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Capitulo I. PRESENTACION Y OBJETIVO,

Con objeto de efectuar las pruebas de disponibilidad bio-
l6gica en el desarrollo y evaluacién de medicamentos, es
necesario disponer de métodos analiticos especificos,
precisos y répidos, que permitan la valoracidén del far-
maco en plasma, orina y otros fluldos humanos.

En la actualidad no existe ningin m&todo "a-priori'" com-
pletamente satisfactorio para precedir la biodisponibi-
lidad del principio activo en el hombre a partir de de-
terminaciones IN VITRO o de estudios en animales, La
biodisponibilidad de un fiarmaco a partir de una forma me-
dicamentosa es una medida relativa; se determina midiendo
la rapidez y la magnitud de la absorcidn del medicamento
en la sangre (plasma) o de su excrecifn en orina, compara-
das con los de un producto de referencia del mismo f4rma-
co.

Sin embargo, cuando el producto de referencia es una so-
lucién intravenosa, la biodisponibilidad determinada in-
dica la medida " absoluta' del fadrmaco que llega a la
circulacidén general a partir del producto en estudio.

Los niveles sanguineos deben estudiarse mediante métodos
andliticos precisos y especificos para el fdrmaco en cues
tién. Para el caso concreto de la determinacidn cuanti-
tativa de clonixfn, dcido 2-(3-cloro-o-toluidin) nicoti-
nico1 en plasma y en orina existe un método publicado en

1. Previamente descrito como Sch 10304 (Watnick et al,
1968) .y CBA 93626 (Finch y Dekornfeld, 1968).



la literatura para su valoracifn en flufdos biolbgicos

basado en la extraccidn del dcido libre mediante disol-
vente orgdnico y posterior extraccién de la sal de so-

dio mediante la alcalinizacién respectifa. La determi-
nacidn cuantitativa se realiza mediante espectrofotome-
tria ultravioleta’.

Los resultados obtenidos al emplear este método carecen
de la especificidad y precisifn requerida para esta de-
terminaci6n.

OBJETIVO. De acuerdo a los resultados obtenidos al
emplear el Ginico método publicado en la literatura, se
hizo necesario el considerar el desarrollo de un méto-
do mds rdpido, preciso y reproducible, para la determi-
nacién de clonixin‘(écido 2-(3-cloro-o~toluidin) nico-
tinico). E1l objetivo de este trabajo consiste en pre-
sentar la experimentacidn realizada, resultados y con-
clusiones logradas en el desarrollo de un método ana-
l1itico basado en la cromatograffa de liquidos a alta
presidn.



Capitulo II. GENERALIDADES,
2.1 Introduccifn,

De acuerdo a los resultados de las pruebas farmacolbgicas
efectuadas en animales de laboratorio®, el clonixin, 4cido
2-(3-cloro-o-toluidin) nicotinico, que es un nuevo com-
puesto antiinflamatorio no esteroide, muestra propiedades
satisfactorias en su actividad como analgésico!, antiin-
flamatorio? y antipirético.

Ha sido estudiada su actividad analgé€sica en monos y en

495

humanos , asi como su metabolismo en ratas, perros, mo-

nos y humanos®’’.

El metabolismo de los 4cidos anilino-nicotinicos en huma-
nos era desconocido hasta 1972, cuando se publicd el pri-
mer estudio con 4cido niflGmico®, siguiéndole en 1973 el
estudio del metabolismo de clonixin’.

Las propiedades analgésicas de clonixin se han puesto de

manifiesto en una serie de estudios!™3»?

observiandose que
su actividad analgésica es equivalente a 120 mg de codeil-

na, sin presentar efectos secundarios significativos®.

En cuanto a sus propiedades antiinflamatorias se ha encon-
trado que en la prueba de la carragenina, la actividad
antiinflamatoria de este f4rmaco era mayor que la de la
aspirina, igual que la de 1la fenilbutazona,‘pero menor que



la del acido flufenfmico e indometacinal! 0°!!

En la prueba del eritema con rayos UV, el clonixin es
mds activo que la fenilbutazona, el 4cido flufenémico y
la indometacinall,

La secuencia de actividad como analgésico para estos
fdrmacos es la siguiente:

Indometacina > clonixin - fenilbutazona> aspiriné. El

dcido flufenidmico mostrd una actividad nula o escasal!l,

En cuanto a su toxicidad!?’ y tolerancia'!, se han obte-
nido buenos resultados en comparacifn con otros antiin-
flamatorios no esteroidales®’!'2, En comparacién con la
indometacina y el dcido flufenfmico, el clonixin exhibe
una mejor relacidn como ulcerogénico-antiinflamatorio.

El clonixin es bien absorbido por ratas, monos y perros,
siendo rdpidamente metabolizado por las tres especies en
los siguientes derivados: 4'-hidroxi, 5-hidroxi y 2'-
hidroximetil®; en la figura No. 1 se muestran sus estruc-
turas.

El clonixin es ripidamente absorbido y excretado en huma-
7
nos’.

Después de una dosis oral de 500 mg, los niveles médximos
en plasma se observan en una hora: el 62% de la dosis
es excretado en la orina y menos del 1% en las heces’.
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En 120 hrs. el 86% es excretado en la orina y heces.

Las especies quimicas detectadas en plasma, a las 6 hrs,
después de la administracidn oral de 500 mg de clonixin
son: farmaco inalterado y sus tres principales metaboli-
tos, 4'-OH, 5-OH y 2'-CH20H; el clonixin es el compuesto

encontrado en mayor proporcién’.

Segln Katchen, Buxbaum y Ning’, los niveles de clonixin
en plasma humano se describen mediante un modelo abicrto
de un compartimientoz, con parimetros: Ka = 1,35 h-1,

Ke = 0.48 h™' y Vd = 0.122 1/Kg, donde Ka es la constante
de velocidad de absorcidn, Ke es la constante de veloci-
dad de eliminacidén y Vd es el volumen de distribucién;
ademds, los mismos autores indican que los niveles plas-
midticos no son medibles después de transcurridas 16 hrs,

de la administracibn del fidrmaco,

El procedimiento ideal para el ensayo cuantitativo de
farmacos con accibén analgésica y antiinflamatoria (no es-
teroidales) serd aquel que provea una cuantificacibn con-
fiable, reproducible, rdpida y econémica de los fdrmacos
con esta accidén farmacoldgica.

La frecuencia con que son publicados nuevos métodos para
ensayos en fluidos biolfgicos indican el alto grado de
interés en logmr esta meta, misma que alGn no se ha alcan-
zado.

2. Un compartimiento es un espacio fisioldgico real o

virtual que presenta un comportamiento cinético.



i1 andlisis por cromatografia gas-liquido de farmacos
en fluidos bioldgicos requiere d» una muestra inicial
relativamente grande, generalmente 1 ml, lo que implica
un periodo significativo de tiempo en la extraccidn y

preparacidon de la muestra inicial.

Ademds no se ha descrito un solo juego de condicioncs
analiticas que sea aplicable a mds dec uno de los anti-

inflamatorios comunes.

Por otro lado en la literatura estudiada®’!® !'® solo se
encontrd un informe del uso de la cromatografia de liqui-
dos a alta presidn para el anflisis de estos farmacos.

En dicho estudio que trata de la valoracidén de indometa-
cina, se incluye el 4cido flufenfimico como referencia in-
terna' 3.

El método anteriormente utilizado®’’

para cuantificar
clonixin en 1 ml de plasma, incluye la adicidén de 4 ml
de una solucidn reguladora de citratos a pH 4.0, subsi-
guiente extraccidén con 8 ml de éter etilico, centrifuga-
cidén, tratamiento de la fase etérea (6 ml) con 1 ml de
solucién al 2% de carbonato de sodio, nueva extraccidn y
centrifugacién, eliminacién de la capa etérea y finalmen-
te la determinaci6n de la concentracibén del clonixin ex-
traido en la fase alcalina por medio de su absorcidn cn
el ultravioleta.

