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RESUMEN

La metoclopramida es un farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de multiples
afecciones gastrointestinales como son el reflujo esofagico, gastroenteritis infecciosa,
ulcera gastrica estenosis pilorica entre otras. Se sabe que este farmaco se absorbe
facilmente en el tracto gastrointestinal cuando se administra por via oral, Un 98 % se
elimina via renal y una minima cantidad pasa a la bilis, pero el metabolismo hepatico de
primer paso reduce su biodisponibilidad a cerca de 75 %. Hasta 39 % de la
metoclopramida se excreta sin cambios por orina [5], cuando se administra por via oral y
alcanza su maxima concentracion plasmatica (Cmax) entre los 45 y 90 minutos, la accion
farmacologica de la metoclopramida administrada via oral inicia de 30 a 60 minutos. Su
distribucién obedece a un modelo bicompartimental con baja uniéon a proteinas
plasmaticas y amplia difusion tisular preferencial al tracto gastrointestinal, higado, y vias
biliares. Se metaboliza por oxidacion de un derivado mono desmetilado, pero la mayor
parte se conjuga produciendo glucuronidos y sulfatos. El aclaramiento renal depende de
la dosis administrada. La mayor parte del farmaco se elimina dentro de las primeras 6
horas. [12], la vida media del farmaco en la circulaciéon es de cuatro a seis horas, pero
puede ser de hasta 24 h en pacientes con trastorno en la funcion renal. [5]. Con base en
estas caracteristicas se ha considerado que este farmaco podria ser til para ser evaluado
y aplicado en el laboratorio de biofarmacia, como practica ya que en algunas
universidades (o centros educativos) no se cuenta con aparatos modernos y caros de
analisis como el CLAR, entre otros.

Por lo antes mencionado el objetivo de este trabajo es desarrollar y validar un método
analitico sencillo para la cuantificacion de metoclopramida en orina. Para lo cual sera
utilizada la espectrofotometria al UV.

Para llevar a cabo la validacion del método analitico se tomaron en consideracion algunos
de los lineamientos de la NOM 177-SSA1 que aplican en el punto nueve que hace
referencia a los criterios y requisitos para el andlisis quimico de muestras bioldgicas de
una prueba de bioequivalencia.

Las pruebas consideradas para la validacion del método analitico con respecto a la NOM
-177-SSA1-1998 son: Linealidad, selectividad, recuperacion absoluta, precision
(repetibilidad, reproducibilidad intralaboratorio) exactitud, limite de cuantificacion, y
estabilidad.

Las pruebas mencionadas se realizaron a partir de orina proveniente de seis voluntarios
que se mezclod, diluyo y se utilizd como muestra de trabajo. Para el proceso de
validacion de este estudio no se analizaron las muestras de orina de manera individual
como lo indica la NOM-177-SSA1-1998 pero si se apegado a que se cumpliera con los
criterios que indica para cada una de las pruebas mencionadas.

Una vez que el método sea validado, se determinard si es aplicable para su uso por los
estudiantes que cursan el laboratorio de biofarmacia.



1. INTRODUCCION

La asignatura del laboratorio de biofarmacia se programa una vez a la semana con cuatro
horas de duracidén, se cubren temas de disolucidon intrinseca, control farmacéutico,
validacion de metodologia para perfiles de disolucion y para determinar
biodisponibilidad de un medicamento en fluidos biologicos (orina).

La finalidad de este trabajo es desarrollar un método analitico espectrofotométrico simple
para cuantificar clorhidrato de metoclopramida en orina y sea aplicable para su uso por
los estudiantes que cursan el laboratorio de biofarmacia.

En estudios de biodisponibilidad un 39% de la metoclopramida se elimina inalterado
pero debido a que nuestro compuesto organico de estudio presenta absorcion al UV por
su estructura molecular que contiene grupos cromoforos y por que puede ser una opcion
para su posible aplicacion como practica de laboratorio de biofarmacia, ya que en algunas
universidades (o centros educativos) no se cuenta con aparatos modernos y caros de
analisis como el CLAR, entre otros.

Los métodos espectroscopicos moleculares figuran entre los métodos analiticos
instrumentales mas utilizados. La espectroscopia de absorcion molecular en la region UV
y visible tiene su principal aplicacion en el analisis cuantitativo, y es uno de los métodos
preferidos en laboratorios quimicos y clinicos, [2] muchos tipos de compuestos organicos
e inorganicos absorben radiacion directamente en la region UV y VIS.

Las mediciones de absorcion en la region UV y VIS del espectro, proporcionan
informacion cualitativa y cuantitativa sobre moléculas organicas, inorganicas y
bioquimicas. La espectrofotometria UV y VISIBLE es una de las herramientas mas
poderosas y utiles para el analisis cuantitativo. [2]. Las principales caracteristicas de este
método son: su amplia aplicacion en sistemas organicos, inorganicos y bioquimicos; su
sensibilidad razonable, sus limites de deteccidon en cuanto a concentracion molar son
relativamente altos (1E-4 a 1E-7 Molar); su selectividad moderada a alta; su exactitud y
precision razonables (los errores relativos son de 1 a 3% y, con técnicas especiales,
pueden reducirse a unas décimas de porcentaje), asi como su rapidez y conveniencia.
Ademas que los métodos espectrofotométricos se pueden automatizar facilmente. [2].

Cuando se desarrollan métodos de andlisis nuevos es necesario constatar que el proceso
establecido sea lo suficiente fiable y reproducible para producir un resultado previsto
dentro de intervalos definidos, para lo cudl hay que validar el método.

La validacion es el proceso para confirmar que el procedimiento analitico empleado para
una prueba especifica es apto para el uso destinado. [14] proporciona un alto grado de
confianza y seguridad del método analitico y se realiza con caracter obligatorio cuando se
desarrolla un nuevo procedimiento de analisis, ya que permite asegurar que el método
propuesto hace lo que tiene que hacer. Nos ayuda a demostrar con evidencia experimental
documentada que el método analitico cumple con el proposito para el cudl fue disefiado.
Los criterios de validacion de métodos analiticos son establecidos por organismos
internacionales oficiales.
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2. GENERALIDADES
2.1 MONOGRAFIiA DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA.
2.1.1 FORMULA ESTRUCTURAL.

i g

C1 Iyl CH
Em Ry

CH,

H,N OCH; « HCI + H20

Figura 1. Estrutura molecular del clorhidrato de metoclopramida.
2.1.2 FORMULA CONDENSADA

C14H22CIN302-HCI-H20

2.1.3 NOMBRE QUIMICO

Monoclorhidrato de 4-amino-5-cloro-N-[2-(dietil-amino) etil]-o-anisamida, mono
hidrato. [3]

2.1.4 DESCRIPCION

Polvo blanco cristalino o casi blanco, no tiene olor. 1.0 g es soluble en 0.7 mL de agua a
25° C, en 3.0 g de etanol (96 %) y en 55 g de cloroformo, es practicante insoluble en éter.
Es soluble en acido clorhidrico diluido.

Muestra dos constantes de ionizacion; pKa = 0.42 y pKa =9.71 [4].

