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1 INTRODUCCION

1.1 Validacion de Métodos Bioanaliticos.

El objetivo de la validacién de los métodos analiticos es demostrar con evidencia
experimental y razones estadisticas, que éstos son adecuados para el objetivo que son
disenados.

Las caracteristicas tipicas de comportamiento que se evalian durante la validacion de
métodos, son las siguientes:

1) Exactitud
2) Precisidon
a. Reproducibilidad
b. Repetibilidad
3) Especificidad
4) Limite de Deteccién
5) Limite de Cuantificacién
6) Linealidad
7) Rango
Las caracteristicas que deben incluirse en la validacion dependen del objetivo propuesto
para el método; por ejemplo, si el objetivo del método es identificar a un compuesto X,
entonces la caracteristica a evaluar es la especificidad. Por tanto, el objetivo del método
debe ser claramente establecido, puesto que éste decide las caracteristicas a evaluar en

la validacion.

Un método bioanalitico” disefiado para la determinacion cuantitativa de un farmaco y / o
sus metabolitos en un fluido bioldgico, tiene un papel importante por su transcendencia
en la evaluacidn e interpretacion de los datos derivados de un estudio de
Biodisponibilidad, Bioequivalencia o Farmacocinética'. La validacién de éste tipo de
metodologias deberd incluir aquellas caracteristicas que aseguren la confiabilidad y
reproducibilidad de los resultados. Las caracteristicas principales que se evalian en la
validacion de métodos bioanaliticos son: (1) Exactitud), (2) Precisién, (3) Selectividad, (4)
Reproducibilidad y (5) Estabilidad.

Para determinar la aceptabilidad de los resultados se deben establecer criterios de

“N.b. En este trabajo por método bioanalitico se entiende a aquellas
metodoldgicas que implican el uso de un fluido bioldgico (plasma, suero, orina o
sangre).



aceptacion considerando la variacién propia del método.

Antes de la validacion, se deben establecer los criterios para aceptar o rechazar los
experimentos, deben sustentarse cientificamente estos criterios y documentar las medidas

correctivas.

Durante anos la validacidn de métodos bionaliticos ha sido un tema de estudio y
consenso a nivel nacional e internacional que ha derivado en la creacién de normas y/o
guias que buscan homogenizar las caracteristicas minimas que deben incluirse en la

validacién, asi como los criterios de aceptacion.

En este sentido, la Secretaria de Salud emitié la norma NOM-177-SSAT1-1998!, que en el
punto 9, menciona los criterios y requisitos para validar un método bioanalitico que se
empleard en el andlisis quimico de muestras bioldgicas. Otra referencia es la guia de

validacion de métodos bioanaliticos emitida por la FDA2 21,

En otro aspecto, la validacion de métodos bionaliticos se conforma de dos grandes
procesos: el primero se refiere a la Validacion y el segundo a la Aplicacién rutinaria del
método. El primer proceso a su vez se subdivide en dos subprocesos que son: El Diseno o

desarrollo y la Validacion propia del método.

Durante el diseno se definen las variables independientes, éstas delimitan a las
caracteristicas generales a considerar por el método, como son: el objetivo planteado, la
sensibilidad (concentracidn minima que se requiere cuantificar), la naturaleza de la

muestra y las propiedades fisicas y quimicas del o los compuestos de interés.

Posteriormente, las variables dependientes se caracterizan para determinar las variables
criticas a controlar. Se definen los alcances, la variabilidad del método y se verifican los
resultados. En general, durante el diseno del método se observa el comportamiento de las
variables independientes, se investiga las capacidades vy limitaciones con el objetfivo de

disenar métodos robustos, reproducibles y de facil aplicacion.

El proceso de diseno o desarrollo debe considerar aspectos como son: (1) la
implementacién de la metodologia analitica experimental u operacional, (2) el
procesamiento de la muestra y (3) la verificacién de resultados. Todos estos aspectos son
dependientes entre si, por tanto la interpretacién de los resultados es clave para el disefo

de métodos validables.



La sensibilidad del método es un aspecto critico en la determinacién del procesamiento
de la muestra; por lo tanto al cuantificar cantidades pequenas (del orden de los
microgramos 0 nanogramos) de muestras en matrices bioldgicas, es necesario disenar
tfratamientos de extraccidn que permitan concentrar el farmaco para facilitar su

cuantificacion.

En la verificacién se evallan algunas caracteristicas de la validacién como son:
linealidad, exactitud, precision, etcétera; si durante la verificacién no se cumple con los
criterios de aceptaciéon establecidos, se determina la causa, se corrige, se documentan y

se debe evaluar nuevamente.

Se elabora el plan o protocolo de validacion, éste incluye una descripcién operacional o
experimental del método analitico, los reactivos, los equipos, los criterios de aceptacion,
una descripcion de los experimentos para determinar las caracteristicas que incluird la
validacion etcétera. El protocolo describe en forma detallada la forma en se llevard a
cabo la validacién del método, tanto en el aspecto prdctico asi como el de andlisis

estadistico de los resultados, su interpretacién y los criterios de aceptacion.

Una vez concluido el diseno y la parte experimental de la validacién se presenta por

escrito un informe con los resultados obtenidos. La documentacidén debe incluir:
(1) Una descripcidon operacional o experimental del método analitico.

(2) Evidencia de la pureza e identidad de los estdndares utilizados, tanto del fdrmaco y/o

metabolito como el del o los estdndares internos usados en experimentos.
(3) Una descripcidn de los estudios estabilidad y de los resultados obtenidos.

(4) Una descripcién de los experimentos realizados para determinar exactitud, la precision,
la recuperaciéon absoluta, la selectividad, el limite de la cuantificacion, la curva de

calibraciéon (ecuaciones y funciones), y los resultados obtenidos.
(5) Cromatogramas representativos
(6) Desviaciones al protocolo (si es aplicable), y justificaciones para las desviaciones.

El informe debe ser aprobado por el responsable sanitario o autoridad legal antes de ser

aplicado en un andlisis rutinario muestras.



Se aplica el método vy la validacion continua; de la misma manera al finalizar se presenta

por escrito un informe. La documentaciéon debe incluir:

(1) Evidencia de la pureza e identidad de los esténdares.

(2) Tablas de resultados que contengan la informacién sobre el proceso v el
almacenamiento de las muestras, asi como cualquier desviacién a los protocolos.

(4) Métodos analiticos para el andlisis de muestras clinicas o pre clinicas. La informacion
debe incluir la identificacién del método, fecha del andlisis, los analistas, duracion, los
cambios significativos del equipo y del material, y cualquier cambio o desviacién
potencial del método establecido.

(5) Ecuaciones y cdlculos.

(6) Resumen de los datos de exactitud y precision de las curvas de calibracion y de las
muestras control.

(7) Los grdficos y el andlisis de tendencia de las muestras control ademds de la
informacion estadistica.

(8) Documentacidén de la repeticion de los andlisis (cuando aplique).

(?) Desviaciones al protocolo de andlisis, con razones vy justificaciones para las
desviaciones.

Lo anterior fue un panorama general del proceso de validacién que debe cumplir
idealmente un método bioanalitico. El proceso de validacién aqui descrito se basd en la
normatividad nacional e internacional vigente, ya que el cumplimiento de las normas es

esencial para la comercializacién de cualguier medicamento.
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2 ANTECEDENTES

2.5 Antecedentes historicos de la Validacion

Debido a la creciente necesidad de emplear métodos bioanaliticos durante la
evaluacion y la interpretacion de los datos derivados de los estudios de Farmacocinética,
Biodisponibilidad o Bioequivalencia'?, se reguld la validacién de los mismos. Ademds, se
establecieron lineamientos  aceptables internacionalmente que  asegura la

estandarizaciéon del proceso de validacion.

Los primeros grupos de trabajo que participaron en el disefio de la primera guia de
validacion se formaron en 1990, convocados por la FDA (Federal Drug Administration). A
partir de éstos se definieron los objetivos que deben cubrirse y normarse en las guias de
validaciéon; asimismo, se definieron los dos procesos distintos que conforman a la
validacion de los métodos bioanaliticos: el primero se refiere a la Validacion y el segundo

a la Aplicacién rutinaria del método.
De estos grupos de frabajo se concluyeron y definieron los siguientes puntos; se:

» Establecieron las necesidades (requerimientos o exigencias) que deben cumplir los
métodos bioanaliticos.

« Planted la necesidad de procedimientos que establezcan la confiabilidad de los
resulfados obtenidos con el método bioanalitico.

« Definieron las caracteristicas o pardmetros de validacién y otros términos
relacionados con la validacidn como son: criterios de aceptacidén y corrida
analitica, entre ofros; también se establecieron los pardmetros que aseguran la
aceptabilidad de los resultados obtenidos.

e Establecio la importancia del disefio del método.

« Sugiri¢ expandir la validacién hasta la etapa de la aplicacion del método.

« Proveyd de especificaciones para cada uno de las caracteristicas o pardmetros
de validacion.

« Definieron los criterios de aceptacién del andlisis de muestras.

« Sugirieron protocolos de reandlisis de las muestras.

11



Se propuso regular la validaciéon de los métodos bioanaliticos de forma independiente a
otros métodos, dada la problemdtica que estos generan; ademds se establecieron los
criterios estédndar de aceptacidon para la validacidon de este tipo de métodos con el

objeto de armonizarlos.

En enero de 1999, la FDA emitid¢ el primer anteproyecto sobre la Validacidon de Métodos
bioanaliticos con el que se pretendidé dar a conocer los consensos logrados en los primeros
grupos de trabajo. En enero del 2000, después de una década de revision, la FDA

convoco a una segunda revision de la Guia de validacién de métodos bioanaliticos.
Las conclusiones de estd segunda revisidn fueron las siguientes; se:

« Definieron los diferentes tipos de validacién que pueden realizarse.

+ Dieron a conocer los avances en la tecnologia aplicada a los métodos
bioanaliticos referentes a las bases de los métodos inmunoldgicos vy la
espectrometria de masas.

« Discutieron consideraciones acerca del recobro y la curva de calibracion.
« Discutieron los criterios de aceptacidén definidos para la selectividad de los

métodos inmunoldgicos y los que emplean espectrometria de masas.

Finalmente la FDA?, en el 2001, emite la Guia de validacién de los métodos bioanaliticos
vigente hasta ahora. La guia de la FDA busca la armonizacion en la validacion de los
métodos bionaliticos y ha servido como base a otros paises para establecer sus propias
normas, debido al impacto que tienen los resultados en las conclusiones derivadas de este
tipo de métodos. Estos deben cumplir los requisitos indicados por las autoridades oficiales

de la salud del propio pais para ser aceptadas.

En México, la Secretaria de Salud en cumplimiento con los acuerdos del Comité
Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacién y Fomento Sanitario, expidid la
siguiente: Norma Oficial Mexicana NOM-117-SSA1-19981, Que establece las pruebas vy
procedimientos para demostrar que un medicamento es infercambiable. Requisitos a que

deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas.

La norma establece los pardmetros analiticos asi como los criterios de aceptacion que

deben cumplirse.

12



En resumen ambos documentos (Norma oficial mexicana y la Guia de la FDA) se basan en
las deliberaciones de dos talleres: (1) Validacion Andlitica de los Métodos:
Biodisponibilidad, Bioequivalencia, y estudios de Farmacocinétical’ y (2) Validaciéon de los

métodos de Bioanaliticos: Una visita posterior con una década de progreso 2.

2.5 Tipos de Validacion?

Los métodos de andlisis validados a menudo se modifican para satisfacer los requisitos del
laboratorio que realiza el andlisis. Estas modificaciones deben validarse para asegurar el
adecuado funcionamiento del método analitico. Cuando se realiza un cambio a un
método previamente validado, el analista debe decidir si es necesaria una validacién
adicional. Los diversos tipos de validacion asi como sus niveles se definen y se caracterizan

a continuacioén:
A. Validacion completa.

La validacion completa es cuando se valida por primera vez en su totalidad un

método bioanalitico.
B. Validacién parcial

La validacién parcial se lleva a cabo cuando se validan las modificaciones realizadas
a métodos bioanaliticos previamente validados. La validacion parcial puede incluir la
evaluacién de una o mds caracteristicas. El nUmero de caracteristicas por validar

depende del impacto de la modificacion.
Las modificaciones mds comunes que sufren los métodos bioanaliticos son:

« Transferencia del método de Bioanalitico entre los laboratorios y/o analistas
+ Enla metodologia analitica (e.j., cambio en el sistema de deteccidn)

« En el tipo de anticoagulante

« En matriz bioldgica (e.j., plasma humana por orina humana)

+ En el procesamiento de la muestra

+ Enorigen de especie (e.j., plasma de rata por plasma de ratén)

* Enla concentracion

+ Cambios en instrumentos y/o plataformas del software
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e Cambios en el volumen de muestra

« Demostracién de la selectividad en la presencia de medicaciones
concomitantes

« Demostraciéon de la selectividad en la presencia de metabolitos especificos

C. Validacién Cruzada

Este tipo de validacion es una comparacion de los pardmetros o caracteristicas de
validacion entre métodos, que se han empleado para generar datos de un mismo
estudio o a través de diversos estudios. Un ejemplo de la validacién cruzada es
cuando se compara un método bioandalitico validado (referencia) con otro método
(prueba) vy viceversa. Otro ejemplo, se da cuando el andlisis de las muestras de un
estudio en particular se conduce en mds de un sitio o laboratorio, se debe realizar una
validacion cruzada con estdndares adicionados en la matriz y con muestras problema
para establecer la confiabilidad entre laboratorios. La validacién cruzada debe
también ser considerada cuando los datos se generaron con diversas técnicas

analiticas (e.j., Cromatografia liquida contra. ELISA).

2.5 Validacion de métodos bioanaliticos segin la norma mexicana
vigente

En la NOM-177-SSA1-1998!, en el punto 9, se indican los criterios y requisitos para el andlisis
quimico de muestras bioldgicas de una prueba de bioequivalencia. La norma' establece
los pardmetros minimos que deben incluirse en la validacién de métodos, asi como los
criterios de aceptacién o rechazo de cada uno de ellos. La norma! establece la
necesidad de elaborar una estrategia de validacién, la cual debe incluir entre otros
puntos, los criterios de aceptacién; asi como las medidas correctivas en caso de fallas. Los
criterios de aceptacion pueden variar respecto a la norma, pero estas variaciones delben

documentarse y sustentarse cientificamente.

La norma' establece que se debe validar el método bioanalitico con el mismo tipo de
maitriz bioldgica que las muestras provenientes del estudio de bioequivalencia. Ademds,
indica que la validacion se debe de establecer las condiciones para el tratamiento de las

muestras durante el disefo del método.
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2.4.5 Caracteristicas o pardmetros de validacion

La validacién del método de acuerdo a la norma debe incluir como minimo las siguientes

caracteristicas o pardmetros:

2.3.1.1 Rango

De acuerdo a la norma mexicanal!, el rango se define como el intervalo de
concentraciones esperadas del compuesto, en el cual se ha demostrado que el método

es preciso, exacto y lineal.

La NOM-177-SSA1-1998! senala que el rango puede estar caracterizado por uno o mds
intervalos constituido al menos de cinco concentraciones distintas cada uno, sin incluir las
muestras blanco; siempre y cuando estos intervalos contengan puntos intermedios en

comun e incluyan el limite de cuantificacion y la concentracion mdxima del rango.

La Guia de la FDA? no incluye al rango como un pardmetro especifico, pero en la
evaluaciéon de la linealidad (curva de calibraciéon) se indica que la curva de calibracién
debe establecerse con base al rango de concenfraciones esperadas en un estudio en

particular.

En resumen, ambos documentos regulatorios establecen que, el rango del método
depende del objetivo del mismo, indica que para establecer el rango debe realizarse un
andlisis minucioso del objetivo y alcance requerido del método. Es recomendable que las
concentraciones esperadas en las muestras se encuentren dentro del rango establecido,
ya que las extrapolaciones de las concentraciones cuantificadas, tanto de las bajas

concentraciones como de las altas concentraciones, deben evitarse.

En este sentido la NOM-177-SSA1-1998 menciona que cuando se obtengan
concentraciones por debajo del limite de cuantificacién, estas concentraciones no
deben incluirse en los cdlculos y cuando se obtengan concentraciones por encima del

rango, la muestra puede diluirse con el mismo tipo de matriz biolégica.

La guia de la FDA? por su parte, indica que si se obtienen concentraciones por debajo del
rango se debe definir nuevamente el rango, y cuando se obtengan concenfraciones por

encima del rango la muestra se debe diluir y analizar nuevamente.
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Ambos documentos contemplan la posibilidad de obtener concentraciones fuera del
rango, por tanto podria considerarse la dilucién de las muestras dentro de los pardmetros
considerados en la validacion; por lo contrario, las muestras que estdn por debajo de la
concentraciéon minima del rango no se podrdn considerar, como un plan de acciones
preventivas dentro de la validaciéon, ya que lo mds recomendable es definir nuevamente

el rango y revalidar el método.

2.3.1.2Recuperacion absoluta

La recuperacién absoluta evalia la eficiencia del método de extraccién del compuesto
de interés; aunque no debe ser necesariamente del 100%, ésta debe ser reproducible,
precisa y consistente a lo largo del rango. La recuperacion absoluta se determina
mediante la comparacion de la respuesta obtenida de una cantidad de compuesto
adicionado y extraido de la matriz bioldégica contra la respuesta debida a la misma

cantidad de compuesto en solucion.

Si el método analitico requiere del uso de un estdndar interno, se debe determinar su
porcentaje de recuperacién absoluta de manera independientemente, esto es hecesario
porque el estdndar interno se adiciona a las muestras antes de la inyeccidén para
compensar los problemas de reproducibilidad y se exirae de la misma forma que el

compuesto de interés.

Para evaluar la recuperacién absoluta, tanto la NOM-177-SSA1-1998' como la guia de la
FDA? indican que, se deben analizar al menos fres concentfraciones conocidas por
friplicado: baja, media y alta, dentro del rango; y comparar estos resultados con las
respuestas de soluciones del mismo compuesto en las mismas concentraciones sin extraer.

La recuperacién absoluta debe ser reproducible a lo largo del rango.

2.3.1.3Linealidad del método

La Linealidad del método es una relacién matemdtica que describe el comportamiento
de la respuesta (medida instrumental) y la concentracién conocida del compuesto, que
se desea cuantificar. Al conjunto de concentraciones que describen el comportamiento

del rango, se le denomina curva de calibraciéon. La NOM-177-SSA1-1998" menciona que
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esta relacién debe ser continua y reproducible a lo largo del rango vy en la seccién de
definiciones dice que la respuesta debe ser proporcional a la concentracién. La guia de
la FDA2? define la curva de calibracién como la relacidn matemdatica entre la respuesta y
la concentracién conocida del compuesto. La relacién matemdtica debe ser un modelo
simple y adecuado a la relaciéon concentracién-respuesta obtenida. Asimismo, menciona
que para describir una relaciéon concentracion-respuesta compleja (que no se ajusta a un
modelo lineal) se puede recurrir al uso de modelos de regresibn complejos o a la

ponderacion, siempre y cuando estén bien justificados.