La separacidén y cuantificacidén de los metabolitos (deri-
vados 4'-hidroxi, S5-hidroxi y 2'-hidroximetil) fué rca-
lizada previa hidr8lisis de los glucurbdnidos y sulfatos



de clonixin y sus metabolitos, por cromatografia cn placa
fina’. La hidrélisis se efectudé incubando la orina y cl
plasma respectivamente con la enzima glusulasa y una so-
lucidén reguladora de acetato a pH 5, a 37°C durante 16
hrs, no observidndose degradacidén de los productos.

La mezcla de incubacidén de los fluidos fué postcriormente
extraida con éter, recuperidndose los metabolitos con meta-
nol. Su posterior separacibén se legrd mediante cromato-

grafia en placa fina en dos sistemas sucesivos diferentes.

. . . . . +
Mcdiante este método se informa una recuperacidn de 95-
5% de clonixin y un coeficiente de variacién dc 5%,°.

Todas las manipulaciones anteriores consumcn bastantc
tiempo y el proceso viene a ser laborioso para pruchas

de biodisponibilidad y bioequivalencia.



2.2 Monografia del clonixin'®,

Nombre quimico: Acido 2-(3-cloro-o-toluidin) nicotfinico,
acido 2-(3-cloro-o-toluidino) nicotfinico,
dcido 2-(2'metil-3'-cloro anilino)-3-ni-
cotinico.

Nombre comin: Clonixin
Otras denominaciones: CBA 93626, SCH 10304.

Férmula desarrollada:

CHy COOH
Cl NH
N
Férmula condensada: C13H11N202C1
Peso molecular + 262.7
Descripcidn : Polvo blanco o ligeramente amarillento,

inodoro, sabor caracteristico cxtrecma-
damente amargo.

Solubilidad : Muy soluble en alcohol, soluble cn
soluciones Adcidas o alcalinas modcra-

das, soluble en éter y en cloroformo,



Obtencidn

poco soluble en benceno, muy poco
soluble en agua, soluble en aceto-
nitrilo!?®,

Los 4cidos 2-anilinonicotinicos son
preparados por calentamiento del
dcido 2-cloro-nicotinico con 2-metil-
3-cloroanilina a 120-130°C!7,

Reacciones de identificacibn:

Identidad:

a) Responde a la reaccifn del reinekato
de amonio en medio 4cido!®’?3,.

b) Responde a la reaccibén del &4cido
picrico. E1l picrato de clonixin
funde entre 195-198°C!8°25,

El espectro de infrarrojo (corrido en una pas-
tilla de bromuro de potasio) presenta bandas
a las siguientes longitudes de onda'®:

1

Asignacifn Longitud de onda cm’
Banda ancha (v E, O0<H) 3300 - 2300

Banda fuerte (v >=0) 1680

Banda fina (amina) 1600

Vibraci6én anillos aromiticos 1580, 1500, 1450
C-H aromdticos § 770-720

donde: v = alargamiento
§ = doblamiento

10



Espectro de resonancia magnética nuclear en base al
siguiente esquema! ®:

CH,

Hf

ppm frecuencia  Asignacién

2.4 Singulete 3H (CHS)

6.2 Sefial ancha 2H (NH y
OH)

6.85 Doblete de doblete
(J=7.5 y J=4,5) Hg

7.2 Multiplete 2H (Hd y
He)

8,2 Doblete de doblete
(J=5, J=3H, 1H) Hc

8,35 Multiplete 2H (Ha y
Hb) .

11



Absorcidén al Ultravioleta: Una solucién de 10 mcg/ml
en NaOH 0.1 N presenta mdximo de

1
absorcién a 284 nm (E = 515) y

o

tcm
minimo a 242 nm'!?®,
Punto de fusibn: Funde entre 228 - 231°C, con des-
composicién® &,
Ensayo de pureza: Por titulacibén: Neutralizar 50 ml

de alcohol utilizando solucién 0.1 N
de NaOH y fenolftaleina como indica-
dor. Pesar una muestra de aproxima-
damente 200 mg y titular con solu-

cidén 0.1N de NaOH. Cada ml de NaOH
0.1N equivale a 26.27 mg de clonixin®®.

Metales pesados: No méds de 20 ppm,
Pérdida al secado: Secado a 105°C durante 2 hrs. en
vacio no debe perder mis de 1% de su

peso.

Cloruros: No m4s de 20 ppm.

12



2.3 Cromatograffa de 1iquidos a alta presi6n.

La cromatografia de 1iquidos es una técnica de separacién
en donde se realiza la particibén de cada uno de los com-
ponentes de una mezcla entre dos fases: una fase estacio-
naria que tiene una gran drea de superficie y una fase

movil liquida que se percola sobre la fase estacionaria,

En esta técnica la fase estacionaria del sistema estid ecm-
pacada dentro de una columna y la fase m6vil circula a
través de ella.

Si los componentes de una mezcla presentan diferencias
entre sus coeficientes de particibén, cada uno de ellos

se distribuird y desplazard a lo largo de la columna a

velocidades distintas, permitiéndo asi su separacidn?!,

En el caso que nos ocupa, la cromatografia de liquidos
puede comprender los siguientes tipos?*:

Diversos tipos de cromafografia de liquidos

Fase mévil Fase estacionaria Tipos de cromatografia
S6lido Cromatografia liquido/

Liquido s6lido
Liquido Cromatogrefia liquido/
liquido

Mediante esta técnica la separacifn se lleva a cabo en
una columna tubular empacada con un s8lido poroso fina-

mente dividido, el cual puede actuar como fase estacio-

13



naria lfquida.

La fase mbvil es un 1fquido que fluye a través del empa-
que de la columna, arrastrando los componentes de la
mezcla que son selectivamente retenidos por la fase esta-
cionaria. El1 flujo de la fase mbvil se mantiene constante
a través de todo el proceso y de esta manera se logra que
cada componente de la mezcla sea eluido de la columna como
un compuesto puro, disuelto en la fase mbvil,

La cromatografia de 1iquidos a alta presi6n utiliza columnas
de didmetro reducido (2 mm) que estdn empacadas con fases
estacionarias de particulas con un tamafio entre 10-40 mp

de diédmetro.

Estas columnas son bastante eficaces pero ofrecen una
gran resistencia al flujo de la fase mbévil, o sea que pre-
sentan una gran caida de presidn,

Por esta razdn es necesario emplear sistemas de bombeo
de alta presibén (hasta 400 atm) que hagan fluir la fase
mévil a través de la columna. La cantidad de fase es-
tacionaria dentro de la columna es pequefia, por lo que
se requiere que la muestra también sea pequefia, entre
1y 10 mg.

Si la presibén de entrada no es muy elevada (100 atm 38
menos) la muestra se introduce al sistema mediante una
jeringa de alta presibn; a presiones mds elevadas se

utilizan vdlvulas de inyeccifn.

14



La deteccibn a la .salida de 1la columna de cada uno de
los componentes se realiza mediante detectores especi-
ficos que proporcionan un registro contfnuo de la com-
posicifn del eluato, lo que permite obtener cromatogra-
mas que se utilizan para identificar y cuantificar 1los

componentes de la mezcla.