2.1.5 EFECTOS FARMACOLOGICOS

La metoclopramida produce la mayor parte de sus efectos en el SNC que son
caracteristicos del bloqueo dopaminérgico. [5]

2.1.6 USOS Y APLICACIONES FARMACOLOGICAS

La metoclopramida esta indicada para trastornos de la motilidad gastrointestinal,
incluyendo reflujo gastroesofagico y gastroparesia diabética (estasis gastrica diabética).
Nausea y vomito de origen central y periférico asociados con: cirugia; enfermedades
metabolicas o infecciosas; migrafia; cefalea o farmacos (incluyendo los de quimioterapia
oncologica). Para facilitar la intubacion del intestino delgado y estudios radiologicos del
tracto gastrointestinal. [12]
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2.1.7 FARMACOCINETICA

Las concentraciones plasmaticas pico se alcanzan 30 a 60 minutos después de una dosis
oral. La excreciéon ocurre sobre todo en la orina. La vida media plasmatica es
aproximadamente de 4 a 6 horas. [5]

La metoclopramida experimenta minimo metabolismo hepatico, a excepciéon de la
conjugacion simple. Se ha descrito su uso, con un buen nivel de seguridad, en pacientes
con enfermedad hepatica avanzada y cuya funcién renal era normal. [12].

2.1.8 FARMACODINAMIA

La metoclopramida, un antagonista dopaminergico, estimula la motilidad del musculo
liso del tracto gastrointestinal superior sin estimular las secreciones pancreaticas, biliares
o gastricas. Al parecer, sensibiliza los tejidos a la accion de la acetilcolina. El efecto de la
metoclopramida sobre la motilidad no depende de la innervacion vagal intacta, pero
puede ser suprimido por fArmacos anticolinérgicos. La metoclopramida aumenta el tono y
la amplitud de las contracciones gastricas (especialmente antrales), relaja el esfinter
pilorico, el duodeno y el yeyuno, lo que acelera el vaciamiento géstrico y el transito
intestinal. La metoclopramida también aumenta el tono en reposo del esfinter esofagico
inferior. [12]

2.1.9 PRECAUCIONES DE USO

Cuando se administra metoclopramida en forma conjunta con psicotropicos,
antihistaminicos o barbitiricos se debe tener en cuenta que puede tener efectos
depresivos en el SNC, igualmente cuando se consume alcohol en forma concomitante con
el medicamento.

Cuando se utiliza la via parenteral, si el medicamento se aplica en forma rapida se puede
llegar a provocar sintomas extrapiramidales (torticolis, trismos, crisis oculogiras), que
son reversibles al suspender el medicamento o bien seden con la administracion de
diazepam o difenhidramina. En la literatura internacional, la aparicion de sintomas
extrapiramidales con la administracion de metoclopramida a dosis terapéuticas se da uno
en treinta tres mil pacientes.

En pacientes con insuficiencia renal crénica se debe valorar la administracion del
farmaco por periodos prolongados, debido a que su eliminacion por via renal del 98 % y
en caso necesario se debe ajustar la dosis del medicamento.

La metoclopramida ha sido ampliamente utilizada durante el embarazo para aliviar tanto
la hiperémesis gravidica, reflujo gastroesofagico y las gastroparesia que pueden
presentarse durante el embarazo. El consenso general recomienda su uso durante el
segundo y tercer trimestre del embarazo y como con la gran mayoria de los
medicamentos no contraindicados durante el embarazo. Su prescripcion durante el primer
trimestre queda a juicio del medico tratante, tomando en cuenta la severidad del caso, los

beneficios potenciales y el probable riesgo que pudiera haber para el producto. La
metoclopramida se elimina en pequeias dosis en la leche materna. [12]
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2.1.10 CONTRAINDICACIONES

Esta contraindicado en pacientes con antecedentes de hipersensibilidad a la
metoclopramida o a cualquiera de sus componentes.

Siempre que la estimulacion de la motilidad gastrointestinal pudiera ser peligrosa por
ejemplo en presencia de hemorragia gastrointestinal, obstruccidon = mecanica o
perforacion.

En pacientes con feocromocitoma, ya que el fdrmaco puede causar una crisis
hipertensiva, probablemente debido a la liberacion de catecolamina del tumor. Estas
crisis hipertensivas se pueden controlar con fentolamina.

En pacientes con epilepsia o en pacientes que estén recibiendo otros fdrmacos que
pudieran causar reacciones extrapiramidales, puesto que se puede aumentar la frecuencia
y la severidad de las reacciones extrapiramidales o de las crisis epilépticas. [12]

2.1.11 REACCIONES SECUNDARIAS Y ADVERSAS

Las reacciones adversas mas frecuentes son: inquietud, somnolencia, cansancio y laxitud,
que se presentan en aproximadamente el 10 % de los pacientes. Con menor frecuencia
pueden ocurrir: sintomas extra piramidales, insomnio, cefalea, mareos, nauseas,
galactorrea, ginecomastia, eritema, incluyendo urticaria o trastornos intestinales. [12]

2.1.12 INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS

La metoclopramida puede ser utilizada en forma concomitante con bloqueadores H2,
inhibidores de la bomba de protones y antidcidos, ya  que no interfiere
farmacocinéticamente ni firmacodinamicamente con estos productos, como es el caso de
otros procinéticos que estan contraindicados cuando se administra con psicotropicos,
antihistaminicos o barbitiricos produce efectos depresivos adicionales en el SNC,
igualmente cuando se consume alcohol.

El cloranfenicol, acido acetilsalicilico, desipramina, dexorrubicina, y propantelina
diminuyen la velocidad de absorcion de la metoclopramida, las propiedades anti
migrafiosas de la metoclopramida pueden co potenciarse con la administracion de
concomitante de analgésicos, antipiréticos, antiinflamatorios no esteroidales (AINES).

2.1.13 VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS

Las vias de administracion oral con dosis de 10 mg y 20 mg y solucion 100 mg/100 mL
por via intramuscular con una dosis de 10 mg/2 mL y 100 mg/5 mL.

2.1.14 FORMAS FARMACEUTICAS DEL CLORHIDRATO DE
METOCLOPRAMIDA

Las formas farmacéuticas en las que se comercializa la metoclopramida son en tabletas,
grageas (tableta recubierta), solucion oral y solucion inyectable.
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2.1.15 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS (ABSORCION POR LOS
COMPUESTOS ORGANICOS).

Las mediciones de absorciéon en la region UV-VIS del espectro, proporcionan
informacion cualitativa y cuantitativa sobre moléculas organicas, inorganicas Yy
bioquimicas.

Absorcion por los compuestos organicos.

La absorcion de la radiacion ultravioleta y visible por las moléculas organicas se debe a
la excitacion de dos tipos de electrones: 1) los electrones compartidos por varios 4&tomos
y que participan directamente en los enlaces, y 2) los electrones externos no compartidos
que se localizan principalmente en los 4tomos de oxigeno, halogenuros, azufre y
nitrogeno.

La longitud de onda en la que absorbe una molécula orgéanica va a depender de la fuerza
con la que se sujeten sus electrones. Los que comparten enlaces sencillos, como los de
carbono-carbono o carbono- hidrogeno estan unidos con tal fuerza que solo es posible la
absorcion con fotones mas energéticos que los UV normales. Los electrones que
participan en enlaces dobles y triples se sujetan con menos fuerza, y por lo tanto es mas
facil excitarlos. Por esta razon, las especies con enlaces insaturados suelen absorber en la
region UV. Los grupos funcionales organicos insaturados que absorben en la region UV-
VIS se conocen como cromoforos. La posicion del doble enlace y su absortividad
dependera del disolvente y de otros detalles estructurales de la molécula. Asi mismo la
conjugacion entre dos o mas croméforos puede ocasionar cambios en el maximo de
absorbancia con longitudes de onda mayores. [2].
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2.1.16 DEFINICIONES

Linealidad. Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para
obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del
compuesto en la muestra. [6].

Selectividad. Es la capacidad de un método para cuantificar exacta y especificamente el
compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes en
la muestra.

