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RESUMEN

La teofilina es uno de los fármacos
más conocidos para el tratamiento del
asma y otros problemas crónicos respira-
torios; en la actualidad, sus niveles san-
guíneos se pueden relacionar con la efica-
cia de la terapia y con la aparición de
efectos secundarios indeseables. En Co-
lombia se comercializan alrededor de
diez medicamentos de liberación progra-
mada, cuyo objetivo fundamental es me-
jorar el cumplimiento de la terapia y ga-
rantizar niveles sanguíneos estables; sin
embargo, muchos de los problemas que
presenta su utilización se originan en la
práctica inaceptable de intercambiar mar-
cas sin conocer su bioequivalencia. En el
presente artículo se propone un nuevo
método diseñado y validado para cuantifi-

car la teófilina en la sangre, y útil para el
desarrollo de estudios de biodisponibili-
dad, bioequivalencia, monitoreo rutina-
rio de niveles sanguíneos, y en química
forense. El método propuesto presenta la
ventaja de emplear una fase móvil menos
contaminante y relativamente más econó-
mica, que en comparación facilita la lim-
pieza del equipo y prolonga la vida útil de
las columnas. El sistema cromatográfico
en fase reversa, con detección espectro-
fotométrica a 266 nm, está constituido
por una columna de octadecilsilano C 18 y
una fase móvil conformada por metanol-
agua.

ABSTRACT

Theophylline is a drug widely known
for treating asthma and sorne other chro-
nic respiratory diseases. At present time,
the blood levels of drugs can be related
with eficacy and side effects. There are
around 10 drug products ofprogrammed
release theophyIline forms, commercia-
lly available in Colombia. Most of the
problems found in the utilization are cau-
sed by the non advisable interchange of
theophyIline drug products, without any
bioequivalency data for them. This study
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proposes a specific and validated analyti-
cal methodology for theophylline in bio-
logical fluid s including blood, which is
useful for bioavailability and bioequiva-
lency studies, rutinary monitoring of
theophylline blood levels and in forensic
chemistry.

This metodology has the advantage. to
use a mobile phase less contaminant and
cheaper than others previously used. Be-
sides, it makes easier the cleaning of the
equipment and extend the useful life of
the column. The chromatographic sepa-
ration system by HPLC-RP, with spec-
trophotometric detection at 266 nm, in-
eludes an octadecylsilane C-18 column,
and methanol/water as mobile phase.

INTRODUCCIÓN

La teofilina es un fármaco broncodila-
tador ampliamente conocido y empleado
en la medicina humana para el tratamien-
to del asma, de la enfermedad pulmonar
obstructiva crónica (EPOC) y de otros
procesos obstructivos de las vías respira-
torias (1). Se encuentra en el mercado en
diversidad de formas farmacéuticas de
administración oral, con liberación con-
vencional y administración de 3 a 4 veces
por día, o liberación programada con do-
sificación de 1 a 2 veces diarias (2,3).

La comercialización de diferentes me-
dicamentos con el mismo principio acti-
vo, con la misma concentración, y la cos-
tumbre de cambiar de producto durante el
tratamiento, conducen a problemas de no
bioequivalencia entre productos. Esta
problemática es especialmente crítica en
medicamentos de liberación programada
y en fármacos que presentan un estrecho
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margen de seguridad, como es el caso de
la teofilina (4).

Al cuantificar los niveles sanguíneos
del fármaco durante el tratamiento, se es-
tablece la bioequivalencia entre produc-
tos y se evalúa el grado de aprovecha-
miento de la dosis suministrada. Para
realizar estos estudios, es necesario dis-
poner de metodologías de detección y
cuantificación apropiadas para el análisis
de fluidos biológicos (5).