Para cada compuesto presente en la muestra se debe generar una curva de calibracién.
Se requiere un numero suficiente de concentraciones (niveles) para poder definir mejor la
relacion entre la concentracién vy la respuesta. Los niveles que constituirdn una curva de
calibracion se eligen con base en el rango de concentraciones esperadas para un

estudio en parficular.

Una curva de calibracion debe ser preparada con la misma matriz bioldgica que las
muestras problema, mediante la adicién de una concentracién conocida del compuesto.
La curva de calibracidén se constituye de una muestra blanco (matriz bioldgica procesada
sin la adicion de estandar interno), una muestra cero (matriz bioldégica procesada con la
adicién de estdndar interno) y de 6 a 8 diferentes concentraciones (niveles) que cubran el

rango esperado incluyendo el limite de cuantificacién (LDC).

Para muchos de los métodos bioanaliticos los rangos de concentraciéon usualmente son
muy amplios, p.ej. 1-100 a 1-1000; en general el gjuste lineal de este tipo de rangos
produce pequenas desviaciones que pueden conducir a errores substanciales en la
prediccidn de las concentraciones de los extremos del rango. El andlisis de la linealidad es
complicado por las intferacciones entre el compuesto y los componentes de la matriz; por
tanto la funcién respuesta debe ser evaluada tanto visualmente (gréficamente) como

estadisticamente (andlisis de varianza).

A continuacion se enlistan algunos puntos criticos que se deben considerar como son: (1)
el diseno del modelo durante el desarrollo, (2) la planeacién de los experimentos, (3) la
evaluacién visual del modelo seleccionado, (4) eliminacidén de datos fuera de
especificaciones, (5) la definicion del comportamiento de la varianza en el rango

establecido y (6) el andlisis estadistico del modelo establecido.
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La evaluacion visual del modelo matemdtico frecuentemente se basa en la grdfica
cldsica de regresion lineal. Sin embargo, seria mds fdcil observar el comportamiento del
modelo en una grdfica de residuales (un residual es la diferencia entre la cantidad
medida y la cantidad predicha por una curva de cadlibracién). Si en la gréfica de
residuales observamos un comportamiento homogéneo y cercano a cero, significa que el
modelo matemdtico es adecuado. Si el comportamiento es heterogéneo, podria deberse
a un modelo inadecuado o a errores de preparaciéon. Una grdfica de residuales también

indica la relacidon de cambio de las varianzas respecto a la concentracion.

La frecuencia de datos fuera de especificaciones es indicativa del comportamiento del
modelo matemdtico. Esto se vuelve complicado, porque se debe distinguir entre los datos
fuera de especificaciones respecto al modelo matemdtico, de los datos aberrantes de un
grupo de mediciones debidas a errores aleatorios. Por lo tanto, no se deben de eliminar
estos datos antes de determinar claramente la razén, para evitar errores en la descripciéon

del modelo de calibracion.

Una vez establecido el modelo de calibracién, se debe evaluar la varianza del rango ya
que el modelo mds simple de regresidn es el método de minimos cuadrados. Este modelo
se basa en asumir que la varianza es constante (homosceddstico) y no cambia con la
concentracioén. Si en un rango dado las varianzas no son constantes, entonces se debe de
redlizar una transformacién o ponderacién de los datos; una vez transformados o
ponderados se debe nuevamente evaluar la grafica de residuales y la curva de
calibracién. Con la ponderaciéon o transformacién de una curva de calibracién se
sacrifica la exactitud de las concentraciones altas del rango pero se mejora la exactitud

de las concentraciones mds pequenas del mismo'4.

Para evaluar la calidad de una curva de calibracién se deben interpolar las respuestas
obtenidas en la curva, calcular las concentraciones por nivel y compararlas confra con
las concentraciones nominales; calcular el coeficiente de correlacion, la pendiente y la

ordenada al origen’s.
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La guia de validacion de métodos bioanalitcos de la FDA2, recomienda los siguientes
criterios de aceptacion para una curva de calibracion. -La NOM-177-SSA1-1998" no

menciona criterios de aceptacién en el apartado de la Linealidad.

« La curva de calibracion debe cumplir los siguientes criterios:

a) 20% de desviacién de la concentracion experimental respecto a la concentracion
nominal para el limite de cuantificacion

b) 15% de desviacion de la concentraciéon experimental respecto a la concentracion
nominal para los otros niveles, excepto para el limite de cuantificacion

c) Al menos 4 de 6 de los niveles deben estar dentro de los criterios anteriores,
incluyendo el limite de cuantificacién y la concentracion mdxima de la curva de
calibraciéon. Excluyendo los puntos que no cumplan los criterios anteriores, el

modelo propuesto no debe ser nunca modificado.

2.3.1.4Precision y exactitud

La NOM-177-SSA1-1998! define a la exactitud como la concordancia entre el valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencia; y a la precisibn como el grado de
concordancia entre los resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se
aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del producto,

se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

La reproducibilidad se refiere a la concordancia entre los resultados obtenidos con un
mismo método bajo diferentes condiciones (tiempo, analistas, equipos, reactivos y
laboratorios); y la repetibilidad se refiere a la concordancia entre sucesivas mediciones en

la misma muestra.

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998! , para evaluar la repetibilidad se analizan por
quintuplicado en el mismo dia un minimo de tres concentraciones conocidas; y para
evaluar la reproducibilidad intralaboratorio se analizan por duplicado durante tres dias un
minimo de tres concentraciones conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por

analizar en la matriz biologica.

Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de calibracién, pero deben

estar incluidas en el rango.
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Al respecto, la guia de la FDA? sugiere que las concentraciones estudiadas se distribuyan
de la siguiente manera: (1) nivel bajo (tres veces la concentracién del limite de
cuantificacién), (2) nivel medio (cercano al centro de la curva de calibraciéon) y (3) nivel

alto (cercano al limite superior de la curva de calibracién).

La guia de la FDA? a diferencia de la NOM-177-SSA1-1998! menciona que para evaluar la
reproducibilidad se deben analizar por quintuplicado un minimo de tres concentraciones;

y la norma mexicana! menciona que por duplicado.

Para la determinacion de la precisién intra-dia o repetibilidad se deben calcular el
promedio, la desviacion estdndar y el coeficiente de variacidn de las concentraciones
cuantificadas; procesadas por quintuplicado en cada uno de los dias de andlisis, a los tres
niveles de concentracion estudiados. Considerando al método preciso, si el promedio del

coeficiente de variacidon en cada uno de los dias de andlisis es menor al £ 15.0%.

Para la determinacion de la precisién inter-dia o reproducibilidad se deben calcular el
promedio, la desviacion estdndar y el coeficiente de variacidn de las concentraciones
cuantificadas; procesadas por quintuplicado o duplicado en los 3 diferentes dias, a los tres
niveles de concentracion estudiados. Considerando al método preciso, si el promedio del

coeficiente de variacion de los tres dias de andlisis es menor al £15.0 %.

La exactitud se evalta al verificar que el promedio de la concentracién interpolada, en
los experimentos de precisidon (reproducibilidad y repetibilidad), estuvieran dentro del

+15.0% de la concentracién nominal.

2.3.1.5Estabilidad

La estabilidad de un compuesto en una matriz bioldgica depende (1) de las condiciones
de almacenamiento de la muestra, (2) de las caracteristicas quimicas del compuesto, (3)
de las caracteristicas quimicas de la matriz bioldgica y (4) de las caracteristicas fisicas del

confenedor.

La NOM-177-SSA1-1998! establece que la evaluacion de la estabilidad del compuesto en
la matriz bioldgica es Util para determinar las condiciones de temperatura y tiempo, entre

otfros, en las que el compuesto permanece estable en la matriz biolégica.

Las condiciones que deben evaluarse durante el andlisis de la estabilidad del compuesto

en la matriz bioldgica deben reflejar las situaciones probables que pudieran ocurrir
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durante la recoleccién y el andlisis de las muestras. Las pruebas deben disenarse para
establecer las condiciones de estabilidad del compuesto durante la recoleccién vy el
tfransporte de las muestras, durante el almacenamiento de las muestras por periodos
largos (estabilidad a la temperatura prevista de almacenamiento) y durante el

procesamiento.

Adicionalmente, la guia de la FDA? indica que la estabilidad de un compuesto en una
matriz bioldégica y un contenedor determinado, es particular de ese sistema y no puede
extrapolarse a otras matrices y otro tipo de contenedores y recomienda incluir, también,

la evaluacién de la estabilidad del compuesto en solucién.

Para evaluar la estabilidad la NOM-177-SSA1-1998! indica que se deben analizar muestras
en la matriz bioldégica mediante el método propuesto, sometidas a diferentes condiciones
de temperatura y almacenamiento, al menos por duplicado, a fres niveles de
concentraciéon. Para que el compuesto se considere estable en las diferentes condiciones
evaluadas, los resulfados obtenidos deben cumplir con los criterios de exactitud vy
precision antes mencionados. Ademds, las muestras analizadas deben ser interpoladas en

curvas de calibracién recién preparadas.

La NOM-177-SSA1-1998! recomienda evaluar la estabilidad de las muestras minimo bajo

las siguientes condiciones:

1. De muestreo y manejo de las muestras
De almacenamiento a largo plazo
A varios ciclos de congelacion-descongelacion

A temperatura ambiente

A S

En el disolvente de inyeccidon

De muestreo y manejo de las muestras

Evaluar la estabilidad del compuesto en la matriz bioldgica a las condiciones de
almacenamiento en las que se mantendrdn las muestras, por un periodo equivalente al
que transcurre desde la obtencidn de la muestra hasta su almacenamiento. Dentro de las
variables a evaluar estdn el rango de pH en el que el compuesto es estable y el pH final
de la muestra, el efecto de la luz, el tipo de anticoagulante, etcétera. Todas estas

condiciones dependen de las caracteristicas quimicas del compuesto. Si se determina
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que el compuesto es inestable en la matriz bioldgica, la adiciéon de un aditivo apropiado:
amortiguador, antioxidante o una enzima de inhibicién, puede ser crucial para minimizar

la degradacion del compuesto.

De almacenamiento a largo plazo

Evaluar la estabilidad del compuesto en la matriz bioldgica, a la temperatura en que se
almacenardn las muestras por un periodo de tiempo que abarque el tiempo necesario

para demostrar la estabilidad del compuesto.

A varios ciclos de congelacién-descongelacion

Se debe determinar la estabilidad del compuesto, en la matriz bioldgica, después de dos
ciclos de congelacion-descongelacion. Al respecto la guia de la FDA2 recomienda
realizar dos ciclos consecutivos de congelacidon-descongelacién y analizar las muestras all

tercer ciclo.

La guia de la FDA? senala que para evaluar la estabilidad de las muestras a ciclos de
congelacion-descongelacién, se debe descongelar gradualmente a temperatura
ambiente durante 24 horas, tres fracciones de al menos tres concentraciones conocidas
de muestras. Una vez completada la fase anterior, las fracciones deben ser nuevamente
congeladas por espacio de 12 a 24 horas bagjo las mismas condiciones de
almacenamiento de las muestras. El ciclo de congelacién-descongelacion anterior debe
repetirse dos veces mds. Al finalizar el tercer ciclo se deben analizar las muestras con el

método propuesto.

Si el compuesto en la matriz bioldgica determinada es inestable a la temperatura
indicada para su almacenamiento propuesto entonces las muestras deben ser

almacenadas a -70°C.

A temperatura ambiente

Para evaluar la estabilidad de la muestra a temperatura ambiente, tres fracciones
provenientes de al menos tres concentraciones diferentes de muestras deben ser

descongeladas gradualmente a femperatura ambiente y conservadas bajo esta

condicién durante un periodo de 4 a 24 horas (dependiendo de la duracién esperada de
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un dia de andlisis normal). Una vez completada la fase anterior, las muestras deben ser

analizadas con el método propuesto.

Se considera a las muestras estables durante el periodo de tiempo evaluado a
temperatura ambiente si, la concentracién cuantificada no difiere en + 15.0 % de la

concentracion inicial y se cumplen con los criterios de precision y exactitud.

En el disolvente de inyeccidn

La estabilidad del compuesto en muestras procesadas debe ser evaluada tomando en

cuenta el tiempo que permanecen las muestras en el inyector antes de ser analizadas.

Para evaluar la estabilidad del compuesto y su estdndar interno en el disolvente de
inyeccion se determina la concentracién y se observa que ésta permanezca constante

durante el tiempo establecido.

Estabilidad del estdndar interno en solucion

Si el método emplea un estdndar interno, la estabilidad del estdndar interno en solucion se
debe evaluar al menos durante 6 horas a temperatura ambiente. Si la solucidn requiere
ser almacenada en refrigeracion o congelacién se debe demostrar su estabilidad por un

periodo largo de tiempo bajo estas condiciones.

Una descripcion perfecta de la estabilidad del compuesto es critica, una mala
observacion podria comprometer los resultados de un estudio. Tanto la norma mexicana!
como la guia de la FDA? indican evaluar la estabilidad de la muestra al comparar los
resultados de las muestras envejecidas contra unas recién preparadas. La guia FDA2?
menciona que existen ofras aproximaciones estadisticas basadas en intervalos de

confianza para evaluar la estabilidad del compuesto.

Limite de de cuantificacién

De acuerdo a la definicion de la guia europea’¢ y de la FDA? para la validacién de
métodos bioanaliticos, el limite de cuantificacion es la concentracion mds baja del

compuesto de interés que puede ser cuantificada con un nivel aceptable de precisidén y

exactitud. Es la concentracion mds pequena del rango y no se debe confundir con el
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limite de la deteccién Este puede ser definido como la concentracién correspondiente all
menos 5 veces la respuesta respecto a un blanco; 6 5, 6 6 10 desviaciones estdndar del
promedio de al menos 10 blancos. La norma mexicana! no menciona nada acerca de la

relacion senal-ruido que debe presentar el limite de cuantificacion.

Para evaluar el limite de cuantificacion se debe analizar por quintuplicado la
concentracién mds baja del rango, determinando la exactitud y precision de la
concentracién cuantificada, la cual debe caer dentro del £20.0% de la concentracién

nominal y el coeficiente de variacién no debe ser mayor que £20.0 %.

Limite de deteccion

El limite de deteccidén es la concentracién a la cual la sefal del compuesto de interés en
la matriz bioldgica puede distinguirse de los niveles del ruido o de una muestra libre del
compuesto. El limite de deteccién (LD) se determina al realizar diluciones con plasma a
partir del limite de cuantificacién. Se considera como limite de deteccidén a aquella

concentracion en la que la relacion senal-ruido se encuentra en una relacion 2:1 a 4:1.

El limite de deteccidn es un pardmetro que no se contempla en la guia de validacién de

métodos bioanaliticos de la FDA2.

Selectividad

La selectividad de un método bioanalitico se refiere a la habilidad de diferenciar vy
cuantificar exactamente a un compuesto en presencia de otros compuestos que

pudieran estar presentes en la muestra.

Para evaluar la selectividad de un método se deben analizar muestras blancos de la
matriz bioldgica apropiada (plasma, orina, y ofras matrices), proveniente de al menos seis
voluntarios sanos. Ademds se debe evaluar el efecto de posibles interferencias como
podrian ser metabolitos, productos de degradacién o cualquier ofro farmaco

administrado de manera concomitante.

Se considera que un método es selectivo si no existen interferencias en la cuantificacién
del o los metabolitos (Cfr. NOM-177-SSA1-1998, p101).
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Al respecto la Guia de Validacion de Métodos Bioanaliticos de la FDA2 recomienda
evaluar muestras blanco respecto al limite de cuantificacién del método (Cfr. FDA?2, p 5).
Para métodos cromatogrdficos, existen diversas técnicas alternativas Utiles para demostrar

la selectividad, entre ellas se incluyen las siguientes:

- Examinar los cromatogramas provenientes de muestras blanco y verificar que al
tiempo de retencidén de los compuestos no existan respuestas debidas a los
componentes enddgenos de la matriz bioldgica's.

-  Comparar la respuesta obtenida de muestras de concentracidn conocida
preparadas en la matriz bioldgica con la respuesta obtenida en muestras
preparadas en soluciones acuosas. Considerando el porcentaje de recuperacion
absoluta, se espera que la respuesta del compuesto obtenida en la matriz
bioldgica no difiera en mds del 15.0 % respecto a la respuesta del compuesto en
solucién. Si se observa una variacidn mayor, esta pudiera deberse a un efecto
matriz. Para corroborar la presencia de dicho efecto se recomienda preparar
curvas de calibracion en diferentes fuentes de la matriz bioldgica, si se observan
variaciones en las pendientes de las curvas éstas se deben a un efecto matriz (en
el caso de procedimientos basados en espectrofotometria de masas, el efecto

matriz es mds significativo en comparacion a otros detectores).

- Procesar muestras clinicas para detectar la presencia de compuestos
relacionados.
- Evaluar el comportamiento cromatogrdfico, en el sistema propuesto de los

metabolitos del compuesto de interés!”. 26,

La selectividad del método deberd ser evaluada durante (1) el desarrollo del método, (2)

la validaciéon y (3) la aplicacion del mismo (Cfr. FDA2, p11).

2.5 Monografia de la Amoxicilina

2.4.5 Descripcion del farmaco

La Amoxicilina® es una penicilina de amplio espectro (bacterias gram positivas vy
negativas), agente beta lactédmico que produce dano en la pared celular de las

bacterias. De modo breve, los pasos en que actua el farmaco son: (1) unidn a las
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proteinas fijadoras de penicilina especificas (PBP) que sirven como receptores del fdrmaco
en las bacterias, (2) inhibicidn de la sintesis de la pared celular al bloguear la
franspeptidacion de los peptidoglucanos y (3) activacién de las enzimas autoliticas en la
pared celular causando la muerte de las bacterias. Las penicilinas pueden ser
bactericidas sélo si hay sintesis activa de peptidoglucanos, Las células metabdlicamente

inactivas no son afectadas.

Entre los microorganismos con actividad beta-lactamasa destacan Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis 0 pneumococo, meningococos, gonococos, Haemophilus
influenzae. Por ofra parte Salmonella sp, Shigella sp y Escherichia coli han desarrollado

resistencia contra la Amoxicilina4.

2.4.2 Nomenclafuras

Nombre genérico

Amoxicilina , Amoxicilina frihidrato, Amoxicilina sal de sodio
Nombres quimicos
Chemical Abstracts:
4-Tio-1-azabiciclo [3, 2, 0] heptano-2-carboxilico, dcido,
6-[[amino (4-hidroxifenil) acetil] amino]-3,3-dimetil-7-oxo-, [25-[2a, 5a, 6B (S*)]1].

Nombres comerciales

Amoxican, Amoxil, Amoxypen, Clamoxyl, Imacillin, Larotid, Moxacin, Moxilean,
Novamoxin, Penamox, Polymox, Rodamox, Trimox, Utimox, Wymox. Ademds es

ingrediente de Augmetin.

Fue desarrollada por los laboratorios Beecham Research3, presenta una mejor absorcion
en el tracto gastrointestinal que la ampicilina. Para la administracion oral se prefiere la

Amoxicilina trinidratada y la Amoxicilina sédica para uso parenterals.
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2.4.5 Propiedades quimicas

Estereoquimica

La Amoxicilina tiene una configuraciéon S, R, R, en C2, C5 y Cé respectivamente. La

configuracion del C10 es R. Aunque algunos la refieren como D (-)3.