Recuperacion absoluta. Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los
compuestos por analizar en la muestra bioldgica. [6]

Precision: Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea
del producto, se evalia como repetibilidad y reproducibilidad. [6].

Repetibilidad. Es la precision de un método analitico que expresa la variacion dentro de
un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas en las
mismas condiciones. [6].

Reproducibilidad intralaboratorio. Es la precision de un método analitico que expresa la
variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo, columnas
o analistas. [6].

Exactitud. Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia. [6]. Limite de deteccion: es la minima concentracion de un compuesto en
una muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las
condiciones de operacion establecidas. [6].

Limite de cuantificacion. Es la concentracion mas baja del compuesto que puede
cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el método. [6]

Estabilidad. Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus caracteristicas,
desde el momento del muestreo hasta su analisis. [6]
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2.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacién es la evidencia experimental documentada de que un procedimiento
cumple con el proposito para el cudl fue disefiado. [6]

Las pruebas para validar un método analitico son: linealidad, especificidad, precision,
exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

En México, las pruebas y criterios generales para la validacion de un método analitico,
para llevar acabo el analisis quimico de muestras biologicas de una prueba de
bioequivalencia estan especificadas en la NOM-177-SSA1-1998.

2.3 NORMA OFICTAL MEXICANA 177-SSA1-1998

Establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es
intercambiable. Los requisitos a que deben sujetarse los terceros autorizados que
realicen las pruebas.

2.3.1 OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION DE LA NOM-177-SSA1-1998

Esta norma Oficial Mexicana establece los criterios y requisitos que deben observarse en
la realizacion de las pruebas para demostrar la intercambiabilidad de los medicamentos
genéricos, asi como los requisitos a que se deben sujetar los establecimientos que lleven
acabo dichas pruebas.

Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para

todos los establecimientos que realicen las pruebas para demostrar la intercambiabilidad
de medicamentos.

2.3.2 NUMERALES DEL PUNTO 9 DE LA NOM-177-SSA1-1998 REQUISITOS
PARA EL ANALISIS QUIMICO DE MUESTRAS BIOLOGICAS DE UNA
PRUEBA DE BIOEQUIVALENCIA.

2.3.2.1 NUMERALES DEL PUNTO 9 DE LA NOM-177-SSA1-1998.

9.1 Validacion de métodos analiticos.

9.1.1 Realizar la validacion del método analitico con el mismo tipo de matriz biolégica
que aquella de las muestras bioldgicas.

9.1.2 Antes de la validacion, establecer los criterios para aceptar o rechazar los
experimentos de validacion; sustentar cientificamente estos criterios y documentar las

medidas correctivas.

9.1.3 Llevar a cabo la validacion una vez establecidas las condiciones analiticas, e incluir
como minimo los parametros que describen a continuacion:
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9.1.3.1 Rango: establecer el intervalo en funcion de las concentraciones esperadas del
compuesto por analizar. Se puede caracterizar por uno o mas intervalos constituidos por
al menos cinco concentraciones distintas cada una sin incluir muestras blanco, siempre y
cuando contengan puntos intermedios en comun e incluyan el limite de cuantificacion y
concentracion maxima del rango.

9.1.3.2 Recuperacion absoluta: analizar al menos por triplicado un minimo de tres
concentraciones conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por analizar en la
matriz biologica, dentro del rango. Comparar estos resultados con las respuestas de las
soluciones del mismo compuesto e las mismas concentraciones y en los mismos
disolventes. El porcentaje de esta (s) razon (es) no necesariamente es el 100%, pero debe
ser reproducible en cada nivel de concentracion dentro del rango.

9.1.3.3 Linealidad: definir un modelo que describa la relacion matematica entre
concentracion y respuesta. Esta relacion debe ser continua y reproducible a lo largo del
rango.

9.1.4 Precision.

9.1.4.1 Repetibilidad: analizar en un mismo dia por quintuplicado, un minimo de tres
concentraciones conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por analizar en la
matriz bioldgica. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de
calibracion, pero debe incluirse en el rango. El coeficiente de variacion no debe ser
mayor que el 15 %; en los métodos por radioinmunoanalisis (RIA) no debe ser mayor que
el 20 %.

9.1.4.2 Reproducibilidad intralaboratorio: analizar por duplicado durante tres dias, un
minimo de tres concentraciones conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por
analizar en la matriz bioldgica. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la
curva de calibracion pero den incluirse dentro del rango. El coeficiente de variaciéon no
debe ser mayor que el 15 %; en los métodos por RIA no debe ser mayor que el 20 %.

9.1.5 Exactitud: el valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion
de los datos de repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro del + 15 % del valor
nominal de concentracion, excepto los métodos por RIA que deben estar dentro del 20 %.

9.1.6 Estabilidad: determinar las condiciones de temperatura y tiempo entre otros, en las
que el compuesto permanezca estable en la matriz bioldgica, durante su manejo,
almacenamiento y procesamiento, al evaluar la respuesta de la concentracion del
compuesto por analizar en la matriz bioldgica, en muestras preparadas al menos por
duplicado, a tres niveles de concentracion dentro del rango, considerando al menos lo
siguiente:

9.1.6.1 Condiciones de almacenamiento: evaluar la estabilidad del o los compuestos en la
matriz bioldgica, bajo las condiciones de almacenamiento en las que se mantendran las
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muestras, por un periodo por lo menos equivalente al que transcurre desde la obtencion
de la muestra hasta su analisis.

9.1.6.2 Ciclos de congelacion-descongelacion: evaluar la estabilidad del o los compuestos
por analizar al congelar y descongelar a temperatura ambiente muestras de concentracion
conocida del o los compuestos en la matriz biologica; esto constituye un ciclo de
congelacion-descongelacion. Se deben evaluar al menos dos ciclos de congelacion-
descongelacion antes de analizar la muestra.

9.1.6.3. Otros evaluar otros factores a los cuales pueden estar sometidas las muestras
hasta su analisis.

9.1.7. Para que el o los compuestos de interés se consideren estables en las diferentes
condiciones evaluadas, los resultados obtenidos deben cumplir los criterios de exactitud y
repetibilidad expresados en los nimeros 9.1.4 y 9.1.5.

9.1.8. Limite de cuantificacion; analizar por quintuplicado la concentraciéon mas baja del
rango de trabajo. Se considera que el punto tiene validez como limite de cuantificacion, si
su valor promedio cae dentro del £ 20 % del valor nominal con un coeficiente de
variacion no mayor que 20%. Para métodos RIA debe considerarse £ 25 %. Otros
criterios distintos a este deben ser justificados.

9.1.9. Limite de deteccion; determinar la concentracion a la cual la sefial del compuesto
por analizar en la matriz biologica puede distinguirse de los niveles de ruido o de una
muestra libre del compuesto de interés. Se debe sustentar cientificamente el criterio
empleado para establecerlo.

9.1.10. Selectividad; establecer la selectividad del método al analizar muestras blanco de
la matriz bioldgica proveniente de por lo menos seis voluntarios. Evaluar el método
contra posible interferencia (por ejemplo metabolitos, productos de degradacion del
compuesto de interés y cualquier otro fArmaco administrado de manera concomitante).
No deben existir interferencias en la cuantificacién del compuesto por analizar.

9.1.11. Tolerancia; evaluar la tolerancia del método analitico a pequenas, pero
deliberadas modificaciones (por ejemplo pH, disolventes, fase moévil, longitud de onda,
temperatura, tiempo de incubacion), al analizar muestras adicionadas de concentracion
conocida en la matriz bioldgica. Las modificaciones que se consideren, deben ser las que
cumplan con los criterios de exactitud y precision expresados en los numérales 9.1.4. y
9.1.5.