A la fecha, los detectores mds empleados en esta técni-
ca estdn basados en la absorcifn de radiacifn ultravio-
leta o visible de los compuestos eluidos, o en el indice
de refraccidn de los mismos,

La cromatografia de liquidos permite el anédlisis de com-
puestos liquidos y s6lidos de muy variada naturaleza:
orgldnicos e inorgédnicos, iBnicos o covalentes,

A continuacidén se mencionan las caracteristicas de la
cromatografia de 1liquidos a alta presién?*:

Requerimientos de 1la Soluble
muestra
Tipo de muestra S6lidos y liquidos, solubles en

la fase m6évil seleccionada.
Cantidad minima

detectable 10-9g

Tiempo de anilisis

pridctico minutos.

Resolucibn 5000 platos tebricos por metro de
columna

15




Instrumentos.

Un sistema cromatogrdfico de 1iquidos a alta presién con-
siste de las siguientes partes:

Un depbsito para la fase mévil.

Bomba.

Aparato gradiente (programador de la fase mévil).
Sistema de inyeccibén (entrada de la muestra),

Columna.
Detector.
Registrador.

= =R o Y O S = PR O T © S

Termostato para la columna y el detector.

En la figura No. 2 se muestra el diagrama de un sistema
cromatogrdfico de 1iquidos a alta presibn?!,

Fase movil.

La fase mévil se controla en cuanto a su presibn, flujo
y composicifn., Las caracteristicas que debe presentar
toda fase m8vil para cromatografia de liquidos son?*:

- Disolver la muestra

- No degradar o disolver la fase estacionaria

- Tener baja viscosidad

- Ser compatible con el tipo de detector utilizado.

Son componentes deseables en el instrumento, si bien no
esenciales, los siguientes?*:

- Controles de temperatura para la columna y el detector

16



DIAGRAMA INTERNO DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

.APARATO GRADIENTE
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TERMOSTATO CROMATOGRAMA

( INYECTOR:

e

REGISTRADOR

/)}
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—_—— ————

==

DEPOSITO DEL LIQUIDO

COLUMNA DETECTOR
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- Recolectores de fracciones
- Programadores de fase mévil
- Medidores de flujo

Muchas veres, en especial con fases m6viles polares,
hay una marcada tendencia de oxfgeno y otros gases a

disolverse en el 1iquido.

Si estos gases se desgasifican dentro del instrumento
forman burbujas que pueden afectar seriamente el fun-
cionamiento del detector y la eficiencia de la colum-
na. Por este motivo es necesario eliminar previamente
los gases disueltos en la fase m8vil,

Sistema de bombeo.

Las columnas actuales utilizadas en la cromatografia
de liquidos a alta presifn, estidn empacadas con mate-
riales de particulas muy pequefias, lo cual hace que

la resistencia al flujo de la fase mévil sea muy ele-
vado. Por esta razdn se requiere de bombeo que haga
fluir la fase mévil a un flujo razonable, pues de 1lo
contrario los andlisis serian excesivamente lentos.

Los aspectos mis importantes de todo sistema de bombeo
son:

Presifn mdxima de operacifn
Intervalo de voliimenes obtenibles

Reproducibilidad y constancia del flujo

Caracteristicas del flujo.
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De acuerdo a las caracteristicas de funcionamiento y de
disefio, se pueden considerar bisicamente dos tipos de
bombas?*:

- Bomrbas mec&nicas y

- Bombas neumiticas
En las bombas mecidnicas hay dos tipos distintos:

- Bombas reciprocas (pist6én o diafragma)
- Bombas de desplazamiento continuo,

Camara de inyecci6n.

Esta parte del sistema requiere de un disefio cuidadoso,
puesto que debe resistir altas presiones, tener un vo-
lGmen pequefio y sus cavidades deben ser bien barridas
por la fase mbévil. Es en esta cdmara donde se introduce
la muestra que luego es arrastrada a la columna. Hay
tres modalidades de introducir la muestra:

- Por medio de jeringas de alta presidn

- Por medio de vilvulas inyectoras y

- Por medio de jeringas comunes, suspendiendo el flujo
momentdneamente.

Columnas.
Es en la columna donde se efectiia la separacidn de los com-

ponentes de la mezcla, bisicamente es un segmento de tubo

de un material inerte (vidrio, acero inoxidable, etc.) de
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didmetro uniforme y capaz de resistir altas presiones.
La longitud de la columna varia enfre 15 cm y varios
metros; el difimetro en la mayoria de los casos es de

2 a 3 mm aunque puede llegar a 9 mm, En general las
columnas mds eficaces son de difmetro pequefio (2+3 mm)
y efectGan andlisis muy rdpidos.

Fases estacionarias.

Los empaques para las columnas en cromatografia de 11-
quidos a alta presién se dividen en dos categorias; po-
rosas y superficialmente porosas o peliculares. Los ma-
teriales que se utilizan son generalmente gel de silice
y alQmina. Pueden ser de forma esférica o irregular,
puedén utilizarse como fases estacionarias per-se o bien
pueden estar soportando una fase estacionaria liquida

quimicamente unida?!’?2",

Detecgtores.

El detector ideal serd aquel que satisfaga los siguientes
requisitos: altamente sensible, estable, de lectura con-
tinua y de respuesta universal, Actualmente los detecto-
res disponibles solo son adecuados para ciertas aplicacio-
nes en particular. Existen dos tipos de detectores de uso
muy generalizado que son el detector de indice de refrac-
cibén y el detector de radiacibén ultravioleta y visible

(el detector de radiacidn ultravioleta es el que se utilizb
en esta investigaciébn).

Detector de radiacifn ultravioleta: Su funcionamiento

se basa en la absorcifn de luz por parte de la muestra al
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pasar a través de ella un haz de luz monocromitica ultra-

violeta.

La respuesta de este detector es selectiva ya que solo se
detectan 1los compuestos que absorben radiacifén de la lon-
gitud de onda a la que opera el detector. Actualmente

este es el detector mids sensible en cromatografia liquida

y utiliza como fuente de radiacién ultravioleta una 14m-
para de mercurio de baja presidn; la intensidad es medida
por una fotocelda doble que genera una seflal que es ampli-
ficada y representada grdficamente por el registrador.

Este detector no es sensible a los cambios de temperatura?‘,

Analisis cualitativo,

La cromatografia de liquidos es esencialmente una técnica
de separacidén y no de identificacidn, aunque es posible
obtener alguna informacibén de tipo cualitativo; en gene-
ral se requiere de alguna técnica no cromatogrifica para

efectuar la identificacién de un compuesto determinado,

Hay algunos pardmetros o técnicas puramente cromatografi-
cos que en muchas ocasiones pueden servir de guia para
la identificacién de un compuesto como lo es el tiempo

de retencidn.

Tiempo de retencidén: El volGmen de la fase m8vil reque-
rido para eluir un compuesto de la columna se llama vo-
lGmen de retencidn y se conoce como tiempo de retencién
el tiempo transcurrido desde la introduccidén de la mucstra
en la columna hasta que eluye el compuesto y que corresponde
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al mdximo del pico en la grédfica trazada por el registra-
dor.

Cuando las condiciones de operacifn son constantes el
tiempo de ratencifn serd caracteristico de una sustancia
dada.

Andlisis cuantitativo.
El andlisis cuantitativo de mezclas de sustancias en cro-

matografia de 1liquidos a alta presifn se puede dividir en
varias etapas?‘:

Muestreo (obtencidén y tratamiento de la muestra)

- Separacidn y deteccidén (no debe haber descomposi-
cidén de la muestra en 1la

columna)

Integracién de las sefiales (medicifn de la altura
del pico, triangulacifn,
cortar y pesar, inte-
gracién, etc.)

Cdlculo de la composicifn (normalizacibén de las
areas, calibracién ex-
terna, uso de un estén-
dard interno).

Interpretacibn estadistica.

