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RESUMEN

En este trabajo se presenta el desarrollo de una metodologifa analitica para la cuantificacién de
Epinefrina y clorhidrato de Lidocaina por cromatografia liquida en fase reversa, en soluciones anestésicas
inyectables de uso dental. A diferencia de la metodologia propuesta en la monogratia de la farmacopea
norteamericana USP 26, la cual requiere del uso de dos detectores acoplados en serie, tinicamente
deteccién UV es empleada. El método es selectivo, exacto y preciso, como lo indican los resultados de
los parimetros estudiados durante la validacién.
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ABSTRACT

In this work the development of an analytic methodology for the quantification of Epinephrine
and Lidocaine hydrochloride by reversed phase high performance liquid chromatography, in injectable
solutions of dental use is presented. Contrary to the methodology proposed in the monograph of the
North American pharmacopeia USP 26, which requires the use of two detectors coupled in series,
only UV detection is used. The method is selective, exact and precise, as it is indicated by the results
of the studied parameters during the validation.
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INTRODUCCION

La Lidocaina se sintetiza por primera vez en
1943, es introducida en 1948 como el primer anes-
tésico local del tipo aminoamida (véase figura 1a),
convirtiéndose en uno de los anestésicos locales
de uso dental mis empleado. Comercialmente se
encuentra como solucién inyectable al 2% (peso/
volumen) en cidrpules de vidrio o polipropileno
de 1.8 mL. Frecuentemente a esta solucién
inyectable se le adiciona Epinefrina (véase figura
1b), un vasoconstrictor que prolonga el tiempo
de accién del medicamento y facilita los procedi-
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mientos quirtrgicos. La Epinefrina puede tener
concentraciones de 0.0200 mg/mL (1:50000),
0.0125 mg/mL (1:80000) y 0.0100 mg/mL
(1:100000) (1-3).

La Lidocaina es una molécula bastante estable
que no se degrada ficilmente bajo las condiciones
normales de almacenamiento. La Epinefrina pue-
de degradarse ficilmente en soluciones acuosas
mediante mecanismos de oxidacién o sustitucién
nucleofilica del OH que se encuentra sobre el car-
bono quiral. Este tiltimo mecanismo es originado
por especies sulfito que provienen del
metabisulfito o bisulfito de sodio, usados como
antioxidantes (4 - 6).
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Figura 1. Estructura quimica de a) Lidocaina base y b) Epinefrina base.

Es posible encontrar en la literatura algunas
metodologias que utilizan cromatografia liquida
de alta eficiencia para la determinacién de Lidocaina
y Epinefrina, entre ellas el método analitico pre-
sentado en la monografia de la farmacopea norte-
americana USP-26 (4,7,8). Sin embargo, la
implementacién de estas metodologias requiere
el uso de dos detectores, ultravioleta para la de-
teccion de Lidocaina y electroquimico para la de-
tecciéon de Epinefrina, y dos fases moéviles dife-
rentes, por lo que la cuantificaciéon de los princi-
pios activos es hecha en dos anilisis independien-
tes. Ademds, durante la determinacién de
Epinefrina, el hierro (II) (que puede desprender-
se de las tuberias de acero inoxidable del sistema
cromatogrifico) eluye inmediatamente después de
la Epinefrina como un pico electroquimicamente
activo, haciendo necesario la adicién de un agente
acomplejante en la fase mévil, generalmente
edetato de sodio, para su eliminacién (4,7).

El propésito de este trabajo es desarrollar un
método por RP-HPLC que permita cuantificar
de una manera ripida, econémica y confiable
Lidocaina y Epinefrina en soluciones anestésicas
inyectables de uso dental, usando deteccién U.V
y calibracién con estindares externos.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Equipos

El sistema cromatogrifico es controlado a tra-
vés de una PC micron con el software Class VP
7.2 y lo conforman un inyector manual con capa-
cidad para 20 mL, una bomba cuaternaria LC-
10AT (Shimadzu) con capacidad de gradiente de
elucién, un detector UV-VIS SPD-M10A
(Shimadzu) con arreglo de diodos y un horno
CTO-10A (Shimadzu) ajustado a 30 °C. La sepa-
racién se realiza usando una columna shimadzu
C-18 sobre silica gel (5 um de didmetro de parti-
cula, 150%4.6 mm d.i.).
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Reactivos