9.2. Informe de la validacion del método analitico.
Elaborar un informe de la validacién del método analitico que incluya lo indicado en el

numeral 9.1. y que este aprobado por el responsable sanitario antes de su aplicacion.

9.3. Muestras bioldgicas.
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9.3.1. Bioseguridad; todas las muestras de fluidos biologicos deben considerarse
potencialmente peligrosas o infecciosas y manejarse de conformidad con la normatividad
aplicable.

9.3.2. Transporte de muestras biologicas; el transporte de las muestras bioldgicas debe
llevarse a cabo de acuerdo con un PNO que considere tipo de contenedor, registros de
condiciones de transporte (temperatura, humedad y tiempo), y correcta identificacion.

9.3.3. Recepcion de muestras biologicas en el laboratorio analitico; la recepcion de
muestras biologicas debe hacerse de acuerdo con un PNO, donde se indiquen los
aspectos que se deben revisar como: numero, integridad de contenedores, identificacion,
estado fisico de la muestra (por ejemplo congelada, descongelada, hemolizada). Se debe
verificar que las muestras cumplan con las condiciones acordadas conjuntamente con la
unidad clinica.

9.3.4. Almacenamiento de muestras bioldgicas.

9.3.4.1. Se debe contar con equipo para el almacenamiento de las muestras biologicas,
que sea apropiado para la cantidad de muestras y condiciones de almacenamiento.

9.3.4.2. Se deben contar con mecanismos para el registro y control de la temperatura
durante el periodo de almacenamiento de las muestras.

9.3.4.3. Las muestras se deben almacenar en condiciones que aseguren su identidad e
integridad, durante su periodo de estabilidad.

9.3.4.4. En caso de mantenimiento o contingencias (por ejemplo fallas eléctricas,
servicios de limpieza), debe existir un PNO que considere las acciones a seguir para el
manejo y almacenamiento de las muestras bioldgicas.

9.4. Analisis quimico de muestras bioldgicas.

9.4.1. Las muestras biologicas recibidas de la unidad clinica, deben estar identificadas
con un coédigo que evite al analista relacionarlas con la identidad de los productos en
estudio.

9.4.2. Realizar antes del andlisis quimico de muestras bioldgicas un plan de trabajo donde
se indique: el responsable del andlisis, las actividades asignadas a cada persona, el orden

de analisis de las muestras, los criterios de aceptacion, rechazo y reanalisis.

9.4.3. Realizar el andlisis quimico del estudio en las mismas condiciones analiticas
establecidas en la validacion del método analitico.

9.4.4. Se debe asegurar que no existan interferencias en la matriz bioldgicas usada como
blanco de referencia.
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9.4.5. Se debe investigar que no exista interferencia con la cuantificacion del compuesto
por analizar en las muestras predosis, para cada periodo del estudio.

9.4.6. Preparar y conservar muestras control en la misma matriz biologica, por lo menos a
tres concentraciones: alta, media y baja, dentro del rango y por duplicado, que se
distribuiran y analizaran a lo largo de cada corrida analitica.

9.4.7. Analizar las muestras control bajo el mismo procedimiento y al mismo tiempo que
las muestras problema. Las muestras control deben cumplir con los criterios de precision
y exactitud establecidos durante la validacién del método.

9.4.8. Las muestras control sirven como criterio de aceptacion o rechazo de una corrida
analitica: 2 de 6 muestras control, que no sean de la misma concentracion, pueden estar
fuera de + 20% de la concentracion nominal respectiva. En caso de utilizar un mayor
numero de muestras control, se debe aplicar un estudio estadistico para determinar que el
criterio propuesto es equivalente al criterio antes mencionado.

9.4.9. Para cada dia de andlisis se debe procesar la curva de calibraciéon de manera
idéntica a lo establecido en la validacion y debe cumplir con los criterios establecidos
durante la validacion.

9.4.10. Las muestras biologicas provenientes de un sujeto en sus diferentes periodos,
deben analizarse bajo la misma curva patron, en la misma corrida analitica y en el mismo
instrumento. Cuando esto no sea posible, se sustentara cientificamente.

9.4.11. Cuando se obtengan concentraciones por debajo del limite de cuantificacion, estas
concentraciones no deben incluirse en los célculos.

9.4.12. Cuando se obtengan por encima del rango la muestra puede diluirse con el mismo
tipo de matriz bioldgica.

9.4.13. Registrar las condiciones instrumentales empleadas durante el analisis quimico de
las muestras bioldgicas.

9.4.14. Verificar el buen funcionamiento del sistema analitico, confirmando antes del
analisis de muestras de cada dia de trabajo, que los diferentes equipos trabajan
correctamente (por ejemplo eficiencia de la columna, volumen de entrega de bombas
cromatograficas, precision del inyector); cualquier otra evaluacion que asegure la
adecuacion de todo el sistema analitico para cuantificar confiablemente las muestras
biologicas.

9.5. Seguimiento del método durante el analisis de muestras biologicas.
9.5.1. Demostrar la consistencia de las curvas de calibracion con respecto a pendiente,

ordenada y coeficiente de regresion en cada dia de andlisis. Las muestras control deben
cumplir los criterios de precision y exactitud determinados durante la validacion del
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método, en los diferentes dias de andlisis del total de las muestras biologicas de un
estudio.

9.6. Informe y evaluacion del analisis quimico de las muestras biologicas.

9.6.1. Elaborar un informe del analisis de muestras, que incluya lo siguiente:

9.6.1.1. Descripcion de los medicamentos: denominacion comun internacional (DCI),
denominacién genérica, denominacion distintiva, forma farmacéutica, dosis, nimero de

lote, fecha de caducidad y fabricante;

9.6.1.2. Descripcion de la muestra biolodgica que considere: fluido, volumen de fluido por
muestra, condiciones de almacenamiento y nimero de muestra;

9.6.1.3. Breve descripcion del método analitico para cuantificar las muestras;
9.6.1.4. Resumen de la validacioén del método analitico;

9.6.1.5. Descripcion del analisis de muestras que incluya: sujetos analizados por corrida
analitica, orden de inyeccion, reandlisis, criterios de aceptacion o rechazo de la corrida.

9.6.1.6. Resultados del seguimiento del método durante el andlisis de muestras
bioldgicas: curvas de calibracion (pendiente, ordenada y coeficiente de regresion) de cada
uno de los dias de analisis y los resultados de las muestras control de cada analisis;

9.6.1.7. Resultados de concentracion del o los compuestos analizados en la matriz
biologica de todos los sujetos, identificando con claridad numero de sujeto, periodos
analizados, clave de las muestras y unidades de concentracion y fecha de analisis;

9.6.1.8. Por lo menos un juego completo de registros graficos de la cuantificacion (por
ejemplo cromatdgramas, espectrogramas) de un sujeto para el intervalo total de muestras

(del tiempo 0 a t).

9.6.1.9. Ejemplo de una hoja de célculo de concentraciones de las muestras analizadas, a
partir de los datos crudos.

9.6.1.10. Dictamen.
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3. OBJETIVOS

e Desarrollar y validar un método analitico espectrofotométrico al UV para cuantificar
clorhidrato de metoclopramida en orina ¥, considerando algunos de los lineamientos
del punto nueve de la NOM -177-SSA1-1998.

e Determinar si el método analitico es adecuado para su uso como practica de
laboratorio de biofarmacia.