Estructura, formula, peso molecular y composicion

NH,
H s CHs
10 ' H 4 l
\g/lgl\He/s \H
I \ /5t""'CH3
0 Ny
Heg o// 3
7 OH
-

La estructura ha sido numerada de acuerdo a la nomenclatura de CAS (Chemical
Abstracts Service) Convencionalmente Ias penicilinas se numeran como: 1§, C (CH3) 2, CH
(COOH)3y N 4.

Férmulas y pesos moleculares (g/mol):
Amoxicilina C1¢H19N3OsS 365.41

Amoxicilina trihnidrato CisH19N3OsS.3H.O  419.45
Amoxicilina sal de sodio Ci¢H19N3OsSNa 387.39

27



2.4.5 Propiedades fisicoquimicas
Apariencia

Polvo cristalino blanco
Solubilidad:

Solubilidades a 15-25°C, aproximadas.

Solubilidad (mg/mL)

Trihidrato Sal de sodio
Agua 1-10 > 1000
Etanol 1-10 10-33
Cloroformo <0.1 <0.1
Dietil éter <0.1 <0.1
Acetona 0.1-1.0

Constantes de disociacion’s.

Las macro constantes de disociacion de los tres grupos ionizables son:

Temperatura (°C) pKa
COOH NH: OH
Agua 22 2.4 7.4 9.6
Ac.KCl, u0.5 37 2.67 7.11 9.55
Ac.KCl, u0.5 35 2.87 7.28 9.65
Ac.KCl,u1.0 23 2.63 7.55 9.64
Ac.KCl,u1.0 35 2.61 7.3 9.45

Coeficiente de particion (P)

Coeficientes de particidén aparente en iso-butanol (2-metilpropanol) a 37°C son:

Fase acuosa P
0.TM HCI 0.33
0.2M HCI 0.44
0.3M HCl 0.56
0.5M HCI 0.66

pH 7.4 0.13
pH 1-3 0.79
pH 5-6 0.13

pH 7-9.5 0.25



Espectro de ultravioleta:

Amoxicilina trinidrato: dcidos acuosos 230 nm (Ah1=225 a), 272nm (A1=26 a); bases
acuosas 247nm (Ah=286b), 291Tnm (A= 62 ).

0.224

0.20

015

0164

0144

0124

010+

0.084

0.05

0.04

Unidades de Absorbancia (UA)

0.02

0.004

T T T T T T T T
220.00 230.00 240.00 230.00 260.00 270.00 280.00 290.00
nm

Espectro de infrarrojo:

Los principales picos se presentan a las longitudes de ondas 1775, 1583, 1684, 1248, 1613,

1313 (Amoxicilina trihidrato, en disco de KBr).

Amoxicillin Trihvdrate RS011 Instrument: Dispersive Phase: Potassium Bromide Disc
100.0 .

80

60

40

20

Transmittance (%)

0.0
2000.0 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400.0
Wavenumber (cm)
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2.4.5 Farmacocinética?

Disposicion en el cuerpo.

Se absorbe rdpidamente después de la administracién oral. Cerca del 60-80 % de la dosis
es excretada en la orina sin cambios después de 6 horas y el 20% se excreta como
metabolito inactivo, dcido penicilinico, en el mismo periodo; su secrecion es tubular. Es
estable en presencia de jugos gdstricos. Al cabo de la administracién parenteral, mds del

75% de la dosis es excretada sin cambios en la orina después de 6 horas. Atraviesa la

placenta en pequenas cantidades ademds de aparecer también en la leche.

Dosis(mg) Cmax
Amoxicilina|] Amoxicilina
125 2.6
250 4.0-5.3
500 5.9-10.8
1000 10.2-19.7

Concentracién terapéuticas.

La coadministracion de Amoxicilina con comida, leche, antidcidos, cimetiding, ranitidina
O pirenzepina no causa ningun efecto en la farmacocinética del farmaco en sujetos

sanos. Por tanto, podriamos esperar pequena significancia clinica durante su uso.

Tiempo de vida media de la Amoxicilina:

Es de una hora (61.3 min) aproximadamente, aumenta con el dano renal, y la
concentraciéon mdaxima plasmdatica muestra una relacién directamente proporcional con

la dosis administrada.

Volumen de distribucion: Es cerca de 0.2 a 0.4 L/Kg.
Depuracion: Depuraciéon plasmdatica, 3 a 5 mL/min/Kg
Unidn a proteinas: cerca del 20 %.

Efectos adversos

Reacciones de hipersensibilidad: La Amoxicilina puede ocasionar hipersensilidad como

otfras penicilinas, por ello es contraindicada en los pacientes alérgicos.
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Efectos gastrointestinales: La administracion oral de la Amoxicilina puede causar nauseas,
alteraciones epigdstricas y diarrea, aunque el reporte de frecuencias de diarreas después
del fratamiento con Amoxicilina es de cerca del 2%. En un estudio de 263 ninos con ofitis

media la ampicilina produjo diarrea con mds frecuencia que la Amoxicilina.

Problemas relacionados con el uso y abuso de las penicilinas: Las penicilinas son los
antibidticos mds ampliamente utilizados, lo que ha originado algunas consecuencias

drdsticas por el abuso de estos.

Una proporcién importante (1 al 5%) de la poblacion de muchos paises ha resultado
hipersensible; en muchos casos, no hay duda de que la sensibilizacion se presentd cuando
se administré penicilina sin una adecuada indicacion; sin embargo, la hipersensibilidad
puede ser temporal. La saturacién de algunos ambientes con penicilina (e.j. los hospitales)
ha producido que algunos microorganismos desarrollen resistencia a la misma. En el
decenio de 1950, los hospitales fueron un sitio importante para la proliferacion y seleccién
de estafilococos productores de beta-lactamasa. Ahora, estos productores de betao-
lactamasa prevalecen en todos lados y producen cerca del 80% de las infecciones
estafilocdccicas adquiridas en la comunidad. Los pldsmidos que controlan la producciéon
de beta-lactamasa se estdn distribuyendo con una frecuencia cada vez mayor entre los
diferentes géneros de microorganismos. Aun cuando los neumococos han sido
considerados como ejemplo de susceptibilidad total y regular a las penicilinas; esto ya no
es del todo cierto. En Nueva Guinea y Suddfrica se han presentado brotes de
neumococos relativamente resistentes a la penicilina, ocasionando neumonias y
meningitis. En Espana y EE.UU., también se ha observado casos esporddicos de resistencia

similar.5
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2.5 Métodos analiticos reportados para la cuantificacion de Amoxicilina
en fluidos biolégicos

A confinuacién se presentan diversos métodos reportados?2 para la cuantificacion de
Amoxicilina por cromatografia de liquidos de alta resolucidn en plasma y suero humano,

empleando diferentes técnicas de deteccién y extraccion.

EXTRACCION EN FASE SOLIDA

Ref. | Metodologia de la Extraccién Sistema cromatogrdfico

6 0.2 mL de plasma + 1 mL de Guarda columna: 10 x 2 mm D.I. Columna

amortiguador de fosfato pH 6.8 + | analitica: Hypersil-l C18 (15 cmx 2mm D.l.)

0.35 mL de E.| (cefadroxil, Temperatura 40°C.

60ug/mL), mezclar y fransferir a Fase movil: acetonitrilo al 6% en

un Bond-Elut C 18 SPE. Eluir con amortiguador de fosfatos 5 mM:

metanol acuoso al 40% (1mL), amortiguador de tetrabutilamonio 5mM pH

evaporar el extracto con N2 a 40 | 6.5. Deteccidn por absorcién ultravioleta a
°C, reconstituir el residuo con 210 nm.
metanol acuoso al 5% e

inyectar.

Este método fiene la ventaja de concentrar la Amoxicilina. La sensibilidad del

método es de 0.125ug/mL. El fratamiento de la muestra es complicado y costoso.

Tabla 1. Métodos reportados para la cuantificacidn de Amoxicilina en plasma empleando
extraccion en fase sdlida.
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INYECCIONES DIRECTAS POSTERIORES A UNA PRECIPITACION

+ ampicilina (E.Il., T0mcL, 0.2ug/mL-1)
+ 5 uL de HCIO4 50%, frio. Mezclar y
centrifugar a 11600 rom por 10 min.
Transferir 0.45 mL de sobrenadante a
un vial con 0.050 mL de NaOH 5M,
mezclar por 5 min. Adicionar 0.25 mL
de amortiguador de fosfatos
conteniendo (bis) cloruro mercurico
(0.1%, w/v) y formaldehido (1.0% v/v).

Mezclar e incubar a 50 °C por 40 min.

Ref | Tratamiento de la muestra Sistema cromatogrdfico

7 1.5 mL de plasma + 2.5 mL de Columna: Lichrospher RP18 250x4mm. Gradiente
metanol. Agitar en vortex por 15s entre el disolvente A (fosfato de potasio 0.01M,
Centrifugar a 2500 rom por Smin. 0.02 M cloruro de tetrametilamonio, pH 2.5) y un
Inyectar 0.2 mL de sobrenadante solvente B (acetonitrilo). Flujo de 1 mL/min.
directamente al sistema. Cromatografia de par-idénico. Deteccidn por

absorciéon ultravioleta a 220nm. Tiempo de elucidon
de la amoxicilina 9.5 min.

8 0.3 mL de suero o plasma + 0.050 mL Columna: Nucleosil C 18, 80* 4 mm. Fase movil:
de HCIO4 al 20 %. Agitar en vortex por | dcido metanosulfonico 0.02M-acetonitrilo (98:2).
15s. Centrifugar por 2 min a 2000 rom. | Flujo de 1.1 mL/min. Para la reaccién de post
Mezclar 0.150 mL de sobrenadante derivatizacién, se usa una solucion amortiguadora
con 0.15 mL de acetato de sodio IM | 0.2 M (pH 8, KH2PO4 y NaOH) vy el reactivo
pH 5. Inyectar el sobrenadante derivatizante fluram al 0.01% en acetonitrilo. La
directamente deteccidn es fluorométrica a 395 nm para la
al sistema. excitacion y 485 nm parala emision.

9 1 mL de plasma + 3 mL de metanol. Columna analitica: CLC-ODS (15cmxémm D.l.).
Agitar en vortex. Centrifugar a 10000 | Temperatura 35°C. Fase moévil: amortiguador de
rom por 10min. Filtirar el sobrenadante | fosfatos: amortiguador trimetilamina: metanol
con un 20 microconcentrador. (194:26:5) pH 4.4. Deteccidon por absorciéon
Inyectar el sobrenadante ultravioleta a 222 nm.
diractramaenta Al cicteamn

10 | 0.05 mL de plasma + 0.45 mL de agua | Guardacolumna ODS 20*2.0 mm D.I. Columna

Kromasil ODS 3 mm, 150*3.2 mm D.I. Temp.
Columna 40 °C. Fase mévil: metanol:agua (55/45
v/v). Deteccion fluorométrica con exitacion de

365 nmy la emisién 445nm
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Extraer con acetato de etilo,
centrifugar a 11600 rom por 5min,
evaporar y reconstituir con fase

movil.

Los articulos anteriores plantean la inyeccién directa de la muestra al sistema, posterior a una
precipitacion con el uso de solventes, emplean la fluorescencia, absorcidén ultravioleta y la
fluorometria para la deteccién. Un punto importante que plantea Wibawa y colaboradores'o, es
la inestabilidad de la Amoxicilina en soluciones acuosas a pH menores de 2, considerdndose

estable en el intervalo de pH de 4 a 7, de ahila importancia de ajustar el pH de la muestra antes

de inyectar.

Tabla 2.Métodos reportados para la cuantificacion de Amoxicilina en plasma por
inyecciones directas posteriores a una desproteinizacion.

EXTRACCION EN LiINEA

Ref. | Metodologia de la Sistema cromatogrdafico
Extraccion

11 0.25 mL plasma + 0.25 mL | Columna: Spherisorb ODS 250x4.6 y 5um de tamano
de estdndar interno en de particula
solucion de Guardacolumna: Nucleosil 100 C 18
amortiguador NaH2PO4 Fase movil A (para la elucidn de la muestra) 75:25
(pH 2.5) Transferir a un amortiguadora (heptanosulfonato Dihidrogenfosfato
tubo concentrador de sodio, pH 2.5): metanol. Flujo: 1.5ml/min.
(Centricon 10) Fase movil B (extraccion de la muestra) 92:8
Cenftrifugar por 30min a Solucién amortiguadora: metanol. Flujo: 1.5ml/min.
5000 rpm. Inyectar 0.15 Cromatografia de par-idénico. Deteccidn por
mL de sobrenadante absorciéon ultravioleta a 230 nm. Tiempo de elucién de
directamente al sistema. | la amoxicilina 34.8 min.

12 | 0.5 mL de plasma + 0.25 Dos columnas analiticas: CP Microspher C18 5 mm
mL solucién precipitante. | (100 x 4.6 mm D.l.), separadas por una vdlvula
Agitar Tmin y centrifugar | “switching”.

a 2400 rom durante 10 Guarda columna: Spherisorb S5 ODS (20x 4 mm D.1.).
min. 0.45 mL de Fase de la primera columna: 10-11% de metanol en

sobrenadante se amortiguador de fosfatos pH 7.4 y de

fransfieren a un vial que | hexanosulfonato de sodio. La segunda columna 30-
contiene 0.5 mL de 35% de metanol en amortiguador de fosfatos pH 7.4,
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solucion para ajustar pH | 10 y hidrogensulfonato de tretahexilamonio .
(pH 5.4), mezclar e Cromatografia de par-idnico
inyectar directamente al

sistema.

13 | La muestra de suero se Columna analitica Chromspher C 18, 250x4.6 mm D.l.
inyecta directamente al | 5 um tamano de particula.

sistema. Guardacolumna con superficie semi-permeable
(10x3mm, 5mm tamano de particula). Fase movil de
lavado 98:2 acetonitrilo: 0.1M Na2POs. Fase de
elucion: 85.5:14.5 acetonitrilo: 0.1M Na2POs.
Cromatografia en fase reversa.

Deteccidn por absorcion ultravioleta a 234 nm

En el método desarrollado por Muth Peter y colaboradores'!, se reporta un tiempo de
retencién para la Amoxicilina de aproximadamente 30 min, lo que implica corridas
analiticas largas. El empleo de dos columnas analiticas propuesto por Carlgvist Jan y
Westerlund Douglas'2, y la posterior derivatizacion de la Amoxicilina con fluorescamina
se tfraducen en largos tiempos de tratamiento de la muestra. Por Ultimo Zijtveld J. Van y
colaboradores'3 emplean suero como matriz biolégica de trabajo.

Tabla 3. Métodos reportados para la cuantificacion de Amoxicilina en plasma 'y
extraccion en linea.




3. JUSTIFICACION

El propdsito de este trabajo es disenar y validar un método bioanalitico para
cuantificar la Amoxicilina en muestras plasmaticas por cromatografia de liquidos
de alta resolucién (CLAR), con ventajas sobre los métodos antes reportadoss1328
en cuanto a la sensibilidad, rapidez en la preparacidon de las muestras,
confiabilidad y ademds involucre el uso de reactivos mdas accesibles. El método
serd utilizado durante el estudio de bioequivalencia, para lo cual es necesario
tomar en cuenta los criterios de validacion de métodos analiticos establecidos en
la NOM-177-SSA1-1998!.
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4 OBIJETIVO

4.1 Objetivo general

Desarrollar (disenar) y validar un método analitico para la cuantificacion de
Amoxicilina en plasma humano, altamente sensible y selectivo por Cromatografia
de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) que cumpla con la normatividad nacional

vigente.

4.2 Objetivos particulares

- Realizar una revision bibliografica enfocada hacia los aspectos de la
Amoxicilina que permitan delimitar las caracteristicas que debe tener el

método analifico.

- Obtener condiciones cromatograficas: (1) Selectivas que permitan separar
a la Amoxicilina de los compuestos enddgenos del plasma, (2) Robustas y

(3) Reproducibles.

- Obtener condiciones cromatograficas y del fratamiento de la muestra que
nos permita obtener un método lo suficientemente sensible capaz de

caracterizar el rango requerido.

- Validar el Método Analitico propuesto segun los criterios de la NOM-177-
SSA-1998.
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5. DISENO EXPERIMENTAL

5.1 Sustancias de referenciaq, reactivos y equipo

Sustancias de referencias
Nombre: Amoxicilina USP. Lote i

Nombre: Enalaprilat USP, lote H

Reactivos
Agua HPLC Acetonitrilo HPLC
Acido perclérico RA Acido 1-Octanosulfénico RA
Hidroxido de sodio RA Fosfato monobdsico de sodio RA

Acido ortofosférico RA

Equipo

El sistema empled un Cromatografo de liquidos de alta resolucion acoplado a
detector UV, equipado con controlador capaz de realizar gradiente, valvula de 6
vias para dos cambios, una columna Zorbax SB-C18 de 4.6 mm X 250 mm con
tamano de particula de 5 um, columna Xterra RP18 con tamano de particula de 5
um, automuestreador con control de temperatura y horno de control de

temperatura en la columna.

5.2 Parte Experimental: Resultados y andlisis

5.2.1 Desarrollo (diseno) del método analitico para cuantificar Amoxciilina en
plasma

Como se menciond en la introduccion, el diseho o desarrollo del método
analitico? es parte importante de la validacion, este se enfoca a disenar una

metodologia robusta, capaz de cumplir con los criterios de aceptacion
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requeridos. La secuencia 6ptima de los experimentos no se indica en ninguna
guia de desarrollo o validacion, si no que depende del método en si mismo.
Durante el presente desarrollo se disenaron los experimentos en forma secuencial,
retGndose cada una de las caracteristicas o pardmetros a cumplir con los criterios
de aceptacién requeridos. A continuacién se muestra la lista de experimentos

evaluados durante el diseno:

1. Selectividad y Recuperacion absoluta ( optimizacion de la separacion y del
procesamiento de la muestra)

2. Precision

3. Linealidad, limite de cuantificacion y rango

4. Exactitud a diferentes concentfraciones

5

Tolerancia

5.23.2

5.2.3.3 Evaluacion de la selectividad y recuperacion absoluta del método

Es recomendable evaluar la selectividad junto con la recuperacion absoluta. Un
método podria ser selectivo, pero con un recobro tal que la sensibilidad sea
insuficiente. Aunque la norma NOM-177-SSA-1998 no exige un determinado por
ciento de recuperacion absoluta es recomendable que este sea muy cercano al
100%. Porcentajes de recobro altos aseguran que la sensibilidad del método sea

lo adecuada.

5.2.3.4 Diseno del sistema cromatografico
Considerando las caracteristicas  fisicoquimicas de la molécula vy el
comportamiento cromatogrdafico reportado en la revision bibliograficas, se disend

el sistema cromatogrdfico siguiente (se usé como referencia el método reportado
por Muth Peter!?).
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Variables Condiciones cromatogrdficas
Columna
Dimensiones (longitud y D.l) 250x4.6mm
Tamano de particula Sum
Fase estacionaria ZORBAX SB C 18*
Fase Movil
pH pH 2.5*
Concentracién del Fosfato de sodio monobdsico NaH2PO4
Pariénico® y Octanosulfonato de sodio10 mM*
Proporcién de la fase movil 75:25, v/v amortiguador: ACN*
Flujo 1.5 mL/min*
Volumen de inyeccién 100 pL
Temperatura de la 45 °C

Tabla 4. Sistema cromatogrdfico 1.*El Articulo publicado Muth Petery cols.!!
sirvio como referencia para establecer estos pardmetros.

