ketoprofeno con

el medicamento de referencia Profenid® de Sanofi Aventis.

= Evaluar otras condiciones de estabilidad de la muestra procesada de ketoprofeno, a las
cuales pudieran llegar a exponerse las muestras durante el desarrollo del estudio de

bioequivalencia.

= Evaluar la posible exencién de estudios in vivo de medicamentos que contienen
ketoprofeno, realizando un estudio de correlacién in vivo- in vitro con los resultados
obtenidos de realizar un estudio de bioequivalencia y los estudios in vitro de perfiles de

disolucién de productos genéricos conteniendo ketoprofeno.
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