De acuerdo con la evaluación biblio-
gráfica, existen multiplicidad de técnicas
analíticas para la valoración de teofilina,
tales como la espectrofotometría, la inmu-
nofluorescencia, el radioinmunoensayo,
el EMIT, la espectrodensitometría, la
HPLC en fase reversa y normal, la HPLC
de gradiente capilar acoplada a espectro-
metría de masas, la electroforesis capilar,
la cromatografía líquida acoplada con de-
tección por luminiscencia, y la cromato-
grafía líquida micelar. Por la disponibili-
dad del equipo y por acoplarse
exactamente a los requerimientos de una
metodología práctica para el manejo de un
gran volumen de muestras de sangre don-
de se pueden presentar multiplicidad de in-
terferencias, algunas no previsibles, para
el presente trabajo se seleccionó la técnica
de HPLC en fase reversa. En la mayoría
de los reportes se emplea una fase móvil
conformada por mezclas diversas de sol-
ventes como agua destilada, metanol, 2-
butanol, cloroformo, n-hexano, dioxano y
acetonitrilo en proporciones variadas.
También se han publicado técnicas que
emplean gradientes o modificaciones del
pH utilizando ácido fórmico, ácido acético
o buffer de fosfatos (6-16).
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Se encontró que las xantinas en general
se separan y eluyen cuando la fase móvil
contiene más del 10% de metanol, siendo
este valor crítico (10). A concentraciones
altas de metanol, las señales son nítidas y de
buena separación; a concentraciones meno-
res de metanol en la fase móvil, la elución
es más lenta y las señales presentan una for-
ma no aceptable (17).

Tomando como base las ventajas del
método, desarrollado para la cuantifica-
ción de teofilina en productos termina-
dos, como medicamentos y alimentos, se
ensayaron mezclas de metanol-agua y di-
ferentes condiciones de temperatura y ve-
locidad de flujo para resolver apropiada-
mente las señales de la teofilina y de los
componentes endógenos de la sangre, y
evitar el empleo de una fase móvil más
contaminante para la columna cromato-
gráfica (17).

PARTE EXPERIMENTAL

Estandarización del método para la
purificación de la muestra a analizar

El plasma se separó por centrifugación
y se guardó congelado a -10°C hasta su
procesamiento, condiciones bajo las que
se demostró que la muestra se conserva
por un período de hasta 6 meses.

Para la purificación de la muestra bio-
lógica, se ensayó tanto la extracción del
plasma en fase sólida como la precipita-
ción de las proteínas, para aislar la teofili-
na en la fase líquida.

Estandarización del sistema
cromatográfico y elaboración de las
curvas de calibración en plasma

A partir del procedimiento estandarizado
para la valoración de teofilina en muestras
acuosas provenientes de medicamentos o
alimentos, se adecuó un procedimiento para
la cuantificación de teofilina en plasma (17),
empleando 15 muestras de plasma con con-
centraciones de fármaco variables entre Oy
40 mcg/rnL, para cubrir en forma adecuada
la etapa de absorción y de eliminación de la
teofilina y la zona de concentraciones san-
guíneas máximas, utilizando la cafeína
como estándar interno (ver tablas 1 a 4).

Después de un análisis estadístico de
convergencia al origen y de reproducibili-
dad de datos, se hallaron las curvas de cali-
bración relacionando el cociente de las
áreas con la concentración real de teofilina
de cada muestra. Para este estudio se eva-
luó el efecto del cambio de la temperatura
de la columna entre 25 y 37°C, la influen-
cia del contenido de metanol en la fase mó-
vil (entre 20% y 8%), el ajuste del pH con
HCl O.IN entre 6.0 y 7.0, así como la inci-
dencia de la variación de la velocidad de
flujo entre 0.7 y 1.75 mL/min.

Validación de la metodología analítica
estandarizada

Establecido y estandarizado el proceso
de purificación y de recuperación de la
muestra, se validó la metodología analíti-
ca, elaborando 5 curvas de calibración a
baja y alta concentración, con un mismo
conjunto de soluciones estándar de teofi-
lina, cafeína y plasma proveniente de di-
ferentes voluntarios. Para detectar la es-
tabilidad de las soluciones, las curvas se
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prepararon cada semana durante un pe-
ríodo de 5 semanas. Para la validación del
sistema y del método, se elaboraron dos
nuevas curvas de calibración en las mis-
mas condiciones expuestas anteriormen-
te, pero utilizando soluciones estándar di-
ferentes en el rango de altas y bajas
concentraciones de teofilina.

A partir de los cromatogramas obteni-
dos, se analizó la linealidad, la precisión,
la exactitud, la cantidad mínima detectable
y la cantidad mínima cuantificable como
parámetros de validación del método ana-
lítico. Para la validación de la idoneidad
del sistema cromatográfico, se calcularon
los parámetros: factor de capacidad (K),
factor de separación (a), número de platos
teóricos (n), resolución del método (R), y
asimetría del pico (tailing).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Preparación de la muestra

De acuerdo con el procedimiento es-
tandarizado, antes del análisis la muestra
se deja descongelar a temperatura am-
biente, se homogeniza en un vórtex y se
purifica por extracción en fase sólida.
Para el análisis, 1mL de la muestra se fil-
tra por un cartucho Sep-pak C18 previa-
mente activado, luego del lavado del car-
tucho con tres porciones de 2 mL de agua;
la elución de la teofilina y del estándar in-
terno se realiza con 2 mL de metanol.