La cromatografia liquido/liquido normal utiliza fases es-
tacionarias polares y fases méviles no polares, mientras
que la cromatografia liquido/liquido en fase inversa, la
fase estacionaria es no polar y la fase mévil polar, de
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tal manera que los compuestos no-polares o poco polares
interaccionarin selectivamente con la fase liquida y
serdn retenidos mis fuertemente que los que son polares?!.

La cromatografia en fase inversa es especialmente Gtil

para compuestos poco polares?!,



Capitulo III. PARTE EXPERIMENTAL,

3.1 Determinacién de clonixin en plasma.

El método utilizado para la cuantificacibén de clonixin
cn plasma fué por cromatografia de 1iquidos a alta pre-

si6n, en un sistema cromatogrdfico en fase inversa.

Los resultados obtenidos en este capitulo se presentan

en el capitulo siguiente.
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3,17.1T Instrumentos.

Cromatbégrafo de liquidos de alta presidén Varian, modelo
8500. Columna para cromat8grafo de liquidos MCH-10 de
25 cm de longitud y 2.2 mm de D.I, (empacada con octade-
cilsiloxano unido a particulas de gel de silice de 10 my
de didmetro). Detector Varian U.V,/Vis.; agitador meci-
nico Vortex-Mixer, Lab. Line Inst,; centrifuga MSE mdl-
tiple; Microprocesador Hewlett Packard modelo 3380 A.

3.1.2 Reactivos.

.Acido acético glacial, reactivo analitico (J. T. Baker).
.Acetonitrilo, reactivo analitico (J. T. Baker).

.Solucién de 4cido acético 2M: Diluir 115 ml de &4cido
acético glacial a 1 L con agua destilada.

.Solucibén de acetato de sodio 2M: Disolver 164 g de ace-
tato de sodio anhidro, reactivo analitico (J, T. Baker)
en agua destilada y diluir a 1 L.

.Metanol, grado espectro (Merck México, S.A,).

.Solucidn de referencia interna de &cido mefendmico,

dcido N-(2,3-xilil)-antranflico, (Labs. La Campana, S.A).
Pesar con exactitud alrededor de 10 mg de la muestra tipo
de acido mefenimico en un matraz volumétrico de 50 ml y
disolver con metanol, llevar al aforo (concentracidn
aproximada 0.2 mg/ml).

.Solucidn de referencia de clonixin, dcido 2-(3-cloro-
o-toluidin)-nicotinico. (Inst. Franco Tossi, Italia).
Pesar con exactitud alrededor de 10 mg de clonixin en

un matraz volumétrico de 50 ml y disolver con metanol,
llevar al aforo (concentracidn aproximada 0.2 mg/ml).
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.Solucibén reguladora de acetato pH 3.2: mezclar 6.4 ml
de acetato de sodio 2M con 93.6 ml de la solucién de
dcido acético 2M y diluir a 1L con agua destilada.
.Soluciones de referencia de los metabolitos de clonixin:
dc. 2(2-metil-3-cloro-anilino)-~5-hidroxi-nicotinico;

ac. 2(2-metil-3-cloro-4-hidroxi-anilino) nicotinico;

dc. 2(2-hidroxi metil-3-cloro-anilino) nicotinico,
(Schering Corp. New Jersey U.S,A.). Pesar con exactitud
alrededor de 10 mg de cada uno de los metabolitos en
matraces volumétricos de 50 ml, por separado y disolver
con metanhol, llevar al aforo (concentracién aproximada
0.2 mg/ml).

3.1.3 Método

En tubos de ensayo con tap6én de rosca se adiciond con
microjeringa (Hamilton, Reno Nev, U.S,A,) los siguientes
vollmenes de la solucibén de referencia de clonixin: 30,
50, 100, 150, 200, 300 mcl; se afiadidé a cada uno de los
tubos 1 ml de la solucién de referencia interna de &dcido
mefendmico con pipeta volumétrica, proporcionando las si-
guientes concentraciones de clonixin: 6, 10, 20, 30, 40,

60 mcg/ml, respectivamente.

Se evapord el disolvente en bafio de agua con ayuda de una
corriente suave de nitrbgeno, recuperando con 50 mcl de

metanol.
Se agregb 1 ml de plasma, se agit6 manualmente; se adi-

cion6 1 ml de acetonitrilo y se agit6 vigorosamente en
el agitador mecdnico durante 2 min; se centrifugd a
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4000 rpm durante 5 min, transfiriendo el sobrenadante
claro a un nuevo tubo de ensayo con ayuda de una pipeta
Pasteur con bulbo, Se inyect6 10 mcl de cada una de
las soluciones en el cromat8grafo de liquidos bajo 1las

siguientes condiciones de operaciébn:

Columna: MCH-10

Fase mbévil: Solucibén de dcido acético 0.1 M:
Acetonitrilo, 60:40, pH 4.5

Presibn: 1750 psi

Detector: U.V., 287 nm, sensibilidad: 0.05

AUSF

Microprocesador: Atenuacibn: 256
Vel, de la carta: 0,5 cm/min

3.1.4 Linealidad.

Con el fin de determinar si la relacibén entre las concen-
traciones de clonixin y el area de los picos del cromato-
grama resultante era lineal, se efectud el estudio de 1la
linealidad del método, determinando cantidades conocidas
adicionadas a 1 ml de plasma. Se efectuaron determina-
ciones por duplicado de cada concentracién (6, 10, 20,
30, 40, 60 mcg/ml).

3.1.5 Reproducibilidad y recobro.
Con objeto de determinar la reproducibilidad del método
se efectuaron 36 determinaciones de clonixin cuando se

adicionaron diferentes cantidades conocidas a 1 ml de

plasma.
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Se estudid la influencia del plasma en la recuperacidn
de clonixin adicionado, siguiendo el método ya descrito,
para ello se prepard al mismo tiempo que los problemas
una referencia externa de la misma concentracibén que los
problemas, en la cual se omitid la adicién de 1 ml de
plasma y en su lugar se adiciond 1 ml de la fasembvil,
continuidndose el procedimiento de extraccibn explicado
en la seccibn 3.1.3. Se calculd el area relativa del
clonixin de la referencia externa a partir del cromato-
grama resultante de acuerdo a la siguiente fdrmula;

Area del pico de clonixin en la referencia externa_ Ar Ref
Area del pico del adcido mefendmico en la ref. externa

Donde: Ar Ref. = Area relativa Clonixin de referencia.

Para los recobros se adiciond 1 ml de plasma y se eliminé
la adicién de la fase mdévil, continudndose el procedimien-
to de extraccién explicado en la seccidn 3.1.3. Se pro-
cedidé a calcular el area relativa de clonixin de acuerdo

a la siguiente férmula:

Area del pico de clonixin en el problema_ Ar Problema
Area del pico del ac. mefendmico en el problema

Donde: Ar Problema = Area relativa de Clonixin del problema

Se calculd la cantidad de clonixin recuperado con la si-

guiente formula:

Ar Clonixin problema

(100)= % Clonixin recuperado
Ar Clonixin referencia
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3.1.6 Especificidad.

Para determinar si los metabolitos interferian con la de-
terminacidn de clonixin, se efectud el cromatograma de
cada uno de los metabolitos por separado a concentraciones
de 50 mcg/ml respectivamente y se determind su tiempo de

retencidn.

Posteriormente se efectud la extraccién en 1 ml de plasma
de todos ellos en presencia de clonixin, a concentraciones
de 50 mcg/ml y 20 mcg/ml respectivamente, de acuerdo al
método de extracciénvdescrito en la seccién 3.1.3.

Se analiz6 la variacidn en la respuesta de clonixin.
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3.2 Determinacibén de clonixin enforina
3.2.1 Instrumentos.