+ Orina: Para el presente estudio, se refiere a la matriz bioldgica en la cual se cuantifica
el clorhidrato de metoclopramida, consiste en una mezcla de seis muestras de orina que
se recolectaron a partir de seis voluntarios sanos, la cual se centrifugo, filtro y se diluyo
con agua, en proporcion 1:10.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Para el desarrollo y validacion del método analitico espectrofotométrico al UV se
consider6 como analito de estudio el clorhidrato de metoclopramida y como matriz
biologica de trabajo orina, esta proveniente de seis voluntarios sanos que se mezclo,
separd, filtro y se diluyé en agua en una proporcion de 1:10.

La dilucion de la mezcla de orina en agua en proporcion 1:10 se realiza para poder
obtener de manera mas confiable las respuestas obtenidas por el equipo.

Todas las lecturas obtenidas en el espectrofotometro se registraron como absorbancia,
considerando una longitud de onda de 309 nm ya que a esta longitud de onda se realiza el
analisis del clorhidrato de metoclopramida de acuerdo a la USP.

4.1 DESARROLLO DEL METODO

Se realizd considerando algunos de los parametros fundamentales para la validacién de
métodos analiticos que especifica la NOM-177-SSA1-1998 en el numeral 9. Que hacen
referencia a los requisitos y criterios para el analisis quimico de muestras bioldgicas de
una prueba de bioequivalencia, con excepcion del analisis individual de las muestras por
cada voluntario.

4.2 MATERIAL, EQUIPOS Y REACTIVOS

MATERIAL

1 Espatula cromo-niquel

1 Nave de pesado

1 Matraz volumétrico de 100 mL

3 Matraces volumétricos 50 mL

16 Matraces volumétricos 10 mL

2 Celdas de cuarzo para espectrofotometro
1 Pizeta

1 Micro pipeta de 5000 pL

1 Micro pipeta de1000 pL

EQUIPOS

Vortex

Balanza analitica Sartorius

Espectrofotometro Shimadzu modelo 1601 UV-VIS
Centrifuga Eppendorf

REACTIVOS

Estandar de referencia de clorhidrato de metoclopramida. Lote B40278, Pureza 100.14%,
Caducidad 18-11-2010, Procedencia laboratorio Sanofi-Aventis.

Agua desionizada.
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43 PREPARACION Y TRATAMIENTO DE LA ORINA PARA LA
VALIDACION DEL METODO ANALITICO

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE ORINA PREVIO A SU USO COMO
MATRIZ BIOLOGICA PARA LA VALIDACION DEL METODO
ESPECTROFOTOMETRICO AL UV

Para la preparacion de la matriz bioldgica empleada para la validacion del método se
recolectaron seis muestras de orina a partir de seis voluntarios sanos, cuatro hombres y
dos mujeres de entre 17 y 33 afios de edad. (Ver anexos)

Previo a la recoleccion de las muestras de orina se le pidid a cada individuo que se
hidratara por la noche antes de acostarse con 250 mL de agua y que no ingiriera refrescos
ni dulces que contengan colorantes, al despertar se eliminara la primera orina del dia y al
tomar sus alimentos ingiriera 250 mL de agua, posteriormente se recolectara la segunda
orina del dia en frascos contenedores de orina limpios, tomando medidas de higiene.

Una vez obtenidas las muestras de orina de cada uno de los voluntarios, cada muestra se
reparti6 en seis tubos de ensayo de 13X150 mm, a cada tubo se le adicionaron
aproximadamente 10 mL de orina, cada tubo fue etiquetado y posteriormente se pusieron
en congelacion a -19° C hasta su uso.

TRATAMIENTO DE LA MATRIZ BIOLOGICA (PREPARACION DE LA
ORINA)

Las muestras de orina de cada voluntario se pusieron a descongelar a temperatura
ambiente, mientras que las otras cinco muestras de orina se mantuvieron en congelacion
a -19° C hasta el dia de su uso. Una vez descongeladas las muestras se trataron de
manera independiente de la siguiente manera:

Los tubos con las muestras de orina se centrifugaron a 3500 rpm por 15 min [9], una
vez centrifugadas las muestras se decantaron, transfiriendo el sobrenadante a jeringas de
10 mL, estas con filtros de 0.45 um [7]. La orina filtrada se midi6 en una probeta
graduada de 10 mL hasta recolectar un volumen de 8.3 mL para cada muestra hasta
colectar un volumen aproximado de 50 mL de orina que a su vez se transfirieron a un
matraz volumétrico de 500 mL, una vez mezclada la orina de los seis voluntarios se llevo
a volumen con agua desionizada. Quedando asi preparada la matriz bioldgica (orina) para
validar el método analitico espectrofotométrico al UV y cuantificar el clorhidrato de
metoclopramida en la orina.

De esta manera se trataron todas las muestras de orina que se utilizaron en cada una de

las pruebas realizadas en la validacion del método analitico espectrofotométrico para
cuantificar el clorhidrato de metoclopramida en orina.
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Nota: Este procedimiento de preparacion de la orina se realizd varias veces con los
mismos voluntarios donantes, hasta terminar las pruebas que indicadas por la NOM 177-
SSA1-1998 del numeral 9.1 referente a validacion de métodos analiticos

4.3.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES PARA LA VALIDACION DEL
METODO.

Se prepar6 una solucidon estandar con agua desionizada, a partir de un estdndar de
clorhidrato de metoclopramida (MCP - HCIl) de Sanofi-Aventis en un volumen de 100
mL.

A partir de la solucion estandar se prepard una solucién primaria con orina y de esta
solucion se prepararon las curvas de calibracion que se utilizaron para la validacion del
método analitico.

Solucion estandar (1000 pg/mL)

Pesar exactamente 0.1000 g de estandar de clorhidrato de metoclopramida, transferir a
un matraz volumétrico de 100 mL disolver con 20 mL de agua desionizada y llevar al
aforo con el mismo disolvente agitar en vortex 30 s. Esta solucion contiene 1000 pg/mL
de clorhidrato de metoclopramida.

Solucion primaria S1 (20 pg/mL)

De la solucion estandar tomar un volumen de 1.0 mL, transferir a un matraz volumétrico
de 50 mL vy llevar al aforo con orina, agitar con vortex 30 s. Esta solucion contiene

20 pg/mL de clorhidrato de metoclopramida.

Preparacion de las curvas de calibracion para la validacion del método a partir de las
solucion primaria S1 (ver tabla 1).

Preparacion del blanco
El blanco se prepar6é tomando un 1 mL de agua desionizada que se transfiere a un matraz

volumétrico de 50 mL y llevandose al aforo con orina, se agito en el vortex 30 s y se
dejo reposar unos minutos hasta su uso.
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4.4 VALIDACION DEL METODO

La validacion del método se realizd evaluando los pardmetros de linealidad, selectividad,
recuperacion absoluta, la precision como repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio,
exactitud, limite de cuantificacion y estabilidad del MCP - HCI en orina, considerando
los criterios establecidos en la NOM-177-SSA1-1998 del punto 9 de los numerales 9.1 al
9.1.10 para cada prueba. Se hace la excepcion del andlisis individual de las muestras
como lo indica la norma.

De acuerdo al pardmetro a evaluar se realizaron las curvas de calibracion
correspondientes, estableciendo el rango en un intervalo de concentracion de 0.5 pg/mL
a 6.0 ug/mL de MCP - HCI, una vez preparadas las muestras se analizaron en el
espectrofotometro en la region UV a una longitud de onda de 309 nm midiendo la
respuesta como absorbancia, se realizaron las graficas de concentracion nominal contra
absorbancia de acuerdo al parametro a evaluar, de cada curva se obtuvo la pendiente (m),
el intercepto (b) y el coeficiente de correlacion (r). A partir de estos datos se realizaron
los calculos para evaluar cada parametro de acuerdo al criterio establecido.