Con el sistema cromatografico 1 (ver la Tabla 4) se determind la sensibilidad del
método y algunos pardmetros cromatograficos especificos de la Amoxicilina
como son: (1) el tiempo de retencion y (2) la simetria de la sefal cromatogrdfica.
En la Figura 1 se muestra el cromatograma tipico de la Amoxicilina en solucion
acuosa (20ug/mL), de la figura se observa que el tiempo de retencion es de
aproximadamente 10 min con una senal cromatogrdfica bien definida cuando se
analizan estdndares acuosos y un factor de simetria de 1.2. El sistema
cromatogrdfico disenado fue capaz de trabajar en el rango de concentraciones
propuesto (0.2 a 25 uyg/mL), en forma selectiva. Con esto se concluyo el diseno del

sistema cromatogrdfico.
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Figura 1. Cromatograma de Amoxicilina en solucion acuosa (20ug/mL).

5.2.3.5 Diseno del procesamiento de la muestra

Una vez establecido el sistema cromatogrdfico, el siguiente paso fue disenar el
método de procesamiento de la muestra. Se evalué el porcentaje de

recuperacion absoluta para cada uno de los procesamientos propuestos.

La Amoxicilina se comporta como un zwitterion( * HsN-RO -) en el rango de pH de
3-6, como cation a un pH cercano a 2 y como anidén a pH cercano a 7.2; d
cualquier valor de pH, la molécula se encuentra ionizada. En los antecedentes
(ver la monografia de la Amoxicilina) se presenta que el coeficiente de particion
aparente en iso-butanol (2-metilpropanol) es de 0.79 a 37°C a un pH entre 1-33. En
los métodos reportados utilizan dcidos y disolventes orgdnicos como agentes
precipitantes seguidos de una extraccion en fase sdlida, ninguno reporta
extraccion liquido- liquido. Considerando la informacién anterior se evaluaron los
siguientes métodos de procesamiento?s: (1) la precipitacion de las proteinas y (2)

la precipitacion de las proteinas seguida de la extraccion en fase solida.
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Con respecto al primer método de procesamiento, se probaron dos agentes
precipitantes: el metanol y el dcido perclérico al 40 %. Los resultados de estos
experimentos se pueden observar en la Tabla 5. De los resultados se observa que
la precipitacion selectiva de proteinas con metanol no es eficiente (ver Figura 2)
ya que existen senales que interfieren con la senal cromatogrdfica de la

Amoxicilina.

La eficiencia mejora notablemente cuando se emplea dcido perclérico como
agente precipitante. Este permite obtener zonas libres de interferencias al tiempo
de retencion de la Amoxicilina, asi como un recobro aproximado del 60%. El uso
del acido perclorico tiene la desventaja de generar pH menores a 2, afectando la
estabilidad de la molécula. Para asegurar la estabilidad de la Amoxicilina en la

muestra, se ajusta el pH final de la muestra a 3 con hidréoxido de sodio 2 N.

PRECIPITACION DE PROTEINAS

EXPERIMENTO 1: METANOL RESULTADOS
250 pL plasma + 500mL Metanol El método de extraccidn no permite
Agitar en vortex por 3 min obtener zonas libres de interferencias al

Centrifugar a 3500 rom. por 10 min a 4 tiempo de retencidén de la Amoxiciling,
°C por tanto la recuperacién absoluta no
Separar sobrenadante, evaporar vy fue evaluada.

reconstituir en fase movil.

EXPERIMENTO 2: ACIDO PERCLORICO RESULTADOS

800 L plasma + 60 uL HCIO4 al 40% -Las muestras blancos empleadas en
Agitar en vortex por 1 minuto este experimento no presentan
Centrifugar a 3500 rom por 10 minutos a | interferencias, al tiempo de retencién de
4°C la Amoxicilina.

Inyectar una alicuota del sobrenadante B
-La recuperacion absoluta de la

Amoxiciina con este método es de

Tabla 5. Evaluacion de la selectividad del método con el uso de agentes
precipitantes.
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Figura 2. Eficiencia del fratamiento de la muestra por precipitacion selectiva en
plasma humano adicionado con Amoxicilina (20 ug/mL). (A) Precipitacion con
metanol. (B)Precipitacion con HCIO4 al 40 %.

Aunqgue la eficiencia de la precipitacién con dacido perclérico al 40 % es
adecuada se observd que al redlizar inyecciones sucesivas a la columna ésta
pierde eficiencia ocasionando irreproducibilidad en los resultados. Por lo tanto, se
planted incorporar la extraccion en fase sélida de las muestras (segundo método
propuesto), mediante el uso de la cromatografia bidimensional para evitar la
pérdida de eficiencia en la columna. La extraccion en fase sdlida se realizd en

linea, posterior a la precipitacion de proteinas con el dcido perclérico al 40%.
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5.2.3.6 Estrategia para implementar la extraccion en linea en fase sélida
(cromatografia bidimensional)

Los procedimientos cromatogrdficos con columnas acopladas (cromatografia

bidimensional?2 2324) consisten de dos etapas:

a) Introduccién de la muestra al sistema

b) Transferencia de la muestra en la columna C1 ala C2.

a) Introduccién de la muestra al sistema

Durante la introducciéon de la muestra al sistema, los dos pardmetros mads
importantes que se deben evaluar son: (1) La eleccion de la primera columna
separadora o de extraccion (C-1) y (2), y la fuerza eluotrépica de la fase movil

utilizada para la extraccion (M-1).

Se selecciond la columna de extracciéon y se caracterizé el fiempo de retencion

de la Amoxicilina, empleando fases moviles con diferente composicion.
I.  Columnas de extraccion “C1” evaluadas:
a. Oasis HLB 2.1x20 mm, 2.5 ym de tamano de particula
El empaque de los cartuchos Oasis HLB es un copolimero macroporoso constituido
por una proporcion de dos mondmeros, divinilbenceno (lipofilico) y N-

vinilpirrolidona  (hidrofilico). Con el empaque Oasis HLB pueden extraerse

compuestos acidos, bdsicos y neutros, tanto polares como no polares.
b. Xterra RP 18 3.9*20 mm y 5 um de tamano de particula.

El empaque de los cartuchos Xterra RP 18 presenta una estructura molecular tal
gue la concentracién de silanol se reduce en la superficie, ademds de incorporar
un grupo polar embebido que mejora la forma del pico y permite una mayor

humectacion con fases moviles 100% acuosas.
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II.  Fases moviles de extraccion “M1" evaluadas:

La composicion de la fase moévil “M1" en todos los casos estuvo constituida por
soluciéon amortiguadora de fosfatos-octanosulfonato 10 mM, pH 2.5 y acetonitrilo
a diferentes proporciones. Se evaluaron proporciones con una fuerza de elucién
baja (La proporcion del disolvente orgdnico no fue mayor al 30 porciento). La
evaluacion del tiempo de retencidon se hizo conectando directamente la
columna C-1 al detector, se realizaron inyecciones tanto de soluciones acuosas y

plasmdaticas. Los resultados observados se muestran en las Tablas 6y 7.

En la columna Oasis con una fase moévil cuya proporcion fue de 90:10 de solucion
Amortiguadora: acetonitrilo, el fiempo de retencion de la Amoxicilina es de
aproximadamente 5.8 minutos, la senal cromatrogrdfica no es definida, el ancho

de banda de la senal es de aproximadamente 4 minutos.

En la columna XTerra con una fase moévil a una proporcion de 95:15 de solucion
amortiguadora: acetonitrilo, el tiempo de retencién de la Amoxicilina fue de

aproximadamente 5 minutos con una senal cromatografica bien definida.

La columna oasis no fue adecuada para la extraccion en linea debido a que
presenta una dispersion de banda muy grande originada por la baja eficiencia
de su fase estacionaria; contra lo que se observa en una columna XTerra. La alta
dispersion de la banda podria originar irreproducibilidad en el porcentaje de
recuperacion. Por lo tanto, se empleo la columna XTerra como la columna de
extraccion. La columna XTerra permite eliminar las interferencias de la muestra
que eluyen a partir del tiempo cero hasta los primeros 4.5minutos
aproximadamente, sin poner en riesgo el porcentaje de recuperacion de la

Amoxicilina.
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Columna Oasis HLB 2.1x20 mm

Proporcion de la fase Resultados Cromatograma
movil “M1”
90:10 Dada las caracteristicas 020
fisico-quimicas de la )
Amoxicilina, su g 0407
comportamiento £ ]
$ 0.304
cromatografico en este . 1
tipo de columna produce "‘f 0_20_:
una senal coleada (poco ";: ]
simétrica). La Amoxicilina E 0.10+
comienza a eluir a partir
0.00 -

de los 2 min

aproximadamente

LI K TR S PR A T D R R

L e e o
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00

Minutos

Tabla é. Caracterizacion de los tiempos de retencion de la Amoxicilina en la

columna Oasis HLB 2.1x20 mm.
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Columna Xterra RP 18 3.9%20 mm

Proporcién de la fase

Resultados Cromatograma
movil “M1”
3.00 -
. 2
el
2.50 o
Ll
8
- ]
2 j g
% 2.004 =
'E ] rG
S i
o 4 \81
< 1.50 ld|
75:25 Poca retencion = “
{ ] '
?-: 1.00 |
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] c = ‘
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0.50 1.00 1.50 2.00
Minutos
3.0
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- J
g ]
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2 1.50]
o 8
80:20 Poca retencion = 1 I
q" .
B 1.004 /
3 ]
= 1 b=\
> ] G
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153 B\
7 . @ | ¥
19 © s
0.00—:7‘}\‘]{4% I//I T " T T ‘I‘?\l n| T T T T
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Minutos

Tabla 7.Caracterizacion de los tiempos de retencion de la Amoxicilina en la
columna Xterra RP 18 3.9*20 mm en diferentes proporciones de la fase maovil.
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Columna Xterra RP 18 3.9%20 mm

85:15

Poca retencion

Unidades de Absorbancia
g
[

2913

o
tN—
;Mo

||

Amoxicilina

1-4.629

2.00 400
Minutos

95:15

Tiempo de retencién

6ptimo.

Unidades de Absorbancia

o

5.138 Amoxicilina

2.200
2.745

12,00 4.00 6.00
Minutos

Tabla 7. Caracterizacion de los tiempos de retencion de la Amoxicilina en la
columna Xterra RP 18 3.9*20 mm en diferentes proporciones de la fase maovil
(continuacion de la Tabla 7).




En resumen, se definid como columna de extracciéon (C-1) a la columna XTerra,
con una fase movil de extraccion “M1" cuya composicion fue del 95:5 de solucidn
amortiguadora: acetonitrilo. La fase movil asegura un mayor tiempo de
extraccioén sin poner en riesgo el recobro de la Amoxicilina, con un fiempo de
extraccidon propuesto de 4.5 minutos. Este tiempo de extraccidn propuesto
asegura que la Amoxicilina permanece retenida en la columna de extraccion sin

ser eliminada con las interferencias.

b) Transferencia de la muestra de la columna C1 a la columna C2 mediante
la fase movil de elucion “M2”

Después de la eleccion de la columna de extraccion (C-1=XTerra) y de la
composicion de la fase moévil de extraccion asi como del tiempo de extraccion;
se determind el tiempo de transferencia o de elucion de la Amoxicilina de la
columna C1 a la columna C2, cuando ambas columnas estdn conectadas en

serie.

En la columna C-2 se lleva a cabo el andlisis de la muestra transferida,
realizindose una separacion y deteccidn convencional de los compuestos de
interés, después de haber eliminado la mayor parte de los interferentes. La
columna C2 serd la misma que la indica en la Tabla 4 (Zorbax SB C18), sélo se
evaluardn proporciones diferentes de la fase moévil “M2”, con una mayor fuerza
de elucidn que la fase movil “M1". El tiempo de elucion o de transferencia
necesariamente debe ser menor que el establecido para la de extracciéon, ya
que la elucion ocurre mds rapidamente por el cambio de composicion de la fase

movil. En nuestro caso se establecié empiricamente de 2 minutos.

La composicidon de la fase M2 evaluadas y los resultados de estos experimentos se
muestran en la Tabla 8. Para cada una de las condiciones evaluadas el tiempo
de extraccion fue de 4.5 minutos y el de elucion 2 minutos con un flujo de 1.5 mL

por minuto para ambas fases.
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Fase movil Observaciones Cromatograma
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Tabla 8. Caracterizacion de los tiempos de retencién de la Amoxicilina en un

sistema de cromatografia bidimensional.
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De los cromatogramas de la Tabla 8 se observa que las 2 primeras de fases de
elucion (M2) evaluadas no permiten separar las interferencias de la matriz de la
senal cromatogrdfica de la Amoxicilina, es decir, son poco selectivas. La
proporcion 82:18 de solucidn amortiguadora: acetonitrilo resultd ser la mads
adecuada, ya que permite obtener zonas libres de interferencias al tiempo de
retencion de la Amoxicilina. Una vez definidas las caracteristicas del sistema
cromatogrdfico, adecuadas para asegurar la selectividad del método se evalud

el porcentaje de recuperacion absoluta.

El porcentaje de recuperacion absoluta obtenido con el método hasta ahora
propuesto fue del 40%. Para optimizar el porcentaje de recuperacion absoluta, se
modificod el tiempo elucidn de 2 a 2.5 min y el por ciento de recuperaciéon se
incrementd al 50%. Asimismo, se disminuyo el fiempo de exfraccion de 4.5 a 3
minutos, pero el porcentaje de recuperacion no mejord sustancialmente. Se
establecid el tiempo de extraccion en 3 minutos para disminuir el tiempo total de
la corrida, ya que se demostré que no afectaba el porcentaje de recobro. Los
blancos de plasma analizados con el método de procesamiento de las muestras

propuesto no muestran interferencias al tiempo de elucién de la Amoxicilina.

Para evaluar la selectividad del método para los metabolitos se analizdé con el
método propuesto dos muestras de plasma provenientes de un sujeto sano al que
se le administré una tableta de Amoxicilina de 500mg. Las muestras analizadas
correspondieron al tiempo cero y 1 hora después de la ingesta (este tiempo

corresponde al t *zde la Amoxicilina reportado en la bibliografia 3). Se observo

que la muestra al tiempo cero no presentd senales al tiempo de retencién de la

Amoxicilina y la muestra de 1 hora presentd sélo la senal debida a la Amoxicilina.

Para evaluar la selectividad del método a posibles productos de degradacion
producidos durante el procesamiento o almacenamiento de las muestras, se
comparod la respuesta obtenida en soluciones acuosas recién preparadas contra
la respuesta obtenida en las muestras plasmdaticas después de procesar y durante

su almacenamiento en el disolvente de inyecciéon, realizando la correccion
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debidas al recobro del método. Se observdé que la muestra es estable a las
condiciones de procesamiento disenadas y permanece estable hasta por 48

horas a 401C.

5.2.2 Evaluacion de (1) la linealidad, (2) rango y (3) limite de cuantificacién

Una vez evaluada la selectividad y la recuperacion absoluta del método, se
evalud la linealidad, la precision y la exactitud en el rango de concentraciones
comprendido enfre 0.2ug/mL-20ug/mL de Amoxicilina. En la Figura 3 se muestra un
cromatograma representativo del limite de cuantificacion (0.2ug/mL). De la
evaluacion de la linealidad se observd una irreproducibilidad de los resultados,
por lo que fue necesario usar un estadndar interno para la cuantificacion de la

Amoxicilina.
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0.02-

Unidades de Absorbancia

%‘E Amoxicilina — 8.970

0.00

b 1 I 1 1 ‘ 0
5.00 10.00 15.00

Minutos

Figura 3. Cromatograma representativo del limite de cuantificacion de
Amoxicilina en plasma obtenido con el método propuesto (0.2 ug/mL).

Para la seleccidon del estdndar interno, se evaluaron diferentes sustancias con una
estructura similar a la Amoxicilina, en la Tabla 9 se presentan las estructuras de las

sustancias evaluadas asi como los resultados obtenidos.

51



Nombre Estructura Observaciones

El tiempo de retenciéon de la

‘N*Z " ampicilina fue de
o Ny W §\1 . .
\ﬁ/’é'\f&/s\ 7; aproximadamente 20 minutos.
"o
Ampicili /\/7/§1\% Se observa que la Ampicilina se
mpicilina 3 o
o Vs degrada facilmente a las

condiciones de
almacenamiento de las

muestras en el inyector.

El tiempo de retenciéon de la

dicloxacilina fue mayor a 20

Dicloxacilina minutos.

Su fiempo de retencién fue de

aproximadamente 12 minutfos.

(o]
Enalaprilat e )\\/ 0 Es estable en las condiciones
CH \ .
CH de almacenamiento en el
] HC o .
4 inyector.

Tabla 9. Lista de sustancias evaluadas como estdndar interno.

De las sustancias evaluadas el Enalaprilat resultd ser la mds adecuada, porgue no
interfiere con la Amoxicilina, es estable en el disolvente de inyeccion y puede
extraerse con el método propuesto, con un recobro muy similar al de la
Amoxicilina (el porcentaje de recuperacion absoluta es del 60%

aproximadamente).

Se evalud la linealidad, la precision y la exactitud empleando como respuesta la
relacion que existe entfre el drea de Amoxicilina y el Enalaprilat. Los resultados

cumplieron con los criterios de linealidad, precision y exactitud del método
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indicados en la norma (NOM-177-SSAT1-1998)!. Con base en los resultados
obtenidos se concluye el proceso de diseno o desarrollo y comienza la validacién
del método. En la Figura 4 se muestran cromatogramas tipicos obtenidos de la

evaluacion de la Linealidad, precision y exactitud, antes de iniciar la validacion.
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A) Blanco de plasma B) Amoxicilina pag/mL C) Amoxicilina pg/mL

Figura 4. Cromatogramas tipicos obtenidos con las condiciones cromatogrdficas y de
exfraccion de la muestra del método propuesto. A) blanco de plasma. B) Amoxicilina 0.2
ug/mL. C) Amoxicilina Tug/mL.

5.2.3 Resumen del método cromatografico propuesto

5.2.3.7 Sistema cromatogrdfico

» Parala elucién y deteccion:
La fase moévil de elucion es una mezcla de fosfato de sodio monobdsico 30 mM-
Octanosulfonato de sodio 10 mM, pH 2.5 y acetonitriio en una proporcion 82:18
v/v con un tiempo de elucidon de 2.5 minutos. La separacion se lleva a cabo en

una columna ZorbaxSB C18 250x4.6mm y 5 um de tamano de particula a una
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temperatura de 45°C y un flujo de 1.5 mL/min. La temperatura del inyector es de
4°C. La deteccion se realiza a una longitud de onda de (A) 230 nm.