Los instrumentos utilizados para la determinacién de
clonixin en orina, son los mismos que se mencionan para
la determinacién en plasma, seccibn 3,1.1,

i

3.2.2 Reactivos.
Ya descritos en la seccién 3.1.2
3.2.3 Método |

En tubos de ensayo con tapén de rosca se adicionaron los
siguientes volGmenes de la solucibén de referencia de clo-
nixin: 25, 50, 250 mcl y 0.5, 1.0, 1.5 ml se afiadi6 a
cada uno de los tubos 0.5 ml de la solucibn de referencia
interna de dcido mefendmico, Obteniéndose asi las si-
guientes concentraciones de clonixin: 10, 20, 100, 200,
400, 600 mcg/ml, respectivamente.

Se evapord el disolvente en un bafio de agua con ayuda de
una corriente suave de nitrégeno; se recupero con 50 mcl
de metanol y se adicionaron 0.5 ml de orina a cada tubo,
agitando manualmente; se afiadieron 1.5 ml de acetonitrilo
y se agitd vigorosamente en el agitador meclnico durante
1 min. Ocasionalmente se observd la presencia de un pre-
cipitado ligero; en estos casos se centrifugd y se trans-
firié el 1iquido sobrenadante claro a otro tubo de ensayo

limpio, con ayuda de una pipeta Pasteur.
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3,2.4 Linealidad.

Con el fin de determinar si la relacibn entre las concen-
traciones de clonixin y el area de los picos del cromato-
grama resultante era lineal, se estudi8 la linealidad del
método, determinando cantidades conocidas adicionadas a
0.5 ml de orina; se efectuaron determinaciones por dupli-
cado para cada una de las siguientes concentraciones:

Concentracidn de Vol. inyectado
Clonixin (mcg/ml) mcl
10 10
20 10
100 10
200 4
400 4
600 3

Se estabilizé el cromatdgrafo en las siguientes condicio-

nes de operaciodn:

Columna: MCH-10

Fase movil: Solucién reguladora de acetato
(pH 3.2): Acetonitrilo, 60:40,
pH final 4.1

Vel. de flujo: 40 ml1/h Presibén: 2750 psi

Detector: U.V., 287 nm; sensibilidad: 0,05

AUSF

Microprocesador: Vel. de la carta: 0.5 cm/min
atenuacidén : 256
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3.2.5 Reproducibilidad y recobro.

Con objeto de determinar la reproducibilidad del método
se efectucron 36 recobros de clonixin cuando se adicio-
naron cantidades conocidas a 0.5 ml de orina. El reco-
bro se efectud en la misma forma que se describe en 1la

seccién 3.1.5.
3.2.6 Especificidad.

Con el fin de determinar la especificidad del método, se
efectud en primer lugar el cromatograma de cada uno de
los metabolitos de clonixin en orina; enseguida se efec-
tud la extraccidn de clonixin y sus metabolitos adicio-
nindolos a 0.5 ml de orina, efectuindose el procedimien-

to de extraccidn descrito en la seccibn 3,1.5,



3.3 Valoracibn estadistica de los métodos.

La precisibn y exactitud de los mé@todos para determinar
clonixin en plasma y orina fueron obtenidas estadistica-
mente. Se efectuaron recuperaciones del fdrmaco adicio-
nado a cada fluido biol8gico, determinando el promedio
de recobro, su desviacibn estdndard, el error y los 1i-
mites de confianza, de acuerdo a las siguientes formas

estadisticas?!:

DESVIACION ESTANDARD

s= V»Z (X-X)?

n-1

ERROR ESTANDARD

INTERVALO DE CONFIANZA PARA EL 95% DE PROBABILIDAD
IC= Es + tgge

LIMITES DE CONFIANZA PARA EL 95% DE PROBABILIDAD
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Andlisis por regresifn lineal de los métodos,

Con objeto de conocer si la relacifn entre las cantidades
adicionadas de clonixin y las areas de los picos del cro-
matograma resultante tenfan una relacifn lineal, se hizo
el anflisis de regresifn lineal por el método de minimos
cuadrados?®,
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Capftulo IV. 'RESULTADOS,
4.1 Clonixin en plasma.

4,1.1 Linealidad.

En la Figura No. 3 se presenta el cromatograma caracte-
ristico de clonixin en plasma,

Siguiendo los lineamientos explicados en la seccifn
3.1.4, los resultados obtenidos se presentan en la Tabla
No. I; los valores que se presentan son el promedio de
dos determinaciones.

Tabla No. I Linealidad del método en plasma

mcg Clonixfn [Area pico | Porcentaje de|mcg Clonixin
adicionado/ml recuperacibén |recuperados/ml

6 .036 100 6

10 .060 100 10

20 .123 102 20.5

30 .181 96.5 29

40 .250 100 40

60 .385 102 61,6

Al graficar los valores de las columnas uno y cuatro de
la Tabla No. I en papel milimétrico se obtuvo la rela-

cién lineal que se aprecia en la Figura No, 4,




Figura No., 3 Cromatograma de clonixfn en plasma
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Donde:

Tiempo de retencidn Compuesto
(min)

2.38 Clonixin

7.03 Referencia interna
(8cido mefendmico)
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Linealidad del método en plasma.

Andlisis por regresidén lineal por el método de minimos
cuadrados. A continuacifn se presentan el andlisis de
la linealidad del mé&todo en plasma, por el método de
minimos cuadrados, utilizando los valores experimentales
de las columnas uno y dos de la Tabla No, I; extractados
en la Tabla No. II. Las areas calculadas por este méto-
do se presentan en la columna tres de la misma tabla,

Tabla No. II Linealidad del método en plasma/area de los

picos.
. mcg Clonixin Area picos | Area calculada
@ adicionados/ml | Clonixin

X y

6 036 .033
10 .060 .059
20 123 123
30 . 181 .188
40 .251 . 252
60 . 385 381

La ecuacibén de la 1linea recta encontrada es: y= mx+b
donde: m= 0.006446 b= -0,0058

El coeficiente de correlacidén calculado para la linea
recta encontrada fué de 0.9994 y un coeficiente de de-
terminacién r? de 0.9988. Al graficar los valores de
las columnas uno y dos de la Tabla No., II, en papel mi-
limétrico se obtuvo la relacifn lineal que se aprecia en
la Figura No. 5.
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4,1.2 Andlisis estadfstico de reproducibilidad y recobro
del método en plasma.

Los resultados obtenidos al efectuar 36 determinaciones
de clonixin cuando se adicionaron diferentes cantidades
conocidas del mismo a 1 ml de plasma, se presentan en
la Tabla No. III.

En la Tabla No. IV se presenta el anflisis estadistico

de estos resultados.
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Tabla No, III Recobros de clonixfn en plasma

mcg Clonixin mcg Clonixin Porcentaje de
Adicionados/ml  Recuperados/ml Recuperacifn

6 5.76 96

" 5.4 90

" 5.82 97

" 5.7 95

" 5.85 97.5
" 5,88 98
10 10.3 103

" 9.86 98.6
" 9.5 95

" 9.5 95

" 9.7 97

" 9.8 98.3
20 19.7 98,4
" 19,2 96

" 19,7 98.4
" 19,4 97

" 20 100

" 20 100
30 29,7 98,9
" 30.5 101,6
" 30.5 101.6
" 29.7 98.9
" 29.6 98.9
" 29.6 98.8
40 38.6 96.5
" 39.4 98.4
" 39.8 99.6
" 39.8 99.6
" 39.4 98.4
" 37.8 94.5
60 57.24 95.4
" 58 96.7
" 58.8 97.7
" 60.7 101,2
" 57.4 95,6
" 60.3 100.5
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Tabla No. IV Anflisis estadistico del método en plasma

mcg Clonixin  Porcentaje LCQS%
Adicionados/ de Clonixin s Es ICqs, thcgs%
ml Recuperado + -
6 95.58  2.939¢ 1.2 3.08f 98,7 92.5
10 97.8 3.107] 1,26 | 3.2 |101,0 94.6
20 98.3 1.598) 0,65 1.68 100.0 96,6
30 99.78 1.4 0,57 1.46(101.3 98.3
40 97.83 1.98 0.81 2.08| 99.9 95,7
60 97.85 2,47 | 1.01 2,59/100.5 95.3

4,1.3 Especificidad.