Para el análisis cromatográfico, la
muestra se pasa a través de un filtro Millex
y, en caso de no analizarse el mismo día de
su preparación, se puede guardar hasta por
48 horas bajo refrigeración (2 a 8°C).
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Estandarización del sistema
cromatográfico

En este trabajo, la separación de la teofi-
lina, a baja concentración «1,0 mcg/rnL),
de los compuestos endógenos, se logró por
HPLC-RP, operando en las siguientes con-
diciones:

Cromatógrafo: Water s 600 C, detec-
tor: Waters 486 UVIVIS, integrador:
Water s 746, inyector: Rheodine con
loop de 20 ul., columna: Micro Bonda-
pak C18, precolumna: Micro Bondapak
C18, fase móvil: metanol-agua (13 % -
87% VIV) con ajuste de pH entre 6,0 y
6,3 empleando HCl O,IN, temperatura
de la columna: 28°C, longitud de onda:
266 nm, flujo de la fase móvil: 1,5
mLlmin, presión: 900 - 1200 psi, están-
dar interno: cafeína, tiempo completo
del cromatograma: 15 minutos. Tiempos
de retención: pico componente endóge-
no plasmático (3,69 - 3,86), pico de teo-
filina (6,45 - 6,83), pico de cafeína
(12,83 - 13 ,54). En la figura 1 se presen-
ta el cromatograma correspondiente al
método estandarizado.

Los parámetros de idoneidad del siste-
ma cromatográfico calculados son: factor
de capacidad promedio (K) 5,494 Y
12,719 con coeficientes de variación (CV)
0,90% y 0,92 % para la teofilina y la cafeí-
na respectivamente. Factor de separación
(a) 2,316 CV= 0,19%. Número de platos
teóricos (n) 1307 y 1087 para la teofilina y
cafeína respectivamente. Resolución del
método (R) a bajas concentraciones 2,492
CV =2,60% y para altas concentraciones
2,266 CV=2,78%. Asimetría de pico
(tailing) para el sistema: 1,13 Sn-1 =0,08
para la teofilina, 1,33 Sn-1 =0,04 parala ca-
feína. Asimetría del pico para el método:
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0,98 Sn-l= 0,12 para la teofilina y 1,15
Sn-l=0,14 para la cafeína. Como se pue-
de apreciar, estos parámetros se encuen-
tran dentro del rango de aceptación pro-
puesto por la USP24 (18).

Selectividad del método

Los ensayos se realizaron de manera
repetitiva con plasma de distintos volunta-
rios, con el [m de verificar la selectividad
del método para ser utilizado en estudios
de biodisponibilidad y bioequivalencia.

La selectividad lograda con el méto-
do descrito se ilustra con el cromatogra-
ma de la figura 1, que muestra una sepa-
ración nítida de la teofilina y de la
cafeína, de las señales correspondientes
al solvente y sin interferencia de los com-
ponentes endógenos o de posibles meta-
bolito s que se puedan generar.

Linealidad del método

Como en una prueba de biodisponibili-
dad el nivel del fármaco en la sangre osci-
la notablemente en función del tiempo,

TOTAL
CHAAfEL A

1.. 197898
INJECT 28-81-98 19:55:86

':::::=__ Compuesto endógeno

3 76
6 S5 Teofilina

========,:,,:, Cafeína12.94

3
ER 8

DATA SAVED TO BIN I

Figura 1. Cromatograma de una muestra de
plasma proveniente de la evaluación de nive-
les plasmáticos.

para la cuantificación de la teofilina fue
necesario realizar curvas de calibración
correspondientes a los niveles del fárma-
co en la región de máxima y mínima con-
centración.

Los resultados de estos ensayos se pre-
sentan en las tablas 1y 2, donde para cada
una de las muestras se reporta la concen-
tración en teofilina creciente, la concen-

Tabla 1.Datos correspondientes a la curva de calibración en plasma de baja concen-
tración.