Metanol grado HPLC (Mallinckrodt), dcido
acético, hidréxido de sodio, dcido clorhidrico y
metabisulfito de sodio grado analitico (Merck),
Lidocaina (Rhenochem AG 99.6 % de pureza),
Epinefrina (Boehringer Ingelheim 99.46% de pu-
reza), benzoato de sodio (Noveun Kaloma Inc) y
cloruro de sodio (Akzo Nobel) todos grado USP,
muestra de Lidocaina 2% E-80 ®.

Condiciones del sistema cromatografico

La fase mévil consta de una solucién acuosa de
dcido acético, preparada al mezclar 50 mL de aci-
do acético glacial en 930 mL de agua y ajustando el
pH a 3.20 con una solucién de hidréxido de sodio
0.1N (eluente A), y metanol (eluente B). Para
obtener la separacién cromatografica se usa el
gradiente que se muestra en la tabla 1. La Lidocaina
se detecta y cuantifica a 260 nm, la Epinefrina se
detecta y cuantifica a 276 nm.

Tabla 1. Composicién del gradiente.

Tiempo Eluente B®  Velocidad de flujo o
. . . Actividad
(min) (% de flujo) (mL/min)
0.00 0 0.7 Inyeccién de la muestra
3.01 45 0.7
4.00 45 1.4
9.00 45 1.4 Fin del analisis
10.01 0 14 Regreso a la composicion del gradiente inicial. Equilibrar la
columna
15.00 0 0.7 Comienza el siguiente analisis

a) todos los segmentos del gradiente son lineales

Preparacion de las soluciones stock y los
estandares

Antes de ser inyectada, la muestra es diluida
en un factor de 5 (por ejemplo: 1.0 mL de mues-
tra es diluido hasta completar un volumen de 5.0
mL usando el eluente A). Para construir las cur-
vas de calibracién, en los niveles de concentracién
de los estindares se utiliza esta misma dilucién.

Matriz de la muestra

1.9 (%£0.01) gramos de cloruro de sodio fue-
ron disueltos en 100 mL de agua y llevados a un
balén de 1 L, se adiciona 2.2 mL de 4cido clorhi-
drico y se completa a volumen.

Placebo

Se prepara un placebo a partir de metabisulfito
de sodio y benzoato de sodio. En los ensayos de
especificidad, linealidad, precisién (repetitibilidad

y reproducibilidad) y exactitud, una alicuota de este
placebo es adicionada a las diferentes soluciones
de los principios activos, de manera que la con-
centracién de los excipientes en cada anilisis es
igual a su concentracién en el medicamento.

Soluciones stock

Lidocaina- Se pesan exactamente 1250 mg de
Lidocaina (estindar de referencia USP), se llevan
a un balén volumétrico de 50 mL, se disuelven y
diluyen a volumen usando la matriz de la mues-
tra. (CL = concentracién de la solucién stock de
Lidocaina).

Epinefrina- Se llevan 50 mg de Epinefrina
(estindar de referencia USP), exactamente pesa-
dos, a un balén volumétrico de 100 mL, el s6lido
se disuelve y se diluye a volumen usando la ma-
triz de la muestra. De esta solucién se toman 5
mlL, se llevan a un balén volumétrico de 100 mL
y se diluye usando nuevamente la matriz de la
muestra. (CE = concentracién de la solucion stock
de Epinefrina).



92

Soluciones estdndar

Se preparan cinco soluciones estindar llevan-
do alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5 mL de la solucién stock
de Epinefrina y 3, 4, 5, 6, 7 mL de la solucién
stock de Lidocaina a balones de 25 mL, se adicio-
na el placebo y se afora con el eluente A. Los ni-
veles de concentracién para cada analito son esti-
mados con un exceso de 50% sobre el limite su-
perior y un defecto de 50% por debajo del limite
inferior de la concentracién de estos principios
activos en el medicamento Lidocaina 2% E-80 ®
(véase tabla 2).