Se efectud el cromatograma de los metabolitos de clonixin
en plasma presentando los siguientes tiempos de retencidn:

Compuesto Tiempo de retencidén (min)
4'-OH clonixin 1.49
5- OH clonixin 2.03
2'-CH,O0H clonixin 1,54

En las Figuras Nos. 6, 7 y 8, se muestran respectivamente
los cromatogramas caracteristicos de cada uno de ellos.
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Como se observa los tiempos de elucifn de los metaboli-
tos son menores que el de clonixin, por lo que no in-
terfieren con el area del pico de clonixin.

Se efectu’ la extraccidn de clonixin y sus tres metabo-
litos en 1 ml de plasma; en la Figura No. 9 se presenta
el cromatograma respectivo, observidndose los tiempos de
retencidén ilustrados en la siguiente Tabla:

Tiempos retencibfn de clonixin y sus metabolitos

Compuesto Tiempo de retencidn (min)
Clonixin 2,53
4'-OH 1,46
2'-CHZQH 1.46
5-0H 1.89

Se observ8 que el tiempo de retencifn para clonixin y
el 5-OH derivado se mantiene, no asi para los derivados
4'-0H y 2'—CH20H, donde se presenta un solo pico de ma-
yor area con un tiempo de retencidén menor.

En la Figura No. 3 se presentd8 el cromatograma de clo-
nixin en el que se observa que el tiempo de retencibn
para clonixin fué€ de 2.38 min. De acuerdo a los resul-
tados, se observa que clonixin mantiene su tiempo de
elucibébn y que el pico se resuelve correctamente tanto
cuando se corre individualmente, como cuando se tiene
en presencia de sus tres metabolitos.
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Figura No. 6 Cromatograma 4'-OH clonixin en plasma
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Donde: el pico con tiempo de retencibén de 1.49 min
corresponde al 4'-OH clonixin.
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Figura Nc., 7

Cromatograma 5«0H clonixin en plasma
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el pico con tiempo de retencifn de 2.03 min
corresponde a 5-OH clonixin,
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Figura No. 8 Cromatograma de 2'-hidroximetil clonixin
en plasma,
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Donde: el pico con tiempo de retencibfn de 1.54 min
corresponde a 2'-hidroximetil clonixin.
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Figura No. 9 Cromatograma de clonixfn y sus tres meta-
bolitos en plasma.
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Donde:
Tiempo de Compuesto
retencidén (min)
2.53 Clonixin
1.46 4'-0H, Z'vCHZOH clonixin
1.89 5-OH clonixin
7.47 Referencia interna
(Acido mefendmico)
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4,2, Clonixin en orina
4.2.1 Linealidad.

En la Figura No, 10 se presenta el cromatograma de clo-
nixin en orina,

Siguiendo los lineamientos explicados en la seccibn 3,2.4
se obtuvieron los resultados que se presentan en la Tabla
No. V; los valores presentados son el promedio de dos de-
terminaciones.

Tabla No. V Linealidad del método en orina.

mcg Clonixin Area pico Porcentaje de| mcg Clonixin
Adicionado/ml recuperacién | Recuperados/ml
20 .208 98,1 19.6
50 .48 96 48
100 1.06 _ 100 100
200 2.1 99,05 198.1
400 4.14 99.5 398
500 5.2 100 100
600 6.0 96.2 577

Al graficar los valores de las columnas uno y cuatro de
la Tabla No. V en papel milimétrico se obtuvo la relacibn
lineal que se aprecia en la Figura No. 11.
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Figura

No. 10 Cromatograma

de clonixin en orina.

Donde:
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o N = D

Tiempo de retencifn
(min)

Compuesto

2.48

Clonixin

7.43 Referencia interna

(4cido mefendmico)
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Linealidad del método en orina,
Andlisis por regresifn lineal por el método de minimos
cuadrados.

A continuacifn se presenta el anflisis de la lineali-
dad del método en orina, por el método de minimos cua-
drados, utilizando los valores experimentales de las
columnas uno y dos de la Tabla No., V extractados en la
Tabla No. VI.

Las areas calculadas por este método se presentan en
la columna tres de la Tabla No, VI,

Tabla No., VI Linealidad del método en orina/area de

los picos.
mcg Clonixin Area picos Area
Adicionados/ml Clonixin Calculada
X y
20 0.208 0,23
50 0,48 0.53
100 1.06 1,04
200 2.1 2.06
400 4.14 4,09
500 5. 5,1
600 6.0 6.12

La ecuacién de la 1inea recta encontrada es: y=mx + b
donde: m= 0.01015 b= 0,0277
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Como se puede observar hay una gran concordancia entre los
valores obtenidos experimentalmente y los valores calcula-
dos por este método.

El coeficiente de correlacifn calculado para la linea recta
encontrada fué de 0.9988 y el coeficiente de determinacién
r? fué de 0.9976.

Al graficar los valores de las columnas uno y dos de la
Tabla No. VI se obtuvo la relacifn lineal que se aprecia
en la Figura No. 12.

4.2.2 Andlisis estadistico de reproducibilidad y recobro
del método en orina.

Los resultados obtenidos al efectuar 36 determinaciones de
clonixin cuando se adicionaron diferentes cantidades cono-
cidas del mismo a 0.5 ml de orina se presentan en la Tabla
No. VII.

En la Tabla No. VIII se presenta el andlisis estadistico
de estos resultados.
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Tabla No., VII Recobros de clonixin en orina

mcg Clonixin mcg Clonixin Porcentaje de
Adicionados/ml Recuperados/ml Recuperacién

10 9.6 96
" 9.4 94

" 9.8 98

" 10.4 104

" 10.0 100

" 10.3 103
20 20,2 101
" 20 100

" 18.8 94

" 20.8 104

" 18.4 92

" 19.4 97
100 100,2 100
" 98.2 99

" 102 102

" 100 100

" 97 97

" 100 100
200 198 99
" 189 94

" 185 92

" 203 101

" 189 94

" 194 97
400 400 100
" 381 95
" 388 97

" 381 95
" 404 101
" 384 96
600 582 97
" 552 92

" 600 100

" 600 TOQ

" 582 97

" 600 100
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Tabla No. VIII Andlisis estadistico

orina,

del método er

mcg Clonixin Porcentaje LC95

Adicionados/ de Clonixin s Es ICQS% X+I(
ml Recuperado +

10 99.16 3.5 1.44 3.6 101.7

20 98 3,7 1,54 3.8 101,8

100 100 1.9 0;7 1.7 101,7

200 96.4 3 1,37 3.5 99.9

400 97.4 2.5 1.04 2.6 100.0

600 97.6 3.1 1.28 3.2 100.8
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4,2.3 Especificidad.

Se efectu8 el cromatograma de los metabolitos de clonixin
en orina presentando los siguientes tiempos de retencifn:

Compuesto Tiempo de retencibén (min)
4'-0H Clonixin 1.49
2'—CH20H clonixin 1.53
5-0OH clonixfin 1.97

En las Figuras Nos. 13, 14, 15, se muestran respectiva-
mente los cromatogramas caracteristicos de cada uno de
ellos.