Con.Teo Con.Caf R (Ateo/ Acaf) R (Ateo! Acaf) R (Ateo/ Acaf)
Muestra (ug.ml,") (ug.ml.") Primera curva Segunda curva Tercera curva

1 0.06 2.5 0.0263 0.0233 0.0472 0.0499 0.0327 0.0287

2 0.12 2.5 0.0572 0.0567 0.0786 0.0817 0.0455 0.0469

3 0.25 2.5 0.0992 0.1079 0.1250 0.1267 0.1047 0.1044

4 0.51 2.5 0.1923 0.2049 0.2380 0.2247 0.4047 0.4290

5 1.01 2.5 0.3795 0.3751 0.4515 0.4367 0.6178 0.6130

6 1.52 2.5 0.5862 0.5541 0.6473 0.6780 0.8283 0.8349

7 2.02 2.5 0.8026 0.8002 0.8506 0.8340 0.8340 0.8317

8 2.53 2.5 0.9811 0.9820 1.0628 1.0285 1.0594 1.0277
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Tabla 2. Datos correspondientes a la curva de calibración en plasma de alta concentra-
ción.

Muestra Con.Teo Con.Caf R (Ateo! Acaf) R (Ateo! Acaf) R (Ateo! Acaf)
(ug.ml.") (ug.ml,") Primera curva Segunda curva Tercera curva

1 2.53 15 0.1749 0.1726 0.1770 0.1769 0.1732 0.1754

2 5.06 15 0.3386 0.3374 0.3323 0.3290 0.3297 0.3545

3 10.12 15 0.6851 0.6699 0.6239 0.6164 0.6527 0.6781

4 15.18 15 1.0254 1.0205 0.9463 0.9564 1.0294 1.0418

5 20.24 15 1.4471 1.4402 1.3999 1.4200 1.4711 1.4672

6 25.30 15 1.7687 1.7314 1.7949 1.8037 1.7571 1.7803

7 30.36 15 2.1090 2.1144 2.1546 2.1602 2.0828 2.0943

8 35.42 15 2.4959 2.4492 2.3710 2.3886 2.3256 2.3385

9 40.48 15 2.8509 2.8403 2.8823 2.8961 2.6363 2.5942

tración en cafeína constante y la relación
de las áreas teofilina a cafeína, para cada
una de las tres curvas de calibración, ela-
boradas con plasma de diferentes volunta-
rios y preparadas con el mismo conjunto
de soluciones estándar SE!.

El análisis de los datos muestra que, en
todos los casos, existe una variación li-
neal creciente entre la relación de áreas y
la concentración de teofilina. El análisis
de varianza (ANA VA) arroja un Fe de
8,71 y de 47,93 para los datos de baja y
alta concentración respectivamente. Es-
tos resultados y los que se encuentran al
aplicar la prueba del Rango Múltiple de
Duncan permiten concluir que, con una
probabilidad del 99,97% y del 99,99% de
confianza, no se detecta una diferencia
estadísticamente significativa entre los
plasmas de los voluntarios.

Como la validez del método es inde-
pendiente del origen del plasma, para
evaluar la linealidad del método se prepa-
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raron las muestras de las tablas 3 y 4, las
cuales se analizaron siguiendo el procedi-
miento descrito anteriormente. El análi-
sis de estos resultados muestra que en los
dos rangos de concentración de teofilina
estudiados (alta y baja), se encuentra la li-
nealidad esperada, ecuaciones 1 y 2, con
una bondad de ajuste del 99,45 % Y
99.31 % respectivamente.

Para el método de baja concentración:
y = 0,4102X + 0.0029 (1)

Para el método de alta concentración:
y = 0.0678X + 0.00005 (2)

Evaluación de la precisión del método

Para evaluar la precisión del método
se inyectaron cuatro réplicas sucesivas de
cada una de las muestras de las tablas 3 y
4, con el propósito de evaluar la reprodu-
cibilidad de la respuesta para cada una de
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Tabla 3. Datos correspondientes a las curvas de calibración en plasma de baja concen-
tración, elaboradas con los tres conjuntos de soluciones estándar.

Con. Teo Con. Caf R (Ateo/ Acaf) R (Ateo/ Acaf) R (Ateo/ Acaf)
Muestra (ug.ml.") (ug.ml,") Soluciones Soluciones Soluciones

estándar 1 estándar 2 estándar 3

1 0.06 2.5 0.0263 0.0233 0.0122 0.0435 0.0334 0.0351

2 0.12 2.5 0.0572 0.0567 0.0601 0.0376 0.0676 0.0577

3 0.25 2.5 0.0992 0.1079 0.0998 0.1036 0.1150 0.1128

4 0.50 2.5 0.1923 0.2049 0.1437 0.1477 0.2322 0.2316

5 1.01 2.5 0.3795 0.3751 0.4068 0.4255 0.4398 0.4671

6 1.51 2.5 0.5862 0.5541 0.5967 0.6192 0.6565 0.6438

7 2.02 2.5 0.8026 0.8002 0.8429 0.8689 0.8547 0.8853

8 2.53 2.5 0.9811 0.9820 1.0576 1.0370 1.0193 0.9898

Tabla 4. Datos correspondientes a las curvas de calibración en plasma de alta concentra-
ción, elaboradas con tres soluciones estándar diferentes.