» Parala extraccion:
Para la extraccion en linea se emplea una columna XTerra RP C18 de 3.9x20mm vy
5um de tamano de particula. La fase movil de extraccion es una mezcla de
fosfato de sodio monobdsico 30 mM-Octanosulfonato de sodio 10 mM, pH 2.5y
acetonitrilo en una proporcion 95:5 v/v, y el tiempo de extracciéon es de 3 minutos.

Esta se realiza sin control de temperatura y un flujo de 1.5 mL/min.

5.2.3.2 Procesamiento de la muestra

- Transferir 0.8 mL de la muestra a un tfubo eppendorf de 1.5 mL

- Adicionar 30 uL estadndar interno (Enalaprilat a una concentracion de 20
Mg/mL)

- Adicionar 40 uL del dcido perclérico al 40 %

- Homogeneizar con agitador fipo vortice durante 1 min y centrifugar a 3500
rom durante 10 min a 4°C.

- Transferir el sobrenadante a un vial de vidrio que contenga previamente 50
UL de hidréxido de sodio 2N, homogeneizar con pipeta pasteur y transferir a
insertos.

- Inyectar 150 yL al sistema cromatografico.
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5.2.4 Validacion del método analitico

De acuerdo con lo establecido en la NOM-177-SSA1-1998!, referente a la
validacion de los métodos analiticos para pruebas de Bioequivalencia, se

validaron los siguientes pardmetros:

1. Rango 6. Estabilidad

2. Recuperacién Absoluta 6.1 Estabilidad de la muestra sometida a

varios ciclos de congelaciéon-de

3. Linealidad 6.2 Estabilidad de la muestra en el
disolvente de inyeccién.
4. Precisidn 6.3 Estabilidad de las muestras a
temperatura ambiente.
4.1 Repetibilidad 6.4 Estabilidad de la muestra a
condiciones de almacenamiento a largo
4.2 Reproducibilidad 7. Limite de Cuantificacion
5. Exactitud 8. Limite de Deteccion

9. Selectividad

Por ofra parte, se establecieron los siguientes criterios de aceptacion de la corrida

analitica:

» Las soluciones: (1) blanco de reactivos (BR) y (2) blanco de plasma (BP) no
deben presentar senales que interfieran con las senales cromatogrdficas
de los compuestos de interés (Amoxicilina y Enalaprilat).

+ La respuesta de 5 inyecciones sucesivas de la solucion de adecuacion
deben presentar un coeficiente de variacion menor o igual al 2.0 %.

« El porcentagje de la diferencia de la concentracion cuantificada para cada
uno de los puntos de la curva es menor al £ 15.0%, con respecto a la
concentraciéon nominal y menor al £20.0% para el punto mds bajo de la

curva (0.2 g/mL).
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« El porcentaje de diferencia de la concentracion interpolada con respecto
a la concentracion tedrica en los puntos control no es mayor al £15.0%; y
no mds de dos puntos podrdn diferir de este limite, siempre y cuando sean

de diferente nivel.

5.23.3 Rango

Los puntos mdximos y minimos del rango fueron obtenidos a partir de las
propiedades farmacocinéticas -concentracion plasmdatica mdxima y tiempo de

vida media de la Amoxicilina (ver monografia).

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998! el intervalo de concentraciones que define
al rango debe por lo menos cubrir el 80% del drea bajo la curva de concentracion
plasmdatica, para lo cual la concentracion minima del rango debe ser cercana a
la concentracion plasmdtica esperada en la cuarta vida media de la Amoxicilina
(ver Tabla 10). Y la concentracidn mdaxima del rango debe seleccionarse con

base en el Cmax de la Amoxicilina.

En el caso particular de la Amoxicilina, ésta presenta una alta variabilidad de Cmax
para una dosis de 500 mg reportada?® (5.9 — 10.8 ug/mL), probablemente por una
variabilidad interindividual genética. Por consiguiente para nuestro estudio se
selecciond la concentracion correspondiente a 2.5 veces la Cmax de la

Amoxicilina.

En resumen el intervalo de concentraciones de Amoxicilina que define al rango
de trabajo estd determinado por la concentraciéon minima de 0.2 ug/mL y una

concentraciéon mdxima de 25 ug/mL de Amoxicilina.

Tiempo de Concenfracién de % Absorcion
vida media Amoxicilina en % Eliminacion
olasma (ug/mL) tedrica
(t72)
Cmax=5.900 ]OO% O%
1% 2.9500 50% 50%
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2t 1.4750 25% 75%

3tz 0.7375 12.5% 87.5%
4tV 0.3688 6.25% 93.75%
5t 0.1843 3.125% 96.875%

Tabla 10. Concentraciones mdaximas plasmaticas de Amoxicilina a diferentes vidas

medias®.

5.2.3.4 Recuperacion absoluta

Para evaluar la recuperacion absoluta (recobro absoluto) se prepararon
soluciones de Amoxicilina en plasma a las concentraciones, dentro del rango, de
0.5, 6.0y 20 ug/mL; y soluciones acuosas a las mismas concentraciones. Las
soluciones acuosas fueron inyectadas directamente en la columna, sin pasar por
la columna de extraccion. El porcentaje de recobro se evaludé al comparar el
drea promedio de los compuestos de interés en plasma con su drea
correspondiente en agua, expresando esta relacion en forma de porcentaje, éste
cdlculo se realizd tanto para la Amoxicilina como para su estdndar interno

(Enalaprilat).

Se establecieron los siguientes criterios de aceptacion:

- El coeficiente de variacion del porcentaje de recuperacion absoluta y del
drea de cada uno de los niveles evaluados de Amoxicilina no debe ser
mayor al 15.0%.

- El promedio del porcentaje de recuperacion absoluta para Amoxicilina no
debe variar en £15.0 % respecto al porcentaje promedio global.

- El coeficiente de variacion del drea del Enalaprilat no debe ser mayor al
15.0%.
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El porcentaje de recuperacion absoluta de la Amoxicilina (48.99%) y el Enalaprilat
(47.69%) es de aproximadamente 48%. Para la Amoxicilina, no varia en +£15.0%
respecto al porcentaje de recuperacion global, para cada uno de los niveles
evaluados. El coeficiente de variacion del drea de ambos compuesto es menor all
+15.0%. En las Tablas 11 y 12 se muestran las dreas de respuesta de la Amoxicilina

en solucién: acuosa y plasma, para los diferentes niveles de concentracion.

MUESTRAS ACUOSAS DE AMOXICILINA
Nivel Réplica Area
Alto 1 3207210 | No. Datos 3
2 3165592 | Promedio 3191494
(20pg/mL) 3 3201681 D.E. 2.260E+04
C.V. 0.71
Medio 1 947194 No. Datos 3
2 952693 Promedio 951413
(6.0 3 954353 D.E. 3.747E+03
L C.V. 0.39
Bajo 1 83185 No. Datos 3
2 82283 Promedio 82718
(0.5 3 82685 D.E. 4.519E+02
PR C.V. 0.55

MUESTRAS PLASMATICAS DE AMOXICILINA
Nivel Réplica Area
Alto ] 1409738
2 1550577 | No. Datos 5
(20 3 1563623 | Promedio | 1529138
4 1577542 DE. 6.80E+04
kg/ml) 5 1544209 C.V. 4.44
Medio ] 479329
2 464620 | No. Datos 5
(6.0 3 465331 Promedio 472664
4 475139 DE. 7.21E+03
Hg/ml) 5 478901 C.V. 153
Bajo 1 40821
2 40784 No. Datos 5
(0.5 3 41061 Promedio 40854
4 40693 DE. 1 40E+02
Hg/mL) 5 40913 C.V. 0.34

Tablall. Rééuperccién absoluta. Areas de las muestras acuosas de Amoxicilina.
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Tabla 12. Recuperacidn absoluta. Areas de las muestras plasmdticas de
Amoxicilina.

En la Tabla 13 se presentan la recuperacion absoluta de la Amoxicilina para cada
nivel y el promedio de recuperacion absoluta.

DIFERENCIA DEL % DE
PORCENTAJE DE RECUPERACION  RECOBRO RESPECTO
ABSOLUTA DE LA AMOXICILINA AL PROMEDIO

GLOBAL

ALTO (20 pg/mL) 4791 -1.08

MEDIO (6.0ug/mL) 49.68 0.69

BAJO (0.5 ug/mL) 49.39 0.40

Tabla 13. Porcentaje de recuperacion absoluta de la Amoxicilina. La recuperacion
absoluta se evalud al comparar el drea promedio de la Amoxicilina en plasma
con su drea correspondiente en agua expresando esta relacion en forma de
porcentagje.

En las Tablas 14 y 15 se presentan las dreas de respuesta del Enalaprilat (El) en
solucion: acuosa y plasma, para los diferentes niveles de concentracion (bajo,
medio y alto); reportando el promedio, la desviacion estdndar (D.E.) y el
coeficiente de variacion (C.V.) de cada nivel.

MUESTRAS ACUOSAS DE ENALAPRILAT
Nivel Réplica Area
(ug/mL)
] 2056217
Alto 2 2021500
(20 ug/mL) 3 2056014
] 2041281
. 2 2045516
Medio 3 2051736
(6.0 pg/mL)
] 2043327
. 2 2009854
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| 3 2022790

No. Datos 9
Promedio 2038693
D.E. 1.670E+04
C.V. 0.82

Tabla 14. Recuperacién absoluta. Areas de las muestras acuosas del Enalaprilat.

En la Tabla 15 se presenta el porciento de recuperaciéon absoluta del Enalaprilat
(47.69 %)

MUESTRAS PLASMATICAS DE ENALAPRILAT
Nivel Réplica Area
1 896506
Alto 2 979144
3 979421
(20 Hg/ml) 4 976481
5 979059
1 981211
Medio 2 966488
(6.0 pg/ml) 3 985552
4 985652
5 987293
1 970294
Bajo 2 974570
(0.5 pg/ml) 3 979490
4 969589
5 973520

No. Datos 15
Promedio 972285
D.E. 2.182E+04
C.V. 2.24
% de Recuperacion
47.69
Absoluta del Enalaprilat

Tabla 15. Recuperacién absoluta. Areas de las muestras plasmdticas
del Enalaprilat y el porciento de recobro.
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5.2.3.5 Llinealidad del método

Para caracterizar la funcién respuesta del método se prepararon tres curvas de
calibracién de manera independiente (por dia) en plasma, cada curva
constituida por 11 puntos dentro del rango determinado (0.2-25 ug/mL). Aunque
la NOM-177-SSA1-1998 recomienda utilizar de 6-8 puntos dentro del rango, en este
método se decidié emplear 11 puntos con la finalidad de caracterizar mejor la
relacion lineal entre la concentracion (x) y la respuesta (y) como lo recomienda la
guia europea (EURACHEM, 1998)1¢,

Para cada una de las curvas generadas se evalud su calidad de ajuste a un
modelo lineal (y=mx+b)*. La FDA? establece, a fin de determinar la linealidad del
método, la interpolacion de las respuestas (dreas) experimentales (y) en la recta
generada y obtener las concentraciones calculadas(x) de Amoxicilina para cada
punto correspondiente (y por dia); y asi determinar la diferencia porcentual entre
la concenfracion calculada y la concentracion nominal. Esta diferencia no debe
ser mayor al £15.0%, excepto para el limite de cuantificacion el cual puede diferir
hasta un £20.0%.

Adicionalmente, en este estudio, primero se demostrd la linealidad de la curva de
calibraciéon a través del andlisis de las varianzas y mediante una grdfica de
residuales para demostrar la homogeneidad de éstas. En segundo lugar se

determind la diferencia porcentual antes mencionada.

JUSTIFICACION DE LA HOMOGENEIDAD DE LA VARIANZA

'N. b. La relacién matematica lineal representada por la férmula y=mx+b; donde la (1) variable
independiente “x" representa a la concentracion nominal y la (2) variable
dependiente "y" representa a la respuesta, expresada como la relacion entre las
dreas de la Amoxicilina y del Enalaprilat; (3) “m” representa a la pendiente de la

rectay (4) “b" designa a la ordenada al origen.
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En la Tabla 16 se muestran los valores de “x": concentracidn nominal de
13 ",

Amoxicilina y "y": respuesta (Grea Amoxicilina/drea Enalaprilat) de cada curva de

calibracién para evaluar la linealidad del método bioanalitico por dia.

Concen!rqcién Respuesta
Nominal .z ; . .
Amoxicilina (relacion de areas Amoxicila/Enalaprilat)

(ug/mL) Dia 1 Dia 2 Dia 3
0.2 0.0181 0.0181 0.0268
0.4 0.0346 0.0323 0.0494
0.8 0.0684 0.0635 0.0959
1.0 0.0827 0.0807 0.1121
2.0 0.1611 0.1504 0.2224
2.5 0.2077 0.1900 0.2743
5.0 0.4224 0.3906 0.5696
10.0 0.8361 0.7691 1.1050
14.0 1.1291 1.0796 1.5648
19.0 1.5950 1.4632 2.0848
25.0 2.3080 1.9278 2.8232

Tabla 16. Curva de calibracion para la evaluacion de la linealidad del método.

Se determind la ecuacion de la recta por el andlisis de regresion lineal por el
método de minimos cuadrados con un a=5%. En la Grdfica 1 se muestra la
relacion lineal entre la concentracion (x) y la respuesta (y) para cada curva

independiente de cada dia.
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Grdfica 1. Linealidad del método

En la Tabla 17 se muestran los resultados de la regresion lineal por dia.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
n 11 11 11
b -0.01943 0.00104 =£0.00259 0.00056
m 0.08857 0.07702 0.11167
r 0.9976 1.0000 0.9999
r2 0.9952 1.0000 0.9997

Tabla 17. Resultados del andlisis por minimos cuadrados obtenidos de las curvas
de calibracion por cada dia. (n=numero de puntos a concentraciones diferentes
de Amoxicilina, b= ordenada al origen, m=pendiente, r=coeficiente de
correlacion, r’=coeficiente de determinacion y C.V.= coeficiente de variacion).

Dado que para cada valor de “x" existe una subpoblacion de valores de "y"; vy
para que los procedimientos de inferencia estadistica de estimacién y prueba de
hipdtesis sean vdalidos estas subpoblaciones deben seguir una distribucidn normal.

Ademds es importante analizar que todas las varianzas de las subpoblaciones de
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y" sean iguales, para lo cual se estudié la homogeneidad de las varianzas de la

subpoblacion de "y a través de una grafica de residualest.

GRAFICA DE RESIDUALES
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Grdfica 2. Andlisis de residuales.

En la Grdfica 2 se muestra el andlisis de residualest. Observando que el error se
incrementa con la concentracion, denotando una heterogeneidad en las
varianzas, es decir un incremento en la varianza en funcién de la concentracion;
por lo tanto el postulado de la homogeneidad de las varianzas de la
subpoblacion de "y" no es justificado; por consiguiente se determind utilizar un
factor de transformacion (logio) para obtener un ajuste mejor al modelo

matemdtico lineal.
1. AJUSTE DE LOS DATOS POR UN FACTOR TRANSFORMANTE (Logio)

En la Tabla 18 se muestran los valores tfransformados de la concentracidon nominal
de Amoxicilina (logio x) y la respuesta (Logioy) de cada curva de calibraciéon por
dia.

tCfr. KARNES, T., SHIU, G. & SHAH, v. (1991) Validation of bioanalytical methods,
Pharm. Resh. 8(4), p. 423.
iN.b. Los residuos son obtenidos por la diferencia entre el valor de “y”

experimental y el valor de "y" predicho por el modelo lineal versus las "'y
(respuestas) experimentales de las curvas de calibracion.
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Logio
(Concengfracién) Logio (Respuesta)
Logo X Logio Y
Dia 1 Dia 2 Dia 3

-0.6990 -1.7421 -1.7423 -1.5725
-0.3979 -1.4608 -1.4909 -1.3062
-0.0969 -1.1650 -1.1971 -1.0182
0.0000 -1.0827 -1.0932 -0.9505
0.3010 -0.7930 -0.8228 -0.6529
0.3979 -0.6826 -0.7212 -0.5617
0.6990 -0.3743 -0.4083 -0.2444
1.0000 -0.0777 -0.1140 0.0434
1.1461 0.0527 0.0332 0.1945
1.2788 0.2028 0.1653 0.3191

1.3979 0.3632 0.2851 0.4507

Tabla 18. Curva de calibracion para evaluar la linealidad del método bioanalitico,

a partir de los valores transformados, aplicando el logio a cada variable
involucrada (independiente y dependiente).

En la Grdfica 3 se muestra la relacion lineal entre el logio de la concentracion (x)

versus el logiode la respuesta (y) para cada curva independiente por dia.

Se determind la ecuacion de la recta por el andlisis de regresion lineal por el

método de minimos cuadrados con un 0=5%.

1 CH&I EALIDAD DEL METODO
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Grdfica3. Curvas de calibracién transformadas (logio) por dia.

En la Tabla 19 se presentan los resultados de la regresion lineal por dia obtenidos a

partir de los valores “x" y "y" transformados en (Logo) .

"N bk "

n
b
m
r
r2

Dia 1 Dia 2 Dia 3
11 11 11
-1.06958 -1.09286 -0.92527
0.99582 +0.0197 | 0.97778 £0.016651 | 0.97059 £0.01844
0.9997 0.9997 0.9997
0.9993 0.9995 0.9994

Tabla 19. Resultados del andilisis por minimos cuadrados obtenidos de las curvas
de calibracion para cada dia, utilizando el factor de ajuste (logio).

En la Grdfica 4 se presenta el andlisis de residuales generado a partir de los datos
fransformados (logio), en la cual se muestra una correccion o ponderacion del
la concenfracion, esto es un error constante. Por

error con respecto a

consiguiente justifica un mejor ajuste al modelo lineal.
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Grdfica 4. Andlisis de residuales.
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En la Tabla 20 se muestra el andlisis de varianza y el andlisis de regresion de la

curva global calculada con las tres réplicas de la curva de calibracion para

evaluar la linealidad del método.

REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS DDE LA CURVA GLOBAL

Pendiente(B) = 0.98139 suma x = 15.08082
Ordenada (A) = -1.02924 suma Y = -19.16453
n= 33
suma xA2 = 21.8907
Coef.Corr. (r) = 0.99390 suma yA2 = 25.7534
Coef.Det. (r2) = 0.98784 suma xy = 5.9617
promedio x = 0.45699
promedio y = -0.5807
ANALISIS DE VARIANZA
Fuente | Grados
Suma de Media de F F de
de de
i cuadrados cuadrados calculada  tabla
variacion | libertad
Regresion 1.44459E+01 1.44459E+01 5515 431 4.17
Error de
} 31 1.77818E-01 5.73608E-03
regresion
Falta de
9 7.20296E-03 8.00329E-04 0.103 2.34
ajuste
Error
22 1.70615E-01 7.75525E-03
puro

Tabla 20. Andilisis de varianza para un a=5% y andilisis de regresion de la curva
global.

En resumen el factor de transformacion (Logio) ajusta a los datos al modelo lineal,
y éstos serdn empleados para el cdlculo de las concentraciones interpoladas y

determinar la diferencia porcentual.