Como se observa, los tiempos de retencifn de los metabo-
litos son menores que el de clonixin, por lo que no in-
terfieren en la cuantificacifn del area del pico de clo-
nixin.

Se efectud la extraccibébn de clonixin y sus tres metabo-
litos en 0.5 ml de orina; en la Figura No, 16 se presen
ta el cromatograma respectivo; observédndose los tiempos
de retencién en la siguiente Tabla:
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Tiempos de retencifn de clonixin y sus metabolitos

Compuesto Tiempo de retencibén (min)
Clonixin 2.58
4'-0H clonixin 1,50
2'-CH20H clonixfin 1.50
5-OH clonixin 1.93

Se observé que el tiempo de retencifn se mantuvo para
clonixin y el derivado 5-OH, no asi para los derivados
4'-0H y 2'-CH20H donde se presentdé un solo pico de mayor
area con un tiempo de retencibén de 1.5 min.

En la Figura No. 10 se presentd el cromatograma de clo-
nixin en el que se observa que el tiempo de retencién
para clonixin fué de 2.48 min,

Los resultados muestran que clonixfn mantiene su tiempo

de elucibn, que el pico se resuelve correctamente cuando
se tiene la presencia de los metabolitos y que no inter-
fieren con el tiempo de elucifn del pico de clonixin en
este fluido.
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Figura No. 13 Cromatograma de 4'-OH clonixin en
orina,
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Donde: El1 pico con tiempo de retencién de 1,49 min
corresponde a 4'-OH clonixin.
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Figura No, 14 Cromatograma de 5-OH clonixin en orina
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Donde: E1 pico con tiempo de retencidn de 1.97 min
corresponde a 5-OH clonixfin,
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Figura No. 15 Cromatograma de 2'-hidroximetil clonixin
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El pico con tiempo de retencién de 1.53 min corres-

ponde a 2'-hidroximetil clonixin,

60



Figura No. 16 Cromatograma de clonixin y sus tres
metabolitos en orina,
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Donde:

Tiempo de retencibn Compuesto
(min)

2.58 Clonixin

1.50 4'-OH, 2'~-_CH2
1.83 5-0H clonixin
7.51 Referencia interna

OH
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Capitulo V. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES,

Entre los métodos comunmente usados para medir los nive-
les de un f4rmaco en la sangre y otros fluidos humanos,
se encuentran diferentes métodos como son espectroscopia
IR y UV , cromatografia de gases, cromatografia en placa
fina, etc. .

Con frecuencia la utilizacidn de estos métodos consume
tiempo y ademids , en ocasiones, se requiere la formacibn
de derivados detectables, Ultimamente se ha venido utili-
zando la cromatografia de liquidos a alta presibén, como
un medio alternativo para eliminar las limitaciones impu-
estas en el anflisis de fdrmacos en plasma por las técni-
cas analiticas clédsicas.

1% 'la cromatografia de

En investigaciones recientes!!’
liquidos a alta presién ha mostrado que provee excelen-

tes separaciones cuantitativas de fadrmacos en plasma.

En el inicio de esta investigacién se documentd los in-
convenientes de varias extracciones y resultados cuantita-
tivos pobres y poco reproducibles encontrados con el mé-
todo anteriormente reportado para la determinacifn de
clonixin en fluidos biol8gicos®’7; asimismo, los resul-
tados de analizar clonixin por cromatografia de gases,
donde ademis de sucesivas extracciones era necesario
efectuar la formacién del ester metilico en la funcién
4cido, (puesto que clonixin no es voldtil), no fueron
reproducibles. Por estos motivos se procedi6 al desarro-
11o de un método analfitico para clonixin en fluidos bio-
16gicos por medio de cromatografia de liquidos a alta

presibn.
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Para desarrollar el mé€todo analiftico por cromatografia
de liquidos a alta presifn se puede utilizar la infor-
macibén del método de separacifn en placa fina como mé-
todo piloto, si es que estos datos estdn disponibles,
para predecir el resultado de la aplicacién de una mez-
cla de disolventes o de un solo disolvente, en el sis-
tema de cromatografia de l1iquidos, Sin embargo, se
puede desarrollar directamente una separacifén por esta
técnica sin un trabajo preliminar en otros sistemas.

3 relacionadas

Es necesario desarrollar ciertas guias?
primeramente con la estructura quimica del f4rmaco

(PM, estructura molecular) que se desea separar, Ssus
propiedades fisicoquimicas (solubilidad, estabilidad,
etc.), asi como las caracteristicas de los disolventes
que se pretenden emplear (viscosidad, minima absorcién
en U. V. del disolvente) y ademis, diferencias signifi-
cativas en las relaciones de movilidad del fdrmaco en

cada uno de los disolventes (Rf, tiempo de retencibn).

En el presente estudio, después de comparar los dife-
rentes resultados en los sistemas de disolventes, se
selecciond la fase mdvil que mostré mejor relacidn en
el cromatbgrafo de liquidos (acetonitrilo: solucibn re-~
guladora de acetato, 40:60, pH 4.1). Se selecciond una
columna MCH-10 en fase inversa, (en virtud de las carac-
teristicas de solubilidad y PM del clonixin) que tiene
un octadecilhidrocarburo unido a particulas de siflice
de 10 mu de didmetro, a través de una unién Si-0-Si-C,

Las columnas CH son utilizadas en fase inversa en croma-
tografia de liquidos cuando los componentes de la mezcla
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a separar se reparten entre la fase estacionaria no polar
del hidrocarburo y la fase mévil mds polar?!,

Con la fase mfvil seleccionada se obtuvo la separacibn

de clonixfn en los fluidos biolégicos'(plasma y orina) en
menos de 3 min , utilizédndose un detector de U.V.; inyec-
ciones individuales del firmaco confirmaron la identidad
del pico.

Enseguida se selecciond un estidndard interno y para esto
se considerd 1o siguiente: solubilidad, disponibilidad,
estabilidad, no interferencia con el compuesto de inte-
rés, buena resolucibén en el sistema y que ademds debe
eluirse cerca del compuesto de interés?!, El 4cido mefe-
nidmico fué el estidndard interno que se seleccioné al
reunir las caracteristicas anteriores,

5.1 Discusién de resultados.

A continuacibn se harid una revisién de los resultados
obtenidos en cada una de las secciones anteriormente
presentadas.

5.1.1 Clonixin en plasma.

Se observd que con el sistema de disolventes seleccionado
se obtuvo una elucibén completa de clonixin y del esténdard
interno, el cromatograma muestra areas bien definidas

para ambos picos.

Sus tiempos de retencidn permanecieron constantes siendo

para clonixin 2.5 # 0.1 min .

64



El método de extraccifn que se presenta incluye acetoni-
trilo como disolvente extractor, que mostrd excelentes
resultados al ser un buen disolvente para clonixin y
eliminar practicamente las interferencias debidas a las
proteinas del plasma y de sustancias presentes en la
orina, que pudieran interferir en la determinacidén, sc-

paracibn, deteccidén y cuantificaci6én del f4rmaco.

El proceso de extraccifn es sumamente sencillo y las ma-
nipulaciones se ven reducidas al minimo, no presentédndose
problemas para trabajar con las muestras de plasma que
normalmente son las que mas complicaciones presentan. El
método desarrollado es aplicable a plasma y orina.

5.1.1.1 Linealidad del método en plasma.

Los resultados obtenidos para linealidad se analizaron
por dos métodos:

12 Comparando los resultados de concentracibén adiciona-
da de clonixin/ cantidad recuperada, se obtuvo una
relacibén lineal excelente (Figura No. 4, Tabla No. I).