Con.Teo Con.Caf R (Ateo/ Acaf) R (Ateo/ Acaf) R (Ateo/ Acaf)
Muestra (ug.ml.") (ug.ml.") Soluciones Soluciones Soluciones

estándar 1 estándar 2 estándar 3

1 2.53 15 0.1749 0.1726 0.1746 0.1716 0.1732 0.1794

2 5.06 15 0.3386 0.3374, 0.3277 0.3316 0.3297 0.3323

3 10.12 15 0.6851 0.6699 0.6199 0.6222 0.6527 0.6239

4 15.18 15 1.0254 1.0205 0.9850 0.9741 1.0294 1.0218

5 20.24 15 1.4471 1.4402 1.3810 1.4424 1.4700 1.4675

6 25.30 15 1.7687 1.7314 1.7776 1.7829 1.7900 1.7803

7 30.36 15 2.1090 2.1144 2.0021 1.9995 2.1015 2.0943

8 35.42 15 2.4959 2.4492 2.2097 2.2250 2.3256 2.3034

9 40.48 15 2.8509 2.8403 2.5996 2.6038 2.6363 2.6940
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las inyecciones efectuadas. Algunos de
estos resultados se muestran en la tabla 5,
donde se aprecia que el coeficiente de va-
riación decrece con el incremento de la
concentración de teofilina.

Para el sistema de baja concentración:
Y' = 0,4631X + 0,0057 (3)

Para el sistema de alta concentración:
Y' = 0,0757X + 0,004 (4)

Tabla 5. Resultados de la precisión del método a bajas y altas concentraciones.

Teofilina mcg.ml." Réplicas c.v. Teofilina mcg.ml." Réplicas c.v.
0.13 4 15.37% 2.5 4 2.56%

0.25 4 7.92% 15 4 2.33%

1.01 4 3.59% 20 4 0.53%

2.02 4 2.70% 40 4 0.19%

Evaluación de la exactitud

La exactitud del método se evaluó de
acuerdo con el método de W.J. Youden
(19), donde se relaciona la pendiente de la
curva de calibración del método (en plas-
ma) con la pendiente de la curva de cali-
bración del sistema (en agua). Las curvas
de calibración en agua se elaboraron por
triplicado y se evaluaron bajo las mismas
condiciones que las muestras preparadas
en plasma. La composición de la muestra
y los resultados obtenidos se presentan en
las tablas 6 y 7, donde se encuentra la li-
nealidad esperada entre la relación de
áreas y la concentración de teofilina.

El análisis estadístico de los paráme-
tros de cada una de las rectas encontradas
en la evaluación del sistema no detecta di-
ferencias estadísticamente significativas
entre las réplicas y permite tratar todos
los datos, de cada rango de concentra-
ción, como pertenecientes a una misma
función, cuya regresión lineal da:
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Donde y' es la relación de áreas del sis-
tema y X la concentración de teofilina
adicionada.

Para determinar la precisión del méto-
do, se calcularon, a partir de las ecuacio-
nes correspondientes, los valores Y y Y'
que aparecen en la tabla 8, para las con-
centraciones de teofilina analizadas en los
dos rangos de concentración estudiados.

A partir de la pendiente de cada una de
las rectas se encontró para la precisión del
método:

Concentraciones bajas: %E = 88,58 %
Concentraciones altas: %E = 89,56%

Para corroborar estos resultados se
trataron los datos de acuerdo con la meto-
dología de Youden (19) y se correlacionó
la concentración detectada en función de
la concentración adicionada de teofilina.
Las rectas encontradas en cada rango de
concentración se representan por las
ecuaciones:
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Tabla 6. Curvas de calibración del sistema para evaluar la exactitud a bajas con-
centraciones.