Los puntos control se establecieron en concentracion de 0.1, 0.3 y 5.0 pg/mL de MCP -
HCI, y los barridos en un intervalo de longitud de onda de 200 a 400 nm.

Con los datos obtenidos se realizan los calculos para definir si el método analitico
espectrofotométrico al UV es adecuado para su uso.

4.5 LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método se determind preparando tres curvas de calibracion estandar a
partir de orina (ver paginas 24 y 27), cada curva de calibracion se prepard con seis
puntos, los cuales fueron leidos en el espectrofotometro al ultravioleta a una longitud de
onda de 309 nm, midiendo la absorbancia obtenida como respuesta.

Para cada una de las curvas de calibracion estandar se graficd la concentracion nominal
contra la respuesta obtenida (absorbancia) y se obtuvieron los datos de regresion lineal
con los seis puntos de la curva determinando la pendiente (m), la interseccion al eje (b) y
el coeficiente de correlacion ().

Como criterio de aceptacion la linealidad del método debe demostrar un coeficiente de
regresion mayor que 0.99. [6]
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4.5.1 CURVAS DE CALIBRACION

Tabla 1. Preparacion de la curva de calibracion estandar a partir de la solucidon primaria
S1 la validacion del método.

SOLUCION ALICUOTA DE | VOLUMEN DE CONCENTRACION
PRIMARIA S1 LA AFORO CON NOMINAL
(ug/mL) SOLUCION ORINA DE LA CURVA
PRIMARIA S1 (mL) (ug/mL)
(mL)
20.0 0.25 10.0 0.5
20.0 0.75 10.0 1.5
20.0 1.25 10.0 2.5
20.0 1.75 10.0 3.5
20.0 2.25 10.0 45
20.0 3.0 10.0 6.0

4.6 SELECTIVIDAD DEL METODO

Analizar la muestra blanco de la matriz bioldgica proveniente de la mezcla de orina
tratada (ver pagina 25) y evaluar el método contra posibles interferencias que pueda
presentar la orina (p. Ej. firmacos o sustancias endogenas). No deben existir
interferencias en la cuantificacion del compuesto por analizar. [6].

A partir de la solucion estandar de1000 ug/mL. MCP - HCI en agua desionizada se
prepar6 una solucion primaria S1 de 20 pg/mL MCP - HCI en orina, se prepard una
curva de calibracion de MCP - HCI en orina y se prepararon por duplicado los puntos
control de clorhidrato de metoclopramida en orina a tres niveles de concentracion bajo,
medio y alto.

Para determinar la selectividad del método se realizo un barrido con la mezcla de orina
ajustando la linea base del equipo con un blanco de agua desionizada y se observar en el
espectro de barrido que la orina no presente absorbancias ni maximos de absorcion en la
longitud de onda establecida para la identificacion del MCP - HCI en orina.

Posterior mente se realizd un barrido de los tres niveles de concentracion del MCP - HCI
en orina, ajustando la linea base del equipo con blanco de orina y se observan los
maximos de absorcion que presenta el MCP - HCI en orina, se registran las longitudes de
onda de méxima absorcion y las absorbancias que presenta el clorhidrato de
metoclopramida en la orina de los tres niveles por duplicado.

Se compararon los maximos de absorcion que presenta la orina contra los maximos de
absorcion que presenta la orina con MCP - HCl a tres niveles y determinar que no hubiese
interferencia de sustancias endogenas o farmacos presentes en la orina que pudiesen
interferir en el analisis del MCP - HCI en orina.
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4.7 RECUPERACION ABSOLUTA

Analizar al menos por triplicado un minimo de tres concentraciones conocidas baja,
media y alta del o los compuestos por analizar en la matriz bioldgica, dentro del rango.
Comparar estos resultados con las respuestas de soluciones del mismo compuesto en las
mismas concentraciones y en los mismos disolventes. El porcentaje de esta(s) razon(es)
no necesariamente es el 100 % pero debe ser reproducible en cada nivel de
concentracion dentro del rango.

La recuperacion se determind preparando una curva de calibracion y por triplicado cada
una de las concentraciones de los puntos control dentro del rango en agua y orina.

Las concentraciones de clorhidrato de metoclopramida de los puntos control son: 1.0, 3.0
y 5.0 pg/mL

Se registraron las absorbancias de los tres niveles de concentraciones de los controles
en agua, considerando a estas respuestas como el 100 %. Posteriormente se registraron
las absorbancias de los tres niveles de concentracion de los controles en orina y se
compar6 la respuesta promedio de los puntos control considerando como el 100 % el
promedio de respuesta en agua.

4.8 PRECISION DEL METODO
4.8.1 REPETIBILIDAD

Analizar en un mismo dia por quintuplicado, 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 la de la curva de calibracion, pero deben
estar incluidos en el rango de la curva. El coeficiente de variacion no debe ser mayor al
15 %. [6]

Para evaluar la precision como repetibilidad se prepar6 una curva de calibracion de
MCP - HCI en orina recién preparado (ver tabla 1) y, por quintuplicado se prepararon
los puntos control de la curva a tres niveles de concentraciéon dentro del rango, se
determino el coeficiente de variacion como porcentaje de los puntos control.

El blanco de ajuste: 1 mL de agua desionizada en 50 mL de orina.

Como criterio de aceptacion de la prueba, se considera aceptable si el coeficiente de
variacion de los cinco datos de los puntos control de la muestra de MCP - HCI en orina
son menores o iguales al 15 %.

4.8.2 REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO

Analizar por quintuplicado durante tres dias un minimo de tres concentraciones
conocidas: baja, media y alta del o los compuestos por analizar en la matriz biologica
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estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de calibracion pero deben
incluirse en el rango. El coeficiente de variacion no debe ser mayor que el 15 % [6].

Para evaluar la precision como reproducibilidad se preparo una curva de calibracion
estandar de MCP - HCI en orina. (Ver tabla 1) y, por quintuplicado se prepararon los
puntos control de la curva a tres niveles de concentracion.

Este procedimiento se repitié durante tres dias, se determino el coeficiente de variacion
de los puntos control para cada dia de andlisis. Se calculd el coeficiente de variacion de
los controles y de las tres curvas de calibracion de los tres dias de estudio y también se
determino el coeficiente de variacion de todas las curvas de calibracion de los tres dias
de analisis.

El blanco de ajuste: 1 mL de agua desionizada en 50 mL de muestra de orina diluida.

La prueba se considera aceptable si el coeficiente de variacion de los cinco datos de los
puntos control de MCP - HCI en orina no son mayores al 15 % para cada dia de analisis.

4.9 EXACTITUD DEL METODO

El valor promedio de las determinaciones en cada nivel de concentracion de los datos de
repetibilidad y reproducibilidad deben estar dentro del + 15 % del valor nominal de
concentracion. [6]

Con los datos obtenidos de repetibilidad y reproducibilidad se calcularon las
concentraciones experimentales de los puntos control y las concentraciones
experimentales de las curvas de calibracion, se calculd el por ciento de la desviacion
estandar absoluta (% DEA), para los datos de los puntos control.

Como criterio de aceptacion se considera que el % DEA se menor al + 15 % para los

valores de concentracion experimental de los puntos control de las pruebas de
repetibilidad como reproducibilidad.
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4.10 LIMITE DE CUANTIFICACION

Analizar por quintuplicado la concentracion mas baja del rango de trabajo. Se considera
que el punto tiene validez como limite de cuantificacion, si su valor promedio cae dentro
del &+ 20 % del valor nominal con un coeficiente de variacién no mayor que 20 %. [6]

Para determinar el limite de cuantificaciéon se prepard una curva de calibracion estandar
de MCP - HCl en orina.