2? Graficando los resultados obtenidos en los cromato-
gramas, area de los picos/concentracién, se observd
que si hay wuna respuesta lineal en la relacibn
Concentracidén de clonixin/ area , corroboridndose que

el método es lineal (Figura No. 5).

Se utiliz8 el método de regresifn lineal por minimos

cuadrados y se constatd8 que los pares de datos exper
rimentales guardaban una relacifn lineal altamente
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satisfactoria, presentando un coeficiente de determina-
cidén de 0.9988, Tabla No, II,

5.1.1.2 Reproducibilidad y recobro del método en plasma,

Al analizarse la reproducibilidad y recobro del método

en plasma en cada grupo de concentraciones, se tiene un
anilisis mis estricto de los resultados puesto que las
desviaciones de la media se hardn mids aparentes y tendrén
una mayor influencia en cada uno de los parfmetros esta-
disticos (Tabla No. IV).

Se observa que la desviacibn estindard no fué mayor de
3.1, 1o que indica que el método es preciso,

El intervalo de confianza para el 95% de probabilidad
midximo fué de 3.2, el error estdndard mdximo fué de 1.2.

De 1o cual se puede concluir que el método desarrollado
es preciso y reproducible y que presenta mejores resul-
tados que el método reportado anteriormente en donde se
dan los resultados de recuperacién de 95+5%, En el mé-
todo que se reporta se tiene un promedio de recobro de

98%.

5.1.1.3 Especificidad del método en plasma,
Antes de analizar las muestras en una investigacifn es
necesario determinar si otros materiales normalmente

presentes en el plasma y en la orina podrian interferir
en la separacifny se efectub el mismo procedimiento de
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extraccifén incluyendo los metabolitos de clonixin y se
obtuvo una no interferencia de ellos, puesto que estos

al ser mis polares se eluyen mis rdpidamente de la colum-
na no interfiriendo con el clonixin, como se puede obser-
var en los cromatogramas Nos, 6, 7 y 8.

Ademds se observd que los derivados 4'-OH y Z'vCHZOH
forman un solo pico de elucifn con el sistema de disol-
ventes utilizado (Figura No. 9).

En los cromatogramas presentados en las Figuras Nos. 6

y 8, se observd que los tiempos de retencifn del 4'-OH

y del 2'-CH20HAeran muy similares cuando se corrieron
individualmente. En el método reportado anteriormente
no se documentd la especificidad y existe la posibilidad
de que el método no sea especifico, aundndose al hecho
de que en dicho método se efectuaban dos separaciones
consecutivas en placa fina para separar los metabolitos;
en el método que se reporta se puede efectuar al mismo
tiempo la separacifn de los metabolites con la misma
técnica.

5.1.2 Clonixin en orina.

El método no present8 ninglin problema cuando se trabajd
con orina, Inclusive, se pudo utilizar un menor vold -
men de este fluido para el andlisis, lo cual representa
una ventaja puesto que normalmente la orina presenta

mayores concentraciones de clonixfin y el volGmen utili-
zado en el andlisis disminuye alin mds la posibilidad de
problemas por impurezas que pudieran estar presentes,
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no se observdé ninguna interferencia (Figura No, 10).

Las manipulaciones son mds sencillas,yrdpidas que en
plasma y el tiempo de andlisis minimo.

Se observa que al igual que en plasma, el clonixin
mantiene su tiempo de retencifn en orina (tiempo de
retencidn para clonixin fué de 2,5+0.1 min), 1la
eluci6én de las muestras fué completa y los picos pre-
sentan una buena resoluci6n,

El sistema de disolventes utilizado mostr8 excelentes
separaciones en este fluldo y muy ocasionalmente se
observé la formacidén de turbidez,

5.1.2.1 Linealidad del método en orina.

Los resultados obtenidos para linealidad se analizaron
por dos métodos:

1°. Comparando los resultados de cantidad adicionada/
cantidad recuperada de clonixin, se obtuvo una
buena relaci6én lineal, (Tabla No. V, Figura No. 11),

2°, Graficando los resultados obtenidos en los cromato-
gramas; concentracidn de clonixIn/area del pico;
para cada diferente concentracién, Se comprobd una
respuesta lineal, ya que al presentarse una mayor
concenfracién, se tiene una mayor area, que es di-
rectamente'proporcional (Tabla No. VI, Figura No. 12).
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Se utiliz6 el m&todo de regresién lineal por minimos
cuadrados y se constant8 que los pares de datos expe-
rimentales guardaban una relacifn lineal altamente sa-
tisfactoria, con un coeficiente de determinacién de
0.9976.

5,1.2.2 Reproducibilidad y recobro del método.en
orina.

Al analizar estadisticamente los resultados obtenidos
para cada concentracifn, el andlisis es mis estricto.
Se efectud en la misma forma que en plasma, observén-
dose que la desviacifn estdndard mdxima fué de 3.7
para el grupo de 20 mcg/ml (Tabla No, VIII),

La desviacién estindard promedio es de 3 (incluyendo
todos los puntos), lo que nos indica que el método
tiene buena reproducibilidad.

El intervalo de confianza promedio, para el 95% de pro
babilidad fué de 3. El error estdndard mdximo obteni-

do fué de 1.54.

De 1o cual se puede concluir que el métodoes especifico,
preciso y reproducible.

5.1.2.3 Especificidad del método en orina.
En el método que se reporta no se presentan interfe-

rencias debidas a los metabolitos de clonixin, puesto
que al eluirse antes que el clonixfn no interfieren
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con el pico de este; se tuvo la misma respuesta que en
plasma. Ademds, se observ8 que los derivados 4'<OH y
2'-CH20H forman un solo pico de elucidn cuando se ex-
traen en orina, como se observa en el cromatograma de
la Figura No. 16. En los cromatogramas de las figuras
Nos. 13, 14 y 15 se efectud la extraccibn individual
de cada uno de ellos y se observd que los derivados
4'-OH y 2'-CH20H presentaban un tiempo de retencibn
muy cercano, al estar presentes en orina, estos dos
derivados con tiempo de retencifn tan similar, se elu-
yen al mismo tiempo de la columna con el sistema de
disolventes utilizado.

5.2 Conclusiones.

La meta inicialmente propuesta a esta investigacidn
fué la de desarrollar un método por cromatografia de
1fquidos para clonixin en fluidos biolégicos.

Del andlisis presentado en la seccifn anterior se con-
cluye que el método desarrollado por cromatograffa de
liquidos a alta presibén es rdpido, preciso y especifi-
co para clonixfn.

En el método que se propone en el presente trabajo se
efectud una sola extraccidn en ambos fluidos con una
recuperacibén de 98% en plasma y orina. Siendo preciso,
reproducible y especifico.

La deteccibén se efectubd por espectroscopia U.,V. y los
metabolitos son detectables por la misma té&cnica no
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mostrando interferencia con clonixin.

El método en esta investigacidn supera al método publi-
cado anteriormente®’’, que requerfa de varias extrac-
ciones ccn una recuperacifn de 95%#5% en donde la detec-
cidn se hacia por espectroscopfa U.V,, requiriendo la
extraccién de los metabolitos por una técnica diferente.

Con objeto de encontrar un estdndard interno se proba-
ron diferentes férmacos antiinflamatorios de la serie
de los fenamatos y del dcido antranilico como son:
dcido nifldmico, &4cido mefendmico, d4cido flufenémico,
asi como la indometacina, fenilbutazona y naproxén,

no encontrdndose problemas en su extraccidn y deteccibn,
de ahi que el presente método podria ser aplicado a la
valoracibén de estos fadrmacos analgésicos no esteroides,
con solubilidad similar.
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