En la Tabla 20 se muestra el Andlisis de varianza para un a= 5%, generada a partir

de los datos transformados (logio)de las tres curvas obtenidas, en la cual se evalla
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si la relaciobn entre las variables es adecuada vy se puede utilizar
convenientemente con fines de prediccion y estimaciéon. Para la regresion se
observa que la F calculada es mayor que la F de tablas, por lo tanto se rechaza
Ho: B=0 y se acepta Hi:p#0, donde B es la pendiente de la recta. Si B es diferente
de cero, la relacion es lineal. Para la falta de ajuste se observa que la F calculada
es menor que la F de tablas, por lo tanto no se rechaza Ho;lin: “el modelo lineal es
adecuado”, los datos se ajustan bien a un modelo lineal. Por consiguiente se
justifica un mejor ajuste al modelo lineal y es posible predecir y estimar “Y” con

base en los valores dados de “X".

2. DETERMINACION DE LA DIFERENCIA RELATIVA

En la Tabla 21 se presentan las diferencias porcentuales entre la concentracion
calculadad (interpolada) y la concentracidn nominal correspondiente a cada

punto de la curva de calibracién de cada dia.

Dia 1 Dia 2 Dia 3

Concentraci | Concentraci . . | Concentraci | .. . Concentraci . .

Diferenci Diferencia Diferenci

on Nominal on a Relativa on Relativa on a Relativa

(ug/ml) Calculada Calculada Calculada

0.20 0.21120 5.60 0.2167 8.34 0.2153 7.67
0.40 0.40467 1.17 0.3917 -2.09 0.4051 1.28
0.80 0.80201 0.25 0.7824 -2.20 0.8022 0.27
1.00 0.97015 -2.99 0.9992 -0.08 0.9418 -5.82
2.00 1.89567 -5.22 1.8887 -5.56 1.9081 -4.60
2.50 2.44699 -2.12 2.3993 -4.03 2.3688 -5.25
5.00 499120 -0.18 5.0133 0.27 5.0288 0.58
10.00 9.90867 -0.91 10.0255 0.25 9.9539 -0.46
14.00 13.39690 -4.31 14.1807 1.29 14.2451 1.75
19.00 18.95342 -0.25 19.3535 1.86 19.1444 0.76
25.00 27.46778 9.87 25.6588 2.64 26.1644 4.66

§ N.b. Las concentraciones calculadas son generadas a partir de la curva de calibracion
“"ponderada” por el factor tfransformante (logio). Log y=logx m+b.
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Tabla 21. Diferencia relativa entre la concentracidn nominal y la concentracion
calculada a partir de las curvas generadas durante la evaluacion de la linealidad
del método (y=mx+b).

En resumen, las diferencias porcentuales obtenidas para cada dia entre la
concentraciéon nominal y la calculada cumplen con el criterio de aceptacion™
para la linealidad del método analitico, ademdas la linealidad fue probada por el

andlisis de residuales y de varianza.

5.2.3.6 Exactitud y Precisidon

Para determinar la exactitud y la precision del método bioanalitico se prepararon
muestras de Amoxicilina en plasma, a concentraciones de 0.5, 6.0 y 20.0 pug/mL
por quintuplicado. Se analizaron las muestras durante 3 dias, determinando la
concentraciéon calculada interpolando el valor de "y (respuestatf) en la curva de

calibracién para cada dia.

En las siguientes Tablas:22, 23 y 24 se muestran las concentraciones calculadas
para cada respuesta obtenida en cada nivel de concentracion empleada y por
cada dia; asimismo se expresan las diferencias porcentuales obtenidas de los
valores de la concentraciéon calculada y la concentracién nominal, de acuerdo a

la siguiente ecuacion:

_ _ conc. calculada — conc. nominal
% Diferencia = . 100
conc. nominal

™ Criterio de aceptacion de la linealidad del método. La norma' establece que las concentraciones
calculadas no deben diferir en £15% respecto a la concentracién nominal, excepto el limite de
cuantificacion que puede diferir hasta un £20% en todos los puntos que conforman la curva de
calibracioén.

T Respuesta=drea de la amoxicilina/drea de Enalaprilat (estdndar interno).
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Dia 1

Nivel Réplic Area  hreg Concentraci | % .
(Hg/mL Amoxicilin . Respuesta | on Diferenci
) a a Enalaprilat calculada# a
1 1409738 896506 1.5725 18.6844 -6.58 | n Datos 5
Allo | 2 | 1550577 979144 | 1.5836 | 188172 | -591 | Promedi | 18.8824
(20) 3 1563623 979421 1.5965 18.9708 -5.15 | DE 2.067E-
4 1577542 976481 1.6155 19.1982 -4.01 | CV 1.09
5 1544209 979059 | 1.5772 18.7412 -6.29 | Diferencia
respecto 5.59
promedio
1 479329 981211 0.4885 5.7761 -3.73 | N Datos 5
Medio 2 464620 966488 0.4807 5.6838 -5.27 | Promedi 5.6953
(6.0) 3 465331 985552 0.4722 5.5819 -6.97 | DE 7.268E-
4 475139 985652 0.4821 5.6995 -5.01 | CV 1.28
5 478901 987293 | 0.485] 5.7352 -4.41 | Diferencia
respecto 5.08
promedio
1 40821 970294 0.0421 0.4924 -1.53 | n Datos 5
Bajo 2 40784 974570 0.0418 0.4897 -2.05 | Promedi 0.4911
(0.5) 3 41061 979490 0.0419 0.4906 -1.88 | DE 1.026E-
4 40693 969589 0.0420 0.4912 -1.77 | CV 0.21
5 40913 973520 0.0420 0.4918 -1.64 | Diferencia
respecto 1.77
promedio

Tabla 22. Evaluacion de la Precision y Exactitud Dia 1.

H La concentracion calculada es determinada de la ecuacion lineal (log y = logx m + b) obtenida
de la curva de cdalibracién ponderada para cada dia, despejando a la variable independiente x de
la ecuacién tenemos:

log y—b

x=10 ™
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Dia 2

Nivel Réplic Are‘u” Areq Concenfraci | %
(ug/m a Amoxicilin Enalaprilat Respuesta on Diferenci
L) a calculada a

1 1542591 1017254 | 1.5164 20.0736 0.37 | N. Datos 5
2 1520062 1009806 | 1.5053 19.9230 -0.38 | Promedi 19.8596
'(“2':)‘; 3 1487561 981104 | 15162 = 200707 | 035 | DE 3.869E-01
4 1517542 1046481 1.4501 19.1766 -4.12 | CV 1.95

5 | 1560380 1029957 | 1.5150 | 20.0542 | 0.27 | Diferencia
relspecfo 0.70

promedio
1 455604 1001870 | 0.4548 5.8573 -2.38 | N. Datos 5
Medi = 2 | 446936 984572 | 0.4539 | 5.8465 -2.56 | Promedi 5.8377
o 3 425967 971913 0.4383 5.6403 -5.99 | DE 1.197E-01
(6.0) 4 433901 937293 0.4629 5.9650 -0.58 | cv 2.05

5 434397 951730 0.4564 5.8793 -2.01 | Diferencia
relspecfo 271

promedio
1 40216 1001937 | 0.0401 0.4892 -2.15 | N. Datos 5
. 2 40223 1009105 | 0.0399 0.4858 -2.85 | Promedi 0.4878
?:’5‘; 3 | 38926 966120 | 0.0403 | 0.4911 177 | DE 2.337E-03
4 1542591 1017254 | 1.5164 20.0736 037 | CV 0.48

5 1520062 1009806 | 1.50583 19.9230 -0.38 | piferencia
relspecfo 2.45

promedio

Tabla 23. Evaluacion de la Precision y Exactitud del Dia 2.
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Dia 3

Nivel Réplic Are.a“ Areq Concenfraci | %
(ug/m Amoxicilin . Respuesta on Diferenci
L) a a Enalaprilat calculada a

1 1807086 823315 2.1949 20.1867 0.93 N. Datos 5
2 1783050 819106 2.1768 20.0155 0.08 Promedi 19.7969
'(°‘2'g; 3 1746593 816347 | 2.1395 | 19.6622 | -1.69 | DE 3.008E-01
4 1716296 811326 2.1154 19.4341 -283 | CV 1.52

5 1721900 803868 2.1420 19.6859 -1.57 | Diferencia
respecto 1.02

promedio
1 513083 829893 0.6183 5.4720 -8.80 | N. Datos 5
Medi 2 503384 804495 0.6257 5.5400 -7.67 | Promedi 5.4599
o 3 496335 798929 0.6213 5.4993 -8.34 | DE 6.704E-02
(6.0) | 4 469043 772709 | 0.6070 5.3695 -10.51 | cV 1.23

5 472921 772205 0.6124 5.4189 -9.69 | Diferencia
respecto 9.00

promedio
1 46660 806784 0.0578 0.4764 -4.72 | N. Datos 5
] 2 44015 774108 0.0569 0.4681 -6.37 | Promedi 0.4668
?:’5‘; 3 | 46682 812320 | 00575 | 04733 | -534 | DE 1.054E-02
4 45659 805052 0.0567 0.4669 -6.62 | CV 2.26

5 43467 795624 0.0546 0.4493 -10.15 | Diferencia
respecto 6.64

promedio

Tabla 24. Evaluacion de la Precision y Exactitud dia 3.
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En la Tabla 25 se muestran los promedios globales de las concentraciones
calculadas de la Amoxicilina para cada nivel de concentracion (alto, medio y

bajo); ademds de la diferencia porcentual global y el %C.V. para cada nivel.

Alto Medio Bajo
=15
" (20.0 ug/mL) | (6.0 pg/mL) | (0.5 ug/mL)
Promedio 19.5130 5.6643 0.4819
global
D.E. 5.427E-01 1.813E-01 1.255E-02
ZC.V. 2.78 3.20 2.60
%Diferencia
respecto al 2.44 5.59 3.62
promedio
global

Tabla 25. Evaluacion de la precision y exactitud.

Para la exactitud el criterio de aceptacion empleado es determinar que ninguno
de los porcientos de diferencias (%DIF) del valor de la concentracién calculado
con respecto al valor real o nominal de la concentraciéon difiera mas del 15.0%,
tanto individual (de cada réplica en cada nivel de concentracion), por nivel de
concentracion y global. Observando que nuestro método cumple con este

criterio.

Por otra parte, para la precision de nuestro método, el criterio de aceptacion que
establece la NOM-177-SSA1-1998!, es determinar que los coeficientes de variacion
(C.V.) de las replicas deben ser menores al 15.0%, tanto por dia, por nivel de
concentracion y global. En conclusion nuestro método cumple con los criterios

para la precision debido a que ningun %C.V. rebasa el 15.0%.
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5.2.3.7 Estabilidad

La evaluacion de las condiciones de estabilidad de la Amoxilina sirvieron para
determinar la temperatura y el tiempo en la que la Amoxicilina permanece
estable en la matriz bioldgica, durante su manejo, almacenamiento vy
procesamiento; se evalud la respuesta de la concentracion de la Amoxicilina en
la matriz bioldgica, en muestras preparadas por triplicado, a tres niveles de

concentraciéon dentro del rango.

La Amoxicilina se considerd estable a las diferentes condiciones evaluadas, ya
que los resultados obtenidos cumplen con los criterios de exactitud vy

repetibilidadss. Se consideraron las siguientes condiciones:

Estabilidad a ciclos de congelaciéon — descongelacion

La evaluacion de la estabilidad de la Amoxicilina a ciclos de congelacion-
descongelacién, sirvié para determinar el niUmero de ciclos que pueden sufrir las

muestras sin poner en riesgo su determinacion.

Para su evaluacion, se prepararon muestras adicionadas a tres niveles de
concentraciéon (0.5, 6.0 y 20.0 ug/mL); estas muestras se sometieron a 3 ciclos de
12 horas de congelacion a -70°C seguidos de 3 ciclos de descongelacion a
temperatura ambiente de 12 horas. Al finalizar los ciclos, cada nivel de
concentracion se procesd por triplicado vy las respuestas obtenidas se interpolaron

en una curva recién preparada.

En la Tabla 26 se muestran los resultados de la evaluacion de la estabilidad de las

muestras a ciclos de congelacion-descongelaciéon. Las muestras después de

88 N.b. El porciento de la diferencia de la concentracion cuantificada en las muestras después de
haberse sometido al ciclo determinado al comparase con la concentracién cuantificada en
muestras que no fueron sometidas a los ciclos estudiados no debe ser mayor al £15%.
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haberse sometido a fres ciclos de congelacién-descongelaciéon de 8 horas,
continan cumpliendo con los criterios establecidos para la precision y exactitud.
El por ciento de diferencia de la concentracion cuantificada de las muestras
después de los tres ciclos de congelacion-descongelacion es menor al £15.0% de
la concentracién cuantificada respecto a las muestras que no se sometieron a
dicho tratamiento (precision y exactitud del dia 1). Las muestras de Amoxicilina en

plasma son estables a las condiciones antes mencionadas.

CONCENTRACION INICIAL DE AMOXICILINA

(ng/mL)
(Linealidad. precision v exactitud del dia 1)
Alto (20) Medio (6.0) Bajo (0.5)
18.8824 5.6953 0.4911

CONCENTRACION CUANTIFICADA DE
AMOXICILINA (ug/mlL) DESPUES DE LOS TRES
CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION

17.6168 6.8630 0.4478

17.0119 6.3299 0.4681

17.5900 51777 0.4707

n 3 3 3

PROMEDIO 17.4062 6.1235 0.4622

D.E. 0.3418 0.8614 0.0125

C.V. 1.96 14.07 2.71
% DIFERENCIA

RESPECTO A LA 7.82 7.52 5.89
CONCENTRACION
INICIAI

Tabla 26. Estabilidad a ciclos de congelacion — descongelacion.

Estabilidad de la muestra a temperatura ambiente

La evaluacion de la estabilidad de la Amoxicilina a temperatura ambiente sirvid
para determinar el intervalo de tiempo que pueden permanecer, a temperatura
ambiente, sin poner en riesgo su determinacion. Se colocaron a temperatura
ambiente, sobre la mesa de trabagjo, durante aproximadamente 19 horas

muestras adicionadas a tres niveles de concentraciéon (0.5, 6.0 y 20.0 yg/mL). Al
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término del periodo de tiempo se analizaron por triplicado. La cuantificacion de

las muestras se realizd contra una curva de calibracién recién preparada.

En la Tabla 27 se muestran los resultados de la evaluaciéon de la estabilidad de las
muestras a temperatura ambiente. Las muestras se consideraron estables a
temperatura ambiente, porque el porciento de diferencia entre la concentracion
cuantificada inicialmente y la concentracidon cuantificada en muestras que
permanecieron aproximadamente 19 horas a tfemperatura ambiente es menor al
+15.0 % y el coeficiente de variacion de las concenfraciones cuantificadas es

menor al £ 15.0%., para cada concentracion evaluada.

CONCENTRACION INICIAL DE AMOXICILINA

(ng/mL)
(Linealidad. precision v exactitud del dia 1)
Alto (20) Medio (6.0) Bajo (0.5)
18.8824 5.6953 0.4911

CONCENTRACION CUANTIFICADA DE
AMOXICILINA (pg/mL)
A TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE 19 HORAS

18.5129 5.3924 0.4685
18.0522 5.3790 0.4646
18.2340 5.3734 0.4631
N 3 3 3
PROMEDIO 18.2664 53816 0.4654
D.E. 0.2321 0.0097 0.0028
C.V. 1.27 0.18 0.60
% DIFERENCIA
RESPECTO A LA 3.26 5.51 5.24
CONCENTRACION

Tabla 27. Estabilidad en la mesa de frabagjo.

Estabilidad de la muestra en el disolvente de inyeccion

Para evaluar la estabilidad de la muestra en el disolvente de inyeccion, se
prepararon muestras de Amoxicilina adicionadas en plasma a tres niveles de

concentracion (0.5, 6.0 y 20.0 ug/mL), se procesaron por friplicado y se
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almacenaron en el inyector a 4°C. Se cuantificaron las muestras a las 0, 24 y 48
horas, contra una curva de cadlibracidn recién preparada. Las muestras se
consideraron estables durante el intervalo de tiempo evaluado en horas si: (1) el
promedio de las concenfraciones cuantificadas no diferia del £ 15.0 % del
promedio de las concentraciones cuantificadas al tiempo cero; y (2) cumple con

los criterios de precision y exactitud para cada una de las determinaciones.

Nuestros resultados muestran que las muestras una vez procesadas son estables al
menos durante 48 horas a -4°C, porque el promedio de la concentracion
cuantificada a las 48 horas para cada uno de los niveles no difiere del + 15 % del
promedio de las concentraciones obtenidas al tiempo cero; y cumple con los
criterios establecidos para la precision y exactitud. En la Tabla 28 se presentan los

resulfados de la estabilidad en el disolvente de inyeccion.

CONCENTRACION INICIAL DE AMOXICILINA

(ng/mL)
(Linealidad, precision y exactitud del dia 3, tiempo cero)
Alto (20) Medio (6.0) Bajo (0.5)
19.7969 5.4599 0.4668

CONCENTRACION CUANTIFICADA DE
AMOXICILINA (ug/mL) EN EL DISOLVENTE DE

INNVEAAIARN (49 LIADAC)

19.1724 5.1343 0.5082

18.6915 5.3376 0.4957

18.6547 5.3666 0.4943

n 3 3 3

PROMEDIO 18.8394 5.2795 0.4994

D.E. 0.2889 0.1266 0.0077

C.V. 1.53 2.40 1.54
% DIFERENCIA

RESPECTO A LA 4.84 3.30 -6.98
CONCENTRACION

Tabla 28. Estabilidad en el disolvente de inyeccion.

Estabilidad de las muestras a condiciones de almacenamiento a largo plazo
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Se evalud la estabilidad de la Amoxicilina en plasma, a una temperatura de
almacenamiento de menos 70°C durante un periodo de 66 dias. Este periodo de
tiempo se establecid con el cdlculo de los dias requeridos para el andlisis de
muestras de un estudio de bioequivalencia, considerando desde el primer dia de
coleccién hasta el Ultimo dia de andlisis de las muestras. Los resultados de la

estabilidad a largo plazo durante 66 dias a -70°C se muestran en la Tabla 29.

De los resultados se observa que el porcentaje de la diferencia relativa entre la
concentraciéon cuantificada a los 66 dias respecto a la concenfracion
cuantificada inicialmente (fiempo cero) no es mayor al £15.0 % para cada nivel
de concentracién evaluado; y el coeficiente de variacion de las concentraciones

cuantificadas por concentracion no es mayor al £15.0 % para cada nivel.

CONCENTRACION INICIAL DE AMOXICILINA

(ng/mL)
(Linealidad, precisidon y exactitud del dia 1, tiempo cero)
Alto (20) Medio (6.0) Bajo (0.5)
18.8824 5.6953 0.4911

CONCENTRACION CUANTIFICADA DE
AMOXICILINA (ug/mL) ESTABILIDAD A LARGO

LATO (AL HNPRAR)

19.0045 6.0588 0.5106

19.1054 6.0472 0.5169

18.7324 5.9931 0.5042

n 3 3 3

PROMEDIO 19.0045 6.0588 0.5106

D.E. 0.1929 0.0351 0.0064

Cc.v. 1.02 0.58 1.25
% DIFERENCIA

RESPECTO A LA -0.65 -6.38 -3.97
CONCENTRACION

Tabla 29. Coﬁéi&éhes de almacenamiento durante 66 dias a —70°C
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5.2.3.8 Limite de cuantificacion
Para evaluar el Limite de cuantificacion (LC), se procesaron muestras adicionadas
a la concentracion mds baja del rango por sextuplicado y se calculd la

concentraciéon de Amoxicilina de las réplicas analizadas por el método propuesto.