Degradacién artificial de los principios
activos

Para el estudio de especificidad, los principios
activos son degradados artificialmente en presen-
cia del placebo como se indica a continuacion:
Epinefrina
- Oxidacién: se llevan alicuotas de 2, 4 y 10 mL

de una solucién stock de Epinefrina, prepara-

da como se indica en placebo, a balones de 25

mL, se adiciona el placebo y 2 gotas de peréxido

de hidrégeno al 30%, se afora usando el eluente

A 'y se permite reaccién durante 15 minutos.

Tabla 2.
Concentracién para cada analito en las soluciones

estindar.

Concentracion (mg/mL)?
Nivel
Cu Ce

1 3.00 0.0010
2 4.00 0.0020
3 5.00 0.0030
4 6.00 0.0040
5 7.00 0.0050

a) en donde CL'y CE' son las concentraciones de Lidocaina y
Epinefrina en los estindares.

- Ataque por sulfito: se llevan alicuotas de 2, 4y
10 mL de una solucién stock de Epinefrina,

VITAE

preparada como se indica en placebo, a balo-
nes de 25 mL, se adiciona el placebo y 2 mL de
una solucién de metabisulfito de sodio al 0.3%
(peso/volumen), se completa el volumen usan-
do el eluente A. Esta solucién se calienta a 45
°C durante 15 minutos.

Lidocaina

- Oxidacién: se pesan por separado 100 y 150
mg de Lidocaina y se disuelven en 15 mL del
eluente A, se adiciona el placebo y 10 gotas de
perdéxido de hidrégeno, se procede a calentar
suavemente a 45 °C por 30 minutos. Ambas
soluciones son llevadas a balones de 25 mL y
se aforaron usando el eluente A.

- Hidrdlisis dcida: Se pesan 300 mg de clorhi-
drato de Lidocaina y se disuelven en 30 mL de
HCI 1.0N, se adiciona el placebo y se somete a
reflujo por 30 minutos. Esta solucién se lleva
cuantitativamente a un balén de 50 mL y se
afora usando el eluente A.

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a que la Epinefrina se degrada ficil-
mente con el oxigeno atmosférico, en la evalua-
cién de los parimetros estadisticos solo se traba-
jan tres réplicas.

Selectividad

La selectividad se determina de la siguiente
forma: a) Inyectando el placebo, b) Inyectando los
principios activos con el placebo, ¢) Inyectando el
placebo con los productos de degradacién de la
Lidocaina o la Epinefrina, obtenidos artificial-
mente (10)

En las figuras 2 y 3 se presentan algunos de los
resultados en este estudio. En estas figuras, los
picos que corresponden a los principios activos y
los excipientes son enumerados de uno a cuatro y
los picos que corresponden a productos de de-
gradacién son nombrados usando el prefijo pd
(véase tabla 3).
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Figura 2. Resultados en el estudio de selectividad del método analitico: (a) placebo, (b) placebo con los principios
activos, (¢) y (d) placebo con los productos de degradacién de la Epinefrina obtenidos artificialmente mediante
oxidacién y ataque por sulfito respectivamente.
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Figura 3. Resultados en el estudio de selectividad del método analitico: (a) y (b) placebo con los productos de
degradacién de la Lidocaina obtenidos artificialmente mediante hidrdlisis dcida y oxidacién respectivamente
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Con la metodologia propuesta, es posible se-
parar los excipientes y los cuatro productos de
degradacién de los compuestos de interés (véase
tabla 3).

Tabla 3. Tiempos de retencién para los excipientes, los
principios activos y sus productos de degradacion.

Nombre del pico Nombre del compuestoa) tr
1 Metabisulfito de sodio 242

2 Epinefrina 3.03

3 Lidocaina 7.30

4 Benzoato de sodio 8.50

pd1 Oxidacion de la Epinefrina 2.53
pd2 Ataque de sulfito en la Epinefrina  2.48
pd3 Hidrolisis acida de la Lidocaina  2.55
pd4 Oxidacion de la Lidocaina 2.53

a) Principios activos, excipientes y productos de degradacién obte-
nidos artificialmente. b) tiempo de retencién.