Por quintuplicado se prepard la concentracion mas baja de la curva de calibracion que es
0.5 pg/mL de clorhidrato de metoclopramida en orina.

El blanco de ajuste: ImL de agua desionizada en 50 mL de muestra de orina diluida.

Se procedi6 a leer en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 309 nm.

Se registraron los valores de absorbancia para los puntos de la curva y los valores de
absorbancia de las cinco concentraciones bajas.

Se calculo el % DEA vy el coeficiente de variacion de la concentracion experimental de
las cinco lecturas.

Como criterio de aceptacion se considero como criterio que el % CV sea menor al 20 %.
4.11 ESTABILIDAD

Determinar las condiciones de temperatura y tiempo entre otros, el las que el compuesto
permanezca estable en la matriz biologica, durante su manejo, almacenamiento y
procesamiento, al evaluar la respuesta de la concentracion del compuesto por analizar en
la matriz biologica, en muestras preparadas al menos por duplicado, a tres niveles de
concentracion dentro del rango, considerando al menos lo siguiente: Evaluar la
estabilidad del o los compuestos en la matriz bioldgica, bajo las condiciones de
almacenamiento en las que se mantendran las muestras, por un periodo por lo menos
equivalente al que transcurre desde la obtencion de la muestra hasta su analisis.

4.11.1 ESTABILIDAD DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA
EN ORINA, EN REFRIGERACION A 3° C DURANTE 48 Y 72h.

La determinacion de la estabilidad se llevd acabo en dos partes, la primera parte fue para
determinar la estabilidad del MCP - HCI en la matriz bioldgica durante un periodo de 48
horas y la segunda parte se determino la estabilidad del MCP - HCI durante 72 horas en
refrigeracion a 3° C.

Se prepard una curva de calibracion en orina recién preparada y se prepararon los puntos
control a tres niveles bajo, medio y alto (1.0, 3.0 y 5.0) ug / mL por triplicado en tres
series, la curva de calibracion estdndar se utilizd para determinar las concentraciones
experimentales de las tres series de los puntos control. Después de obtener los resultados
de absorbancia de la curva, se realizé la lectura de la 1? serie considerandola como el
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tiempo cero, el blanco se guard6 en refrigeracion en tubos de ensayo para cada serie.
Para la serie dos y tres se que se guardaron en refrigeracion en tubos de ensayo, dejando
a la serie dos en refrigeracion a 3° C por 48 horas y a la serie tres a 3° C por 72 horas.
Pasado el periodo de tiempo para cada serie se dejo que las muestras se estabilizaran a
temperatura ambiente y se procedio a realizar la lectura de las muestras, ajustando con su
respectivo blanco, posteriormente se compararon las respuestas obtenidas con la curva de
calibracion estandar del tiempo cero (1* serie) y se calculd la concentracion experimental
para cada seriey el % DEAyel % C V.

Como criterio de aceptacion de la prueba se considera aceptable si el coeficiente de
variacion de los cinco datos de la cantidad recuperada de los puntos control de la muestra
de MCP - HCl son menores o iguales al 15 % y si % DEA menor al + 15 % para los
valores de concentracion experimental para los puntos control de las pruebas de
repetibilidad como reproducibilidad.

La concentracion de los datos de las tres series independientes debe estar dentro del
+ 15 % del valor nominal de concentracion, para que se acepte como estable.

4.11.2 ESTABILIDAD DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA
EN ORINA, CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION A -19°C.

Evaluar la estabilidad del o los compuestos por analizar al congelar y descongelar a
temperatura ambiente muestras de concentracion conocidas del o los compuestos en la
matriz biologica; esto constituye un ciclo de congelacion-descongelacion. Se deben
evaluar al menos dos ciclos de congelacion-descongelacién antes de analizar las
muestras. [6]

Para determinar la estabilidad del MCP - HCl en la matriz bioldgica se evaluaron tres
ciclos de congelacion- descongelacion.

Se prepar6 una curva de calibracion de MCP - HCI en orina, se prepararon los puntos
control por triplicado a tres niveles de concentracion bajo, medio alto (1.0, 3.0 y 5.0)
pug/mL en tres series y un blanco para la curva de calibracion, este blanco es el mismo
para cada una de las series las tres series.

El blanco de ajuste: ImL de agua desionizada en 50mL de orina.

Las tres series (1, 2 y 3) de los tres niveles de concentracion se prepararon el mismo dia.
La curva de calibracion estdndar se utilizo para determinar las concentraciones
experimentales de las tres series de los puntos controles, para los tres ciclos de
congelacion-descongelacion.

El dia de la preparacion de las tres series se realizdo la lectura de la serie 1
considerandola como el tiempo cero.

Las series 1, 2 y 3 se pusieron en congelacion a -19° C por 24 h al igual que el blanco
para cada serie.
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Pasadas 24 h en congelacion las series 1, 2 y 3 junto con su blanco se dejaron
descongelar a temperatura ambiente, una vez descongeladas y equilibradas a temperatura
ambiente se realizd nuevamente la lectura de la serie 1 ajustando el equipo con su
blanco, se procedio a realizar la lectura al UV a 309 nm, esta lectura se consider6 como
el primer ciclo de congelacion descongelacion.

La series 2 y 3 se descongelaron a temperatura ambiente e intactas se pusieron
nuevamente en congelacion a -19° C por 24 h con su blanco.

Pasadas 24 h en congelacion las series 2 y 3 junto con su blanco se pusieron a
descongelar a temperatura ambiente, una vez descongeladas y equilibradas a temperatura
ambiente se realizo la lectura de la serie 2 ajustando el equipo con su blanco, se procedid
a realizar la lectura al UV a 309 nm, esta lectura se consider6 como el segundo ciclo de
congelacion descongelacion.

La serie 3 descongelada a temperatura ambiente e intacta se puso nuevamente en
congelacion a -19° C por 24 h junto con su blanco.

Pasadas 24 h en congelacion las serie 3 junto con su blanco se pusieron a descongelar a
temperatura ambiente, una vez descongelada y equilibrada a temperatura ambiente se
realizo la lectura de la serie 3 ajustando el equipo con su blanco, se procedi6 a realizar la
lectura al UV a 309 nm, esta lectura se considerd6 como el tercer ciclo de congelacion
descongelacion.

Una vez que se obtuvieron las lecturas de los tres ciclos de congelacion-descongelacion
Se calcularon las concentraciones experimentales para calcular el % DEA yel % C V.
Como criterio de aceptacion de la prueba se considera aceptable si el coeficiente de
variacion de los cinco datos de la cantidad recuperada de los puntos control de la muestra
de MCP - HCl son menores o iguales al 15 % y que el % DEA sea menor al + 15 %
para los valores de concentracion experimental para los puntos control de las pruebas de
repetibilidad como reproducibilidad.

La concentracion de los datos de las tres series independientes debe estar dentro del
+ 15 % del valor nominal de concentracidn, para que se acepte como estable.

4.11.3 ESTABILIDAD DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA
EN ORINA, EN CONGELACION A -19°C POR 28 DIAS

Evaluar la estabilidad del o los compuestos por analizar al congelar y descongelar a
temperatura ambiente muestras de concentracion conocidas del o los compuestos en la
matriz bioldgica; esto constituye un ciclo de congelacion-descongelacion. Se deben
evaluar al menos dos ciclos de congelacion-descongelacion antes de analizar las
muestras. [6]

Para determinar la estabilidad del MCP - HCI en la matriz bioldgica en congelacion a
—19° C se prepard una curva de calibracion en orina, se prepararon los puntos control por

triplicado a tres niveles en cinco series.