Se establecié como el limite de cuantificacion a la concentracion mas baja del
rango de frabajo, es decir 0.2 ug/mL de Amoxicilina, y se determind la relacion

senal: ruido respecto a un blanco de plasma.

En la Tabla 30 se presentan las concentraciones cuantificadas en las é réplicas
analizadas. Estas cumplen con los criterios de precision y exactitud, el porcentaje
de diferencia relativa entre la concentracion cuantificada de las é réplicas
cuantificadas con respecto a la concentracion nominal adicionada es menor al
+20.0% y el coeficiente de variacion es menor al = 20.0 %. Por otro lado, en la
Figura 5 se muestra un cromatograma representativo del limite de cuantificaciéon
de la Amoxicilina en plasma, se observa que la relacion senal: ruido es de al
menos 5: 1. Por tanto se establecidé que la concentracidon como limite de

cuantificaciéon es de 20 ug/mL para este método.

LD goncentrac Areg - Area .. | Respuest Conf. %

D ion nominal | Amoxicili | Enalapril a cuantifica Diferencia
(Hg/ mL) na at da

1 0.2 15725 811005 0.0194 0.2325 16.23
2 0.2 16216 958571 0.0169 0.2022 1.09
3 0.2 16397 956719 0.0171 0.2049 2.45
4 0.2 16300 946569 0.0172 0.2059 2.95
5 0.2 15851 935450 0.0169 0.2025 1.26
6 0.2 17696 977097 0.0181 0.2168 8.40
Promedio 0.2108
D.E.  1.189E-02
%C.V. 5.64
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Tabla 30. Limite de cuantificacidon
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Figura 5. Cromatograma del Limite de cuantificacion de la Amoxicilina 20 ug/mL.

5.2.3.9 Limite de deteccidn

En la Figura 6 se muestra un cromatograma representativo del limite de deteccion
de la Amoxicilina en plasma. Se establece la concentracion de 0.05 ug/mL como
limite de deteccion del método, ya que a estd concentracion se observa una

respuesta que es 2 veces el ruido cromatografico.
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Figura 6. Cromatograma de la concentracion minima detectable de Amoxicilina,
0.05 ug/mlL.

5.2.3.10 Selectividad

En nuestro caso, el criterio de aceptacion para esta prueba fue demostrar que
ninguno de los blancos presente senal a los fiempos de retencidn de la
Amoxicilina y del Enalaprilat (estdndar interno), para lo cual se analizaron

muestras de plasma provenientes de 6 sujetos sanos.

Los distintos lotes de plasma empleados no mostraron interferencias a estos
tiempos de retencion. Ademds, se analizaron fdrmacos de uso comun, como son
la cafeina y el anficuagulante con el que se colectard la muestra: la heparina los
cuales pudieran presentar senales a los tiempos de retencion de los compuestos

de interés.

En la figura 7 se muestran los cromatogramas (A-F) correspondientes a los blancos
de plasma provenientes de seis diferentes fuentes. Ademds, se muestran los
cromatogramas (G y H) obtenidos de las inyecciones de heparina y cafeina.
Finalmente se presenta un cromatograma tipico () de la presencia de la

Amoxicilina (Tpg/mL) y el Enalaprilat en plasma.
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A) PRIMER SUJETO B) SEGUNDO SUJETO

0.10 0.10
§ 0.08; § 0.08;
g 5 2 g 5 S
(@] 5 (@] 1 3
2 0.06- 0 N - 2 0.06- o N
. | A ™= . 1 % =
@ - = a | © -
g 0.04 ] £ B g 0.04 £ 5
© S B © T S =3
- g = o ] g =
je. - je. -
S 0.021 3 < £ S 0.021 8 < -
A N
0.00 - Ol S
1 1 1 1 l 1 1 1 1 | 1 1 1 1 l 1 1 1 1 |
5.00 10.00 15.00 5.00 10.00 15.00
Minutos Minutos

Figura 7. A-F) Cromatogramas representativos de Blancos de Plasma provenientes
de diferentes sujetos,G) Heparina y H) Cafeina; 1) Plasma adicionado con
Amoxicilina y Enalaprilat.
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C) TERCER SUJETO D) CUARTO SUJETO
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Continuacion de la Figura 7. A-F) Cromatogramas representativos de Blancos de
Plasma provenientes de diferentes sujetos
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Con respecto a los cromatogramas (Fig. 7, A-F) de los blancos de plasma de las 6
diferentes fuentes se observa que no presentan interferencias a los fiempos de
retencion de la Amoxicilina y del Enalaprilat. Con respecto a la presencia de los
anticuagulantes y fdrmacos de uso comun: Heparina y Cafeina (Fig. 7, G y H), se
observa que no presentan interferencia alguna a los tiempos de retenciéon de los
compuestos de inferés. Y en el cromatograma (Fig. 7, 1) se observan sélo las
senales de las sustancias estudiadas (Amoxicilina y Enalaprilat) adicionadas al

plasma proveniente de sujetos sanos, no se observa interferencia del plasma

adicionado.
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Continuacion de la Figura 7. G) Plasma adicionado con Heparina y H) Plasma
adicionado con Cafeina
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|) CROMATOGRAMA REPRESENTATIVO DE AMOXICILINA-ENALAPRILAT
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Continuacion de la Figura 7. 1) Plasma adicionado con Amoxicilina y
Enalaprilat.

Con respecto a los metabolitos y compuestos relacionados, se conoce que el
dcido penicilinico® es el principal metabolito de la Amoxicilina. Para evaluar la
selectividad del método a metabolitos y compuestos relacionados, se analizaron
con el método propuesto, las siguientes muestras de plasma: (1) plasma

adicionado con dcido penicilinico y (2) plasma proveniente de muestras clinicas.

Con respecto a la adicion del dcido penicilinico se observa en la figura 8 que la
adiciéon de este metabolito al plasma no presenta senales al tiempo de retencién
de la Amoxicilina. Por otra parte, al estudiar la presencia de las muestras clinicas,
se observd que éstas presentaron una senal cromatogrdfica bien definida debida

a la Amoxicilina, sin la presencia de senales que interfieran con su tiempo de
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retencion (Amoxicilina). Ademas, las muestras clinicas (antes de la administracion)

no presentan senales que interfieran con el tiempo de retencién de la Amoxicilina.

En conclusion, podemos observar

cuantificaciéon de la Amoxicilina.

que el método es selectivo para la

0.10
0.08_]
0.06 -

0.04 -

Unidades de Absorbancia
Acido Penicilinico 6.042

0.02-

0.00 1

8.964

Amoxicilina
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5.00

10.00 15.00
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Figura 8. Cromatograma representativo del tiempo de retencion del principal
metabolito (dcido penicilinico) de la Amoxicilina en plasma. Se observa que la
senal del acido penicilinico no interfiere con la sefal del tiempo de retencion de
la Amoxicilina.
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6 CONCLUSIONES

El método desarrollado y validado para la cuantificacion de la Amoxicilina en
plasma es selectivo porque es capaz de diferenciar y cuantificar al compuesto de
interés en presencia de diferentes componentes presentes en distintos lotes de
plasma, de ofras sustancias como farmacos de uso comun y de los metabolitos
presentes en las muestras clinicas. Ademds es también selectivo para el

Enalaprilat, sustancia utilizada como estdndar interno.

El rango de ftrabagjo establecido, entre 0.2 a 25 ug/mL de Amoxicilina, ha
demostrado que, para dichas concentraciones de Amoxicilina contenida en
plasma, cumple con los criterios de aceptacion definidos para la validacion del
método; y cuya relacion concenfracion- respuesta se encuentra bien definida
como una funcién lineal del tipo log y= m logx + b. Ademds el porcentaje de
recuperacion de la Amoxicilina y el Enalaprilat es reproducible a lo largo de este

intervalo para las condiciones del procesamiento planteadas para el método.

El método permite cuantificar de manera precisa y exacta muestras de
concentraciéon conocida dentro del rango de frabajo establecido y cumple los
criterios de aceptacion establecidos para la validacidn del método. Permite

cuantificar al menos el 80% del area bajo la curva de un perfil farmacocinéfico.

Por otra parte, las muestras son estables a las condiciones del procesamiento en
el disolvente de inyeccion por lo menos durante 48 horas, cuando se almacenan
a 4°C en el inyector. Las muestras de Amoxicilina en plasma son estables a tres
ciclos de congelacion - descongelaciéon de 12 horas, lo que asegura la
confiabilidad de los resultados en caso de descongelar las muestras en mds de

una ocasion.

Las muestras de Amoxicilina en plasma después de descongelar son estables por
lo menos 19 horas a temperatura ambiente y las condiciones ambientales
normales de laboratforio de frabajo; asi mismo son estables por lo menos durante

66 dias almacenadas a -70°C.
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Los criterios de validacion del método se establecieron con base en los criterios
requeridos por la NOM-177-SSA1-1998'. Que establece las pruebas vy
procedimientos para demostrar que un medicamento es infercambiable.

Requisitos a que beben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO 1

7.1.1 Cromatografia Bidimensional (Column Switching)

La preparaciéon de muestras bioldgicas para ser analizadas por cromatografia de
liguidos de alta resolucion, tipicamente se lleva a cabo mediante extraccion en
fase sdlida o exfraccion liquido-liquido. Frecuentemente estas técnicas son

laboriosas y susceptibles a muchos errores experimentales.

Ante esta situacion, actualmente una herramienta de mucha utilidad es el
empleo de la cromatografia bidimensional. En esta técnica, practicamente, la
muestra puede ser inyectada directamente o con un minimo de fratamiento

previo.

La cromatografia bidimensional hace uso de dos o mds columnas acopladas
para conseguir separaciones no alcanzables con un Unico sistema. Se define esta
técnica como un proceso de separacion en el que una muestra es sometida a
una secuencia de separaciones, cada una de las cuales actua sobre todos o
parte de los componentes separados en una etapa previa cromatogrdfica, que
difieren en su selectividad relativa y/o capacidad. En las técnicas
cromatogrdficas acopladas se efectia una pre separacion de la muestra en una
primera columna cromatogrdfica; posteriormente, una parte muy pequena de la
muestra conteniendo los analitos se transfiere "on-line" por medio de una interfase
hacia la segunda columna cromatogrdfica en la que tiene lugar la separacion de

[os mismos.

Las técnicas cromatogrdficas acopladas se encuentran entre las técnicas mds
sensibles y selectivas disponibles. Las mds utilizadas en la actualidad son la
cromatografia liqguida acoplada a cromatografia liquida (CL-CL) también

denominada CL con "column switching".
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Los procedimientos cromatogrdficos con columnas acopladas consisten

generalmente en cuatro etapas:

e Infroduccién de un volumen de muestra relativamente grande en la
primera columna del sistema, mejorando, de este modo, la sensibilidad
global del procedimiento analitico. En combinacion con una apropiada
compresion de pico durante la etapa de transferencia (tercera etapa) los
voluUmenes de inyeccidon pueden aumentarse desde microlitros hasta
mililitros, pudiendo mejorar la sensibilidad en varios érdenes de magnitud.

« Pre separacién de una gran parte de los interferentes de la muestra de los
analitos de interés en la primera columna, mejorando la selectividad del
procedimiento al descartar la mayor parte de los interferentes. Para
mejorar la selectividad es importante que el mecanismo de separacion de
ambas columnas difiera considerablemente. Esto se puede conseguir
faciimente acoplando CL con CG, pero es menos obvio en acoplamiento
CL-CL.

« Transferencia de la fraccion de interés a la segunda parte del sistema de
separacién por medio de una técnica de compresion de pico, de modo
que aumente tanto la selectividad, minimizando el volumen de
transferencia, como la sensibilidad, mejorando la forma del pico
cromatogrdfico.

« Andlisis de la muestra transferida a la segunda columna realizéndose una
separaciéon y deteccion convencional de los analitos de interés, después

de haber eliminado la mayor parte de los interferentes.

Ademds de la mejora en selectividad y sensibilidad, las técnicas cromatogrdaficas
acopladas permiten integrar la preparacion de muestra, la separacion vy la
deteccidén en un sistema cromatogrdfico Unico, ofreciendo un alto grado de

automatizacién para el procedimiento analitico global.

90



Como se ha comentado anteriormente, una de las caracteristicas importantes de
la CL es la capacidad de aplicar la técnicas de columnas acopladas ('column-
switching"), que ofrece la posibilidad de integrar la preparacion de la muestra y la
purificacion de la misma en el procedimiento cromatografico. Cualquier
procedimiento de acoplamiento CL-CL se encuentra diferenciado en cuatro

etapas:

1) Inyeccidén. Durante esta etapa se toma la muestra y se carga en el "loop"
del inyector, mientras la fase movil M-1 circula por la columna C-1, y la fase movil
M-2 por C-2. Se activa la valvula del inyector y comienza el andlisis, pasando a la

etapa de purificacion.

2) Purificacién. Durante esta etapa se realiza una purificacion de la muestra
o exfracto con un cierto volumen de fase movil M-1; los interferentes menos
retenidos (I1) se eliminan a los desechos. Cuando el primer analito comienza a
eluir de la columna C-1, se activa la vdlvula que actia como interfase entre los
dos sistemas CL, finalizando la etapa de purificacion y comenzando la

fransferencia.

3) Transferencia. La primera columna se coloca en linea con la segunda, y
se utiliza un cierto volumen de fase movil M-2 para eluir de la columna C-1 hacia
la C-2 la fraccidn que contiene los compuestos de interés (A). Cuando el Ultimo
analito ya ha sido transferido desde C-1 a C-2, se activa nuevamente la valvula,

finalizando la transferencia.

4) Andlisis y lavado. Durante esta etapa la fraccién transferida desde C-1 a

C-2 se separa mediante la fase movil M-2, siguiendo una CL convencional.
Simultdneamente, la primera columna (C-1) vuelve a ser eluida por la fase movil
M-1 que eliminard las interferencias que muestren mayor retenciéon (de cola). Si la
fase movil no es capaz de eluirlos completamente mientras fiene lugar la
separaciéon en C-2, se puede lavar la primera columna con un eluyente mds
fuerte, como metanol, acetonitrilo, etc., reacondiciondndola posteriormente con

la fase M-1, antes de la proxima inyeccion.
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7.1.2 Estrategia para implementar el acoplamiento CL-CL.

1. Seleccion de la configuracion del switching.
Los dos pardmetros mds importantes que se han de opfimizar en un

procedimiento de acoplamiento CL-CL son:

a) La seleccién de la primera columna separadora (C-1).
b) La fuerza eluotrépica de la fase movil utilizada en la purificacion (M-
1).

Como ya se ha indicado, la eleccion de la fase movil 1 (M-1) es crucial. Se debe
llegar a una situacion de compromiso, ya que por un lado, una fase moévil M-1 con
una fuerza eluotrépica baja permitiria la inyeccién de volimenes mayores de
muestras acuosas sin un apreciable ensanchamiento de bandas, aunque
restringiria la eliminaciéon eficaz de las interferencias poco retenidas (I1). Mientras
que, por otro lado, una fase movil M-1 con una elevada fuerza eluotrdpica
mejoraria la resoluciéon entre 11 y la fraccidon de analitos (A), pero disminuiria el
tiempo de purificaciéon. La mejora en la selectividad al emplear una fase movil M-
1, con una correcta fuerza eluotropica para mejorar la etapa de purificacion se

ha demostrado en varias aplicaciones.

Después de la elecciéon de la columna C-1 y de la composicion de la fase movil
M-1, las condiciones finales del acoplamiento CL-CL se pueden determinar

faciimente mediante dos experiencias:

a) Determinacién del volumen de purificacion. Este valor se puede determinar

conectando directamente al detector la primera columna separadora (C-1) e
inyectando el compuesto de interés que presente una menor retencién con la
fase movil M-1 (A0). El volumen de ruptura que presente este analito en estas
condiciones determinard el volumen mdaximo de purificaciéon a aplicar en el

método. Este volumen de purificaciéon debe verificarse rutinariamente para
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asegurarse de que se realiza la purificacion de modo correcto, sin pérdidas del

analito AQ.

b) Determinacion del volumen de fransferencia. Este valor se determina
conectando directamente al detector la primera columna separadora (C-1) e
inyectando el analito que presente una mayor retenciéon (An), pero siendo eluido
con la fase moévil M-2 que es la que redliza la transferencia. El volumen de ruptura
que posea este analito en estas condiciones fijard el volumen mdaximo de
transferencia a utilizar. Este volumen de transferencia, fambién debe verificarse
rutinariamente para que la transferencia se realice de modo correcto, sin
pérdidas del analito. Ademds, como ya se ha comentado anteriormente, interesa
que esta fraccion transferida desde C-1 hacia C-2 tenga el menor volumen

posible, para minimizar el ensanchamiento de bandas y aumentar la sensibilidad.

2. Eleccion del medio de Separacion.
De acuerdo con las caracteristicas de la separacion se deben elegir la

guardacolumna y columna adecuados.

3. Preparacion de la muestra.
El fluido biolégico en el caso mds simple sélo es centrifugado o diluido previo a la

inyeccion.

7.1.3 Ventagjas y limitaciones del acoplamiento CL-CL.

Las ventajas mas importantes del acoplamiento CL-CL ya se han comentado en
puntos anteriores, y se pueden resumir como mejora de selectividad, aumento de
sensibilidad y posibilidad de automatizacion, lo que hace que esta técnica tenga
un gran futuro. Su mayor campo de aplicacién se encuentfra en el andlisis de
compuestos "dificiles" como son compuestos polares en muestras acuosas en las
que resulta dificil o tedioso su aislamiento (preconcentraciéon). Ademds, mediante
la adecuada optimizacion de las condiciones se pueden llegar a inyectar

grandes volumenes de muestra si el analito presenta una buena retencién sobre
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C-1 y eluye sin ensanchamiento de bandas. Por consiguiente, ofra ventaja
adicional que presenta la CL de columnas acopladas es su gran capacidad de
andlisis, pudiéndose analizar un elevado nUmero de muestras por dia (sample
throughput), ya que en la mayoria de los casos el pretratamiento es minimo vy el

andlisis por CL muy répido.

Por otro lado, una importante funcién adicional que realiza el acoplamiento CL-
CL es la proteccidén de la columna separadora principal en aguellos casos donde
se fienen matrices complejas. Para el andlisis de muestras o extractos mds limpios,
con los que no se esperan problemas de obturacién o de selectividad, se podria
pensar en eliminar el acoplamiento CL-CL, sin embargo, en muchos casos el uso
del mismo es beneficioso al reducir el tiempo total de andlisis, ya que ningin pico
interferente que eluya muy tarde (I2) se transfiere a la segunda columna

separadora.