No se observa interferencia para ninguna de
las tres concentraciones ensayadas, a los tiempos
de retencién de la Lidocaina y la Epinefrina.

Linealidad

La linealidad de la respuesta del detector para
cada principio activo se determina en el rango que
se menciona en la preparacién de soluciones
estindar (50-150% de la cantidad tedrica reporta-
da para el producto Lidocaina 2% E-80), cada ni-
vel (5 en total) es inyectado por triplicado (n =

VITAE

15). Para los grificos de Area vs concentracién (mg/
mL) para la Epinefrina y la Lidocaina se tienen los
siguientes resultados:

- Epinefrina:

Ecuacién de la recta: Area = 2.24 x 107 x (con-
centracién) + 4275, coeficiente de correlacién (r)
= 0.9998, coeficiente de determinacién (r?) =
0.9996. Los limites de confianza para la pendien-
te y el intercepto son: 2.24 x 10" = 2.23 x 10°y
4275 = 7400. (para P = 0.05 y n-2 grados de li-
bertad).

- Lidocaina:

Ecuacién de la recta: Area = 1.26 x 10° x (con-
centracién) + 157899, coeficiente de correlacién
(r) = 0.9988, coeficiente de determinacién (r?) =
0.9976. Los limites de confianza para la pendiente
y el intercepto son: 1.26 x 10° = 12483y 1.58 x 10°
+ 1.77 x 10° (para P = 0.05 y n-2 grados de liber-
tad).

Precision

Para evaluar la reproducibilidad y la
repetitibilidad, se utilizan tres niveles de concen-
tracién. Estos niveles son representados como
porcentajes y son obtenidos con base en la con-
centracién tedrica de los principios activos

(Epinefrina y Lidocaina) en el producto Lidocaina
2% E-80 ®.

Repetitibilidad

La tabla 4 presenta los resultados de
repetitibilidad para la Epinefrina y la Lidocaina.
Aqui se muestra el porcentaje medio, la desvia-
cién estindar y el coeficiente de variacién.

Tabla 4. Resultados de repetitibilidad para la Epinefrina y la Lidocaina.

Porcentaje medio *+ S CV(%)
Porcentaje de los principios
. . i N° de analisis
activos con respecto a Lidocaina Epinefrina Lidocaina | Epinefrina| Lidocaina

Epinefrina Lidocaina
80 75 73.3+x2.3 74.6x1.0 3.2 1.3
120 100 122.7+2.4 99.9+0.1 1.9 0.1
160 125 162.7+2.4 126.1£0.4 1.4 0.3
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En esta tabla se observa que el coeficiente de
variacién mis alto para la Epinefrina se obtiene
cuando el nivel de concentracién es 80% (20%
menos concentrado que en el producto Lidocaina
2% E-80 ®), este coeficiente de variacién cae den-
tro del miximo aceptable de un método analitico
cuando el limite de aceptacién del resultado esta
entre 95-105 y se tienen tres réplicas (%CV = 3.3).
Los coeficientes de variacién para la Lidocaina no
son mayores de 1.3 %.

Algunas publicaciones presentan reglas que
indican que los coeficientes de variacién maxi-
mos permitidos para un analito son funcién de
su porcentaje en la muestra. Para la Epinefrina,

95

que en la muestra tiene un porcentaje de
0.00125%, estos CV pueden ser hasta un 7.3%
(9). Los resultados estin por debajo de este va-
lor.

Reproducibilidad

El anilisis de los tres niveles de concentracién
es realizado por triplicado por dos analistas dife-
rentes en dias diferentes.

La tabla 5 presenta los resultados de
reproducibilidad para la Epinefrina y la Lidocaina.
Aqui también se muestra el porcentaje medio, la
desviacién estindar y el coeficiente de variacién
como porcentaje.

Tabla 5. Resultados de reproducibilidad para la Epinefrina y la Lidocaina.