Muestra Con.Teo Con.Caf R (Ateo/Acaf) R (Ateo/Acaf) R (Ateo/Acaf)
(ug.ml.") (ug.ml.") Primera curva Segunda curva Tercera curva

1 0.06 2.53 0.0210 0.0224 0.0366 0.0384 0.0385 0.0387

2 0.13 2.53 0.0596 0.0568 0.0484 0.0486 0.05750 0.0590

3 0.50 2.53 0.2362 0.2339 0.2325 0.2316 0.2327 0.2279

4 l.50 2.53 0.6816 0.6861 0.7092 0.7150 0.6837 0.6952

5 2.50 2.53 1.1390 l.1369 1.1690 1.1746 l.1535 1.1561

Tabla 7. Curvas de calibración del sistema para evaluar la exactitud a altas concentra-
ciones.

Muestra Con.Teo Con.Caf R (Ateo/Acaf) R (Ateo/Acaf) R (Ateo/Acaf)
(ug.ml.") (ug.ml,") Primera curva Segunda curva Tercera curva

1 2.5 15.18 0.1914 0.1929 0.1897 0.1924 0.19339 0.1949

2 l.0 15.18 0.7751 0.7772 0.7645 0.7587 0.7577 0.7648

3 20.0 15.18 1.5168 1.5169 1.5l30 1.5147 1.5202 1.5087

4 30.0 15.18 2.2692 2.2717 2.2934 2.2910 2.2876 2.2494

5 40.0 15.18 3.0517 3.0533 3.0240 3.0409 3.0139 3.0181

Tabla 8. Valores calculados a partir de las ecuaciones del método y el sistema, para
evaluar la exactitud de la metodología, en los dos rangos de concentración.

Concentración Concentración
(mcg/mL) Y y' (mcg/mL) Y y'

0.06 0.0275 0.0335 2.5 0.1700 0.1941

0.13 0.0562 0.0659 10.0 0.6785 0.7618

0.50 0.2080 0.2373 20.0 l.3565 l.5188

l.50 0.6182 0.7004 30.0 2.0345 2.2758

2.50 l.0284 1.1635 40.0 2.7125 3.0328
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Baja concentración:
y" = 0,8943X + 0,0025

Alta concentración:
y" = 0,8943X + 0,2737

De donde se deduce que la exactitud
del método es de 89,43 % para ambos ran-
gos de concentración, valor que concuer-
da bien con los encontrados anteriormen-
te e indica que el método propuesto es
igualmente confiable al método de You-
den (19).

Evaluación de la cantidad mínima
detectable y cuantificable

Estos parámetros se calcularon de
acuerdo al procedimiento estadístico esta-
blecido por O.A.Quattrochi (20) para los
datos de mínima concentración dados en
la tabla 5. Los resultados encontrados co-
rresponden a una concentración mínima
detectable (CMD) de 0,032 mcg.ml," ya
una concentración mínima cuantificable
(CMC) de 0,093 rncg.ml,".

Estos resultados indican que el método
propuesto en este trabajo es apropiado
para detectar o monitorear niveles de teo-
filina en sangre.

CONCLUSIONES

Se desarrolló un método que permite
detectar teofilina en muestras de sangre
por HPLC en fase reversa, con una exac-
titud del 89,43%, alta precisión y buena
selectividad y sensibilidad (tabla 5).

Este método se puede utilizar para la
cuantificación de teofilina en estudios de
biodisponibilidad, bioequivalencia, mo-
nitoreo rutinario de niveles sanguíneos,
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situaciones de intoxicación y en muestras
provenientes de química forense.

Las ventajas de la metodología pro-
puesta frente a las reportadas son las de
emplear una fase móvil menos contami-
nante, ser relativamente más económica y
facilitar la limpieza del equipo, prolon-
gando la vida útil de las columnas.

Este método difiere del diseñado ante-
riormente (17) en la composición de la
fase móvil y en las condiciones de su ma-
nejo, para lograr la separación de algunas
lipoproteínas de baja densidad que no pu-
dieron ser extraídas por el sistema en fase
sólida. Se pudo demostrar que el pH de la
fase móvil y, por ende, del agua para su
preparación, juega un papel fundamental
para la separación apropiada de la señal
de la teofilina de la correspondiente a las
lipoproteínas de baja densidad.

Este método fue aplicado para el estu-
dio de la biodisponibilidad y la bioequiva-
lencia de 8 productos de teofilina del mer-
cado colombiano, lográndose resultados
muy satisfactorios en la descripción de
los perfiles plasmáticos, incluidas la fase
temprana de absorción y tardía de elimi-
nación, cuando se administra una dosis de
300 mg por vía peroral en un sistema de
liberación modificada.
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