En cuanto a las limitaciones, cabe citar que, en comparacién con los
procedimientos "off-line", se debe redlizar una inversibn en equipamiento y se
requiere destreza y prdctica habitual en procedimientos de CL para disenar y
aplicar el acoplamiento CL-CL. Probablemente es ésta la razon por la que

todavia no se utiliza ampliamente esta técnica.

En segundo lugar, la primera columna debe ser muy estable, ya que la inyecciéon
de extractos de muestra sin purificar combinados con continuas aplicaciones de
disolventes de baja y elevada fuerza eluotrépica afecta su vida media. Para la
mayoria de las aplicaciones, es posible utilizar durante una semana
continuamente la misma columna sin apreciar una disminucién de la selectividad,

antes de someterla a una limpieza rutinaria.

Otro aspecto a tener en cuenta es la necesidad de realizar una comprobacion,
mdas o menos diaria, de los voluUmenes de purificacion y transferencia antes de
procesar una nueva serie de muestras ya que, aunque los rellenos se fabriquen
con la mdas alta tecnologia, siempre existe una pequena variaciéon en la

retencion, observable a lo largo de un cierto periodo de utilizacion.
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7.1

Conclusiones

Esta técnica se puede aplicar a una gran variedad de moléculas de gran
utilidad, sobre todo por el alto grado de automatizacion del fratamiento de
la muestra y porque el fiempo de andlisis disminuye considerablemente.
Existen menores posibilidades de pérdida de la muestra o de eventual
riesgo ante la manipulacién de la muestra, pues fundamentalmente se
lleva a cabo en un sistema cerrado.

Implica una limpieza en linea que esencialmente es una extracciéon en fase
solida integrada al sistema CLAR.

Se aplica cuando el analito se encuentra en una muestra quimicamente
compleja o en una matriz bioldgica.

Permite enviar el analito de interés a la columna andlitica libre de solutos
que interfieran con el andlisis o afecten la integridad de la columna vy el
detector.

Permite el andlisis automatizado rdpido, robusto, sensible, selectivo, exacto

y preciso de muestras complejas.

ANEXO 2

Formulas empleadas en los cdlculos

RECUPERACION ABSOLUTA

I Réplic , .
Andlisis ops Cdlculos Observaciones
Calcular el promedio de la respuesta ()
Para determinar la
¥ = éE:_";;x. recuperacion neta
Muest ' del compuesto, las
uestras acuosas
. , muestras
3 Calcular la desviacion estandar

Tres concentraciones | réplica

adicionadas (en
matriz biolégica) se

conocidas: baja, s por o NEyH = (Ty)°
media y alta (3 nivel S E T am—-1 deben comparar
niveles) A conla m|§mc|
muestra sin
Coeficiente de Variaciéon adicionar (en
v = 25100 solucion).

¥
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Muestras
adicionadas en
matriz biolégica

Tres concentfraciones
conocidas: baja,
media y alta (3
niveles)

5
réplica
s por
nivel

Calcular el promedio de la respuesta
Calcular la desviaciéon estandar

Coeficiente de Variacién

El recobro también
se puede calcular al
comparar las
muestras
adicionadas (en
maitriz biolégica)
con blancos de
maftriz adicionados.

) ¥ adicionada(marriz)
% Recobro= = - -

— %100
X 5IN QoiCIonar|Solucion )

Los cdiculos se
realizan para cada
una de las
concentraciones

Calcular el promedio del % de recobro:

1+ Ll4—--sLr

Promedio global= S

Donde C1.Cn: Es el % de recobro para
cada concentracién evaluada.

Calcular el porcentaje de diferencia
respecto al promedio:

- EEEEFFI_?'FFLE.::QELTDSL

=100

J%DR=

promedic global
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LINEALIDAD DEL METODO

Réplic

Andlisis as Cdlculos Observaciones
- Generar la curva de calibracién
graficando la respuesta (eje de y) contra
la concentracién nominal (eje de x)
-Evaluar visualmente la grdfica de
regresiéon para identificar el mejor modelo
matemdatico de ajuste.
-Calcular la pendiente, la ordenada al
origen y el coeficiente de determinacién
(r2)
) La curva de
La curva de Pendiente: . .
calibracion se debe
calibracién se
. o) -0l preparar de
constituye de una B = T T .
ne(y x5 — (¥ x) soluciones
muestra blanco . .
independientes, y no
maitriz biolégica i : ,
( g Ordenada al origen: de alicuotas de Ia
procesada sin la ) ) . .,
. , 1 Yy—B(Yn misma solucion.
adicion de estandar o A=——7—
. réplica . .
inferno), una muestra Si en unintervalo
cero (matriz por 3 | Coeficiente de determinacion: dado las varianzas
biolégica procesada dias i T no son constantes,
. . [nt (3 xv) = (L xawh)*
con la adicién de o= — - - enfonces se debe
[re(Z ™) — X0 ][e(Ey7) — (7]

estdndar interno) y
de 6 a 8 diferentes
concentraciones
(niveles) que cubran
el rango.

-Estimar la calidad de agjuste, por la
interpolacién de la concentracién de
cada uno de los puntos de la curva enla
ecuacion de la recta generada,
determinando el porcentaje de diferencia
relativa (%DR) de la concentracion
cuantificada respecto a la concentracién
nominal.

Ej. Sila ecuacidon eslogy =logx m + b,
calcular la concentracién en las muestras
con lasig. ec:

log y-logb
xr =10 m
Donde: "Y" es la respuesta y “X" la
concentracién calculada

de realizar una
transformacién o
ponderacién de los
datos.
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O DR=zmemmras=m sk lada —semsmnirassn namimal 0

Crndeatraddn nemma

- Calcular los residuales (la diferencia
entre el valor real de “Y" el valor de “Y"
predicho por la ecuacién, para cada
valor de x).

EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO

s Réplic ) )
Andlisis ops Cdilculos Observaciones

-Calcular la concentraciéon de las

muestras interpolando la respuesta en la

ecuacion de la recta generada:

Ej. Sila ecuacidon eslogy =logx m + b,
calcular la concentracion en las muestras
con la sig. ec:
log y-b
r=10 ™ Las muestras
Muestras Donde: "Y" es la respuesta y “X" la adicionadas se
adicionadas en 5 concentracion calculada. deben preparar de
matriz bioldgica réplica . L soluciones
s, por -Calcular el promedio, la desviacion i dient
‘ . - independientes, y no
T traci nivel estandar (D.E.) y el coeficiente de P Y
res concentraciones L ., 1

variacién (C.V.), de la concentracion de dlicuotas de la
conocidas: baja, por 3 | calculada por nivel y global. misma solucion.
media y alta (Tres dias

niveles)

-Calcular porcentaje de diferencia
relativa respecto a la concentracién
nominal por nivel y global.

O DR=Zmesmiassn satrnlada —sonsrnirassin nominal 100

fencratracdn noe—mmal

-Calcular el porcentaje de diferencia
relativa respecto al promedio

¥ Récoproe _promadl

o
12l

%DR= -« 100

promedio global
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ESTABILIDAD

- Réplic , .
Andlisis as Cdlculos Observaciones
-Calcular la concentracion de las
muestras interpolando la respuesta en la ] - 4 d
ecuacion de la recta generada: a cuantiicacion de
las muestras
- ., _ adicionadas se
Ej. Sila ecuacion eslogy =logxm + b, .
. debe realizar con
calcular la concentracion en las muestras
con la sig. ec: una curva de
T calibracién recién
log y-log b preparada
Muestras s =10 ™
adicionadas en réplca Donde: “Y" es la respuesta y “X" la Comportor Ig’
matriz bioldgica (4 conceniracion
s, por concenfracién calculada. cuanfificada de las
; nivel . S muestras despuées
Tres concentraciones Collculor el promedio, Ig Qeswoaon del tratamiento
conocidas: baja, oor 3 estandar (D.E.) y el coeficiente de respecto a las
media y alta (Tres dias variacion (C.V.), de la concentracion muestras que no se
niveles) calculada por nivel y global. sometieron a dicho
fratamiento
-Calcular porcentaje de diferencia
relativa respecto a la concentraciéon
inicial.
DRzt :-_'--_ﬁ=—==—.==—.:--_-_-—. mizal e
crndeattaddn okl
LIMITE DE CUANTIFICACION
s Réplic , )
Andlisis Ops Cdilculos Observaciones
-Calcular la concentraciéon de las
muestras interpolando la respuesta en la
ecuacion de la recta generada: LDC expresa la
Muest concentracién mds
Muesiras Ej. Sila ecuacion eslogy =logx m + b, baja del andlito que
adicionadas en calcular la concentracion en las muestras .
é se puede determinar

matriz biolégica nivel
mds bajo del rango

con la sig. ec:
log y-log b
¥=10 m
Donde: “Y" es larespuesta y “X” la
concentracién calculada.

-Calcular el promedio, la desviacion
estdndar (D.E.) y el coeficiente de

con un nivel
aceptable de la
incertidumbre
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variacién (C.V.), de la concentracién
calculada.

-Calcular porcentaje de diferencia
relativa respecto a la concentraciéon
nominal.

%DR‘"_'"_”_:_'? saulsdasomsrmiarss memaal o0

rdatrtaddn nemmal

7.1.6 Ejemplo de los cdlculos

Linealidad del método-Curva de calibracion (Dia 1)

a) Datos
primarios:
Nivel Concentracién Area Area
Tedrica Amoxicilina Enalaprilat
(X) (Y)
1 0.20 17696 977097
2 0.40 35485 1025363
3 0.80 70344 1028555
4 1.00 84267 1019402
5 2.00 154931 961871
6 2.50 207254 997872
7 5.00 423404 1002418
8 10.00 794546 950270
9 14.00 1164712 1031585
10 19.00 1605824 1006772
1 25.00 2077875 900306

b) Cdlculo de la respuesta

Respuesta= area de Amoxicilina / drea de

Enalaprilat
Respuesta

17696/977097 = 0.0181
35485 /1025363 = 0.0346
70344 / 1028555 = 0.0684
84267 /1019402 = 0.0827
154931 /961871 = 0.1611
207254 [ 997872 = 0.2077
4234404/ 10022418 = 0.4224
794546/ 950270 = 0.8361
1164712 /1031585 = 1.1291
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1605824/ 1006772 = 1.5950
2077875/ 900306 = 2.3080

c) Cdlculo del logaritmo de la
respuesta

log

Concentracién=log(concentracion)
log Respuesta=log(respuesta)

x log y log Respuesta
Concentracion
-0.6990 -1.7421
-0.3979 -1.4608
-0.0969 -1.1650
0.0000 -1.0827
0.3010 -0.7930
0.3979 -0.6826
0.6990 -0.3743
1.0000 -0.0777
1.1461 0.0527
1.2788 0.2028
1.3979 0.3632

d) Regresion lineal por el método de minimos cuadrados

Con los datos primarios calcular lo siguiente:

ZX=

SX2=

PALE

XY=

-0.6990 + - 0.3979 + 0.0969 + 0.000 + 0.301 + 0.3979 + 0.699 + 1 + 1.1461 + 1.2788 +
1.3979
= 5.02694
-1.7421 -1.4608 -1.1650 -1.0827 - 0.7930 -0.6826 - 0.3743 - 0.0777 + 0.0527 + 0.2028 +
0.3632 =
-6.75945
-0.69902 + - 0.39792 + 0.09692 + 0.000 2+ 0.30102 + 0.39792 + 0.69902 + 1.00002 + 1.14612
+1.27882 + 1.39792 = 7.29690
-1.74212-1.46082 -1.16502 -1.08272 - 0.79302 -0.68262 - 0.37432 - 0.07772 + 0.05272 +
0.20282 + 0.36322 = 9.11494
(-0.6990%-1.7421) + (- 0.3979*-1.4608) +(- 0.0969*-1.1650) +( 0.000*-1.0827) + (0.301*-
0.7930) + (0.3979*-0.6826) + ( 0.6990 *-0.3743)+( 1.000 *-0.0777) +( 1.1461%0.0527) +|
1.2788%0.2028) +( 1.3979%0.3632) = 1.889467

1
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Para calcular la pendiente de la recta se sustituyen los términos en la siguiente
ecuacion:
nt (L xy) — (Xx)(Xy)

~ at(@xd) - x)?

Cdiculo de la pendiente (B)

B=(11*(1.88967)-(5.02694)*(-6.75945))/(11*(7.2969)-(5.02694/2)) 0.99582

Para calcular la ordenada al origen de la recta se sustituyen los términos en la
siguiente ecuacion:
Yy-B(EX)

nt

1 —
M —

Cdlculo de la Ordenada (A)

A= (-6.7594-(0.9958*5.0269))/11 =  -1.06958

Para calcular el coeficiente de determinacion de la recta se sustituyen los
términos en la siguiente ecuacion:

[nt Exy) -Ex)(E V7
[ntEx?) - @)%t (25°) - Ey)7]

[

Cdlculo del Coeficiente de determinacion (r2)

r2=(((11%1.8897)-(5.0269*-6.7594))A2)/(((11*7.2969-(5.02692)))*((11*9.1149-(- 0.999312
6.759472))))=

e) Cdlculo de la concentracion cuantificada y el porciento de diferencia

Con la ecuacién de la recta generada a partir de la curva de calibracion.
Interpolar la respuesta de las muestras y calcular la concentracion cuantificada
como se indica a continuacion:

El cdiculo de la concentraciéon cuantificada (Interpolacion de la respuesta en la
curva de calibracién) se realiza mediante la siguiente ecuacion:
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log 3—b

El cdlculo del porciento de diferencia de la concentraciéon calculada respecto a
la concentraciéon nominal se realiza mediante la siguiente ecuacion:

o _ concentracion calculada — concentracion nominal
% Diferencia = x 100

concentracion nominal

Cdlculo de la concentracion calculada y el porciento de diferencia para los
datos de la Exactitud (Dia 1)

Dia 1
Nivel Area Area Respuesta logy logy -b logy - Concentracion. %
Amoxicilina  Enalaprilat b/m Calculada(pug/mL)v
(hg/mL) 10A(log y -b/m) Diferencia
Alto 1409738 896506 1.5725 0.1966 1.2662 1.2715 18.6845 6.58
20 1550577 979144 1.5836 0.1996 1.2692 1.2746 18.8172 5.91
1563623 979421 1.5965 0.2032 1.2727 1.2781 18.9708 5.15
1577542 976481 1.6155 0.2083 1.2779 1.2833 19.1983 4.01
1544209 979059 1.5772 0.1979 1.2675 1.2728 18.7413 6.29
Medio 479329 981211 0.4885 -0.3111 0.7584 0.7616 5.7761 3.73
6 464620 966488 0.4807 -0.3181 0.7515 0.7546 5.6838 5.27
465331 985552 0.4722 -0.3259 0.7437 0.7468 5.5819 6.97
475139 985652 0.4821 -0.3169 0.7527  0.7558 5.6995 5.01
478901 987293 0.4851 -0.3142 0.7554  0.7586 5.7352 4.4]
Bajo 40821 970294 0.0421 -1.3760 -0.3064 -0.3077 0.4923 1.53
0.5 40784 974570 0.0418 -1.3783 -0.3087 -0.3100 0.4897 2.05
41061 979490 0.0419 -1.3776 -0.3080 -0.3093 0.4906 1.88
40693 969589 0.0420 -1.3771 -0.3075 -0.3088 0.4912 1.77
40913 973520 0.0420 -1.3765 -0.3069 -0.3082 0.4918 1.64

f) Demostracion de la linealidad de la curva de calibracién mediante el andlisis
de varianza.

El andlisis de varianza de la curva de calibracion se realiza como se indica en la
siguiente tabla:

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
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VARIACION GRADOS DE  SUMA DE CUADRADOS MEDIA DE F

FUENTE DE LIBERTAD(GL) (SC) CUADRADOS CALCULADA
(MC)

REGRESION ( R 1 b*Ixy+a* Yy-|( SCr/GLr MC & / MC

) (2y)?/n) ER

ERROR DE n-2 Sy2-b* Yxy-a*zy SCr /Gl

REGRESION

(ER)

FALTA DE (N-2) - (ri-1) SCer-SCrer SCea/GLea MCra / MC

AJUSTE (FA) EP

ERROR PURO > (ri-1) >y? - ((Zyi)2/n) SCer /GLer

(ER)

Cdlculo del andlisis de varianza para la curva global obtenida a partir de los
datos de linealidad del método.

Datos primarios de la linealidad del método

IDENTIFICACION X log Conc Ylog Resp
ClI -0.6990 -1.7421
D C2 -0.3979 -1.4608
i C3 -0.0969 -1.1650
A C4 0.0000 -1.0827
C5 0.3010 -0.7930
1 Cé 0.3979 -0.6826
Cc7 0.6990 -0.3743
C8 1.0000 -0.0777
Cc9 1.1461 0.0527
C10 1.2788 0.2028
CI1 1.3979 0.3632
Cl -0.6990 -1.7423
D C2 -0.3979 -1.4909
i C3 -0.0969 -1.1971
A C4 0.0000 -1.0932
C5 0.3010 -0.8228
2 Cé 0.3979 -0.7212
Cc7 0.6990 -0.4083
C8 1.0000 -0.1140

104



c9 1.1461 0.0332

C10 1.2788 0.1653
CI1 1.3979 0.2851
Cl -0.6990 -1.5725
C2 -0.3979 -1.3062
D C3 -0.0969 -1.0182
i C4 0.0000 -0.9505
A C5 0.3010 -0.6529
Cé 0.3979 -0.5617
3 c7 0.6990 -0.2444
C8 1.0000 0.0434
C9 1.1461 0.1945
Cl10 1.2788 0.3191
CI1 1.3979 0.4507

REGRESION LINEAL POR EL METODO DE MINIMOS CUADRADOS

Pendiente(B) = 0.98139 suma x = 15.08082
Ordenada (A) = -1.02924 suma Y = -19.16453
n= 33

suma xA2 = 21.8907

suma yA2 = 25.7534

Coef.Det. (r2) = 0.98784 suma xy = 5.9617
promedio x 0.45699

promedio y -0.5807

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

FUENTEDE ~ GRADOS  SUMA DE MEDIA DE F F DE

VARIACION DE CUADRADOS  CUADRADOS CALCULADA TABLAS
LIBERTAD  (SC) (MC)

REGRESION 1 1.44459E+0]1 1.44459E+01 2518.431 4.17

ERROR DE 31 1.77818E-01 5.73608E-03

REGRESION
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FALTA DE 9 7.20296E-03 8.00329E-04 0.103
AJUSTE

ERROR 22 1.70615E-01 7.75525E-03
PURO

2.34

INTERPRETACION DEL ANALISIS DE VARIANZA

PRUEBA DE HIPOTESIS
Para la regresion:
Hipétesis nula Ho=B=Bo

Hipotesis alternativa Ha=B#Bo

Como F Calculada es mayor que la F de tablas se rechaza la hipdtesis nula y se
acepta la alternativa. Por tanto la pendiente es diferente de cero y la respuesta

varia con la concentracion.

Para la falta de ajuste:
Hipdtesis nula Ho=Y=a+BX

Hipotesis alternativa Ha= Y#a+BX

Como la F calculada es menor a la F de tablas se acepta la hipdtesis nula. Por
tanto el modelo es lineal ya que representa de manera correcta la relacion entre

la concentraciéon y la repuesta obtenida
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