Parcentais de lag Ragiiraao (34 Ragifiaao (%) Poveeniagle madio £ 5 CVie)
principios actives con ) i |
respecio a Lidocaing 244 Epinefrira Lidocaina
E-mi [ [
4 54 = 5 Epvralring | Lidocala | Epmelrina Lidocalial
Epinadriva | Lickoasina Analista Analista | Analista | Analisfa
TZa 38 Tor 4.0
an -] T a0a 7410 ri4 TE T4 6 | Ta,240 235 #1 0.5
v2a 6.2 v4.0 735
120.0 1200 ag.8 ap.3
1340 100 1341 123.% 9948 987 122,722 S B0 17 1.7 0.2
1241 1238 100.0 100.0
1541 1600 126.5 1242
180 135 180.0 180.0 1260 1247 1680, F2300 | 125 44062 1.9 0.5
164.1 1582 125.8 125.0
En esta tabla se observa que el coeficiente de  Exactitud

variacién mds alto para la Epinefrina es de 6.1%.
Este coeficiente cumple con el miximo acepta-
ble, el cual no debe ser mayor al doble del valor
obtenido en el parimetro de repetitibilidad (6.4%).
El coeficiente de variacién mds alto para la
Lidocaina es de 0.5%. Estos datos indican que el
método cumple con los criterios aceptables de un
método analitico para un limite de aceptacién en-
tre 95-105% vy tres réplicas (9).

Para determinar si la exactitud es aceptable se
expresan los resultados empleados en la evalua-
cién de la repetitibilidad como porcentajes de re-
cuperacién y se aplica una prueba t (P = 0.05,n =
9 y n-2 grados de libertad, t_,, = 2.31) (véanse
tablas 6y 7). Tanto para la Epinefrina (., = 0.75)
como para la Lidocaina (t,, = 1.20) se encuentra
que t, < t,, Y por lo tanto no existe diferencia
significativa entre la recuperacién media y 100,
confirmando la exactitud del método.
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Tabla 6. Porcentajes de recuperacién para la Epinefrina

% Tedrico Resulatado como porcentaje de

recuperacion

Muestra 1-80 90.0 95.0 90.0
Muestra 2-120 100.0 103.4 1034
Muestra 3-160 102.6 100.0 102.6
Recuperacién media (n=9) 98.6
Desviacién estandar 5.5
Coeficiente de variacion (%CV) 5.6

Tabla 7. Porcentajes de recuperacién para la Lidocaina

% Tedrico Resulatado como porcentaje de

recuperacion

Muestra 1-75 98.7 98.4 98.0
Muestra 2-100 100.0 100.2 100.5
Muestra 3-125 99.8 100.2 100.4
Recuperacién media (n=9) 99.6
Desviacion estandar 0.9
Coeficiente de variacion (%CV) 1.0
100—Rjx~/n
t. €s calculado como: t = oy Sien-

do R la recuperacién media y %CV el coeficiente
de variacién.

CONCLUSIONES

Siguiendo la metodologia descrita anterior-
mente, es posible cuantificar en corto tiempo (15
minutos por muestra) y usando pequefias canti-
dades de muestra (1 cirpul = 1.8 mL), Epinefrina
y Lidocaina en cualquiera de las soluciones
anestésicas inyectables de uso dental disponibles
comercialmente. Ademads, como se observa en los
cromatogramas, también es posible la
cuantificacién de benzoato de sodio.

A diferencia de la metodologia propuesta en la
monografia de la farmacopea norteamericana
USP-26, la cuantificacién de los principios activos
es realizada en un solo analisis cromatogrifico,
usando un solo detector y con una fase mévil poco
compleja.

Los productos que se obtienen al someter los
principios activos y excipientes a la degradacién

VITAE

artificial realizada (oxidacién, hidrélisis dcida y ata-
que por sulfitos) no interfieren con los picos de
interés, por lo que el presente método puede ser
utilizado para estudios de estabilidad de este me-
dicamento.

La deteccién por UV tiene una sensibilidad
menor comparada con la deteccién electroquimica
(11) ésta es la sugerida por la USP para la deter-
minacién de Epinefrina, pero el método desarro-
llado presenta una precisién y exactitud (12, 9)
adecuadas para determinar y cuantificar la
Epinefrina en los inyectables anestésicos dentales
a las concentraciones disponibles en el mercado.
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