La curva de calibracion estdndar se utilizd para determinar las concentraciones
experimentales de las cinco series de los puntos control, después de obtener los
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resultados de absorbancia de la curva se realizo la lectura de la 1* serie considerandola
como el tiempo cero.

El blanco de ajuste: 1 mL de agua desionizada en 50 mL de orina.

Se guardd6 un blanco de ajuste en congelacion para cada serie en tubos de ensayo,
dejando a las cuatro series restantes en congelacion a-19° C.

Cada una de las series se fue descongelando a temperatura ambiente y analizando de la
misma manera que se realizo con la serie 1 del tiempo cero.

Cada una de las 4 series restantes se fue descongelando cada 7 dias hasta completar 28
dias, pasado el periodo de tiempo para cada serie se dejo que las muestras se
descongelaran a temperatura ambiente y se procedio a realizar la lectura de las muestras,
ajustando con su respectivo blanco, posteriormente se compararon las respuestas
obtenidas con la curva de calibracion estandar del tiempo cero y se calculo la
concentracion experimental para cada serie a partir de la curva de calibracion del tiempo
cero y se calculd el % DEA yel % C. V.

Para que el o los compuestos de interés se consideren estables en las diferentes
condiciones evaluadas, los resultados obtenidos deben cumplir con los criterios de
exactitud y repetibilidad expresados en los 9.1.4y 9.1.5. [6]

La prueba se considera aceptable si el coeficiente de variacion de los cinco datos de la
cantidad recuperada de los puntos control de la muestra de MCP - HCl son menores o
iguales al 15 % y si el % DEA estan dentro al = 15 % para los valores de concentracion
experimental para los puntos control de las  pruebas de repetibilidad como
reproducibilidad.

La concentracion de los datos de las tres series independientes deben estar dentro del
+ 15 % del valor nominal de concentracion en comparacion al del tiempo cero, para que
se acepte como estable.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

5.1 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

5.1.1 LINEALIDAD DEL METODO

Tabla 2. Resultados de las tres curvas de calibracion para determinacion de la linealidad
del método a partir de las absorbancias.

Linealidad del método
Concentracion Absorbancia (A =309 nm)
nominal Curva 1 Curva2 | Curva3
(ug/mL) Abs 1 Abs 2 Abs 3 PROM DE % CV
0.5 0.019 0.019 0.018 0.019 0.0006 3.1
1.5 0.051 0.050 0.049 0.050 0.0010 2.0
2.5 0.081 0.080 0.078 0.080 0.0015 1.9
3.5 0.106 0.105 0.104 0.105 0.0010 1.0
4.5 0.132 0.131 0.130 0.131 0.0010 0.8
6 0.183 0.182 0.181 0.182 0.0010 0.5
m= 0.0291 0.0290 0.0290 0.0290
= 0.0056 0.0052 0.0039 0.0049
r= 0.9988 0.9988 0.9989 0.9989

Para que la linealidad del método se considere valida el coeficiente de regresion lineal
debe ser mayor o igual que 0.99.
Los resultados de la tabla muestran que los valores para cada una de las curvas de
calibracion tienen un coeficiente de regresion mayor a 0.99 por lo que si cumple con
esta especificacion.

C1

y=0.0291x+ 0.0056

R%=0.9975

C2

y=0.029x + 0.0052

R%2=0.9976

C3

y=0.029x+ 0.0039

R?=0.9979

LINEALIDAD DEL METODO
Curvas de calibracion 1, 2 y 3 de Clorhidrato de metoclopramida en orina
0.200
0.180
< 0.160
£ B
2 0.140 e
S ¥
0.120
I Z
=< =
o 0.100 //
s o
£ 0.080
T 0.060 //
5 0.
8 o~
< 0040 -
0.020 /
0.000
0 1 2 3 4 5
Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 2. Grafica 1,2 y 3 de las curvas de calibracion 1, 2 y 3. Linealidad del método.
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Tabla 3. Promedio de las absorbancias de las tres curvas de calibracion para la
determinacion de la linealidad del método.

Concentracion Absorbancia
nominal (ug/mL) promedio

0.5 0.019
1.5 0.050
2.5 0.080
3.5 0.105
4.5 0.131
6.0 0.182
m= 0.029

= 0.005

= 0.998

0.200
0.180
0.160
0.140
0.120
0.100
0.080
0.060
0.040
0.020
0.000

309 nm)

Absorbancia promedio
(A

Curva de calibracion Absorbancia promedio vs Concentracion nominal

Linealidad del método

y=0.029x + 0.005
R%=0.9976

¢ Seriel

——Lineal (Serie1)

1 2 3 4

5

Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 3. Grafica de la curva de calibracion promedio. Linealidad del método.
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5.1.2 SELECTIVIDAD DEL METODO

Figura 4. Espectro de barrido de la orina.

Tabla 4. Resultados de los espectros de barrido de MCP - HCl en orina a tres niveles de
concentracion por triplicado. Longitudes de onda de maxima absorcién y absorbancias.

ler Control ler Control ler Control
Barrido bajo Barrido medio Barrido alto
1.0 ug/mL 3.0 ug/mL 5.0 ug/mL
A max A max A max
(nm) Abs (nm) Abs (nm) Abs
309.5 0.033 309.5 0.102 309.5 0.170
273.5 0.040 273.5 0.123 272.5 0.192
213.5 0.087 213.5 0.259 214 0.369
Control Control Control
2° Barrido bajo 2° Barrido medio 2° Barrido alto
A max A max A max
(nm) Abs (nm) Abs (nm) Abs
309.5 0.033 309.5 0.100 309.5 0.168
273.5 0.038 273.5 0.126 272.5 0.171
213.5 0.074 213.5 0.226 213.5 0.363
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Figura 5. Espectro de absorcién obtenido del barrido de MCP - HCI en orina en
concentracion de 1.0 pg/mL.

Peak detection

Figura 6. Longitudes de onda de maxima absorcion y absorbancias obtenidas del espectro
de barrido del MCP - HCl en orina en concentracion de 1.0 pg/mL.
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Figura 7. Espectro de absorcion obtenido del barrido de MCP - HCI en orina en
concentracion de 5.0 pg/mL.

La linea base para el barrido de la orina se realizé con agua desionizada.

La linea base para el barrido del MCP - HCl en orina se realiz6 con orina.

Los barridos de las figuras 4, 5 y 7 se realizaron en el intervalo de 200 a 400 nm.

Las figuras 5 y 7 muestran los espectros de barrido del MCP - HCI en orina a dos niveles
de concentracion alto y bajo ambos presentan las tres longitudes de onda de maxima
absorcion bien definidos caracteristicos de la molécula.

El espectro de la figura 4 en comparacién a los espectros de las figuras 5 y 7 muestra que
el barrido de la orina no presenta registros de longitudes de onda de maxima absorcion
que interfieran con los maximos de absorcion que presenta el MCP - HCI en orina.

Esto muestra que el método presenta selectividad, ya que no se observa alguna

interferencia de sustancias enddgenas o farmacos presentes en la orina que afecten la
cuantificacion del MCP - HCl en la orina.
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5.1.3 RECUPERACION ABSOLUTA

Tabla 5. Absorbancias de MCP - HCI en agua a tres niveles de concentracion dentro del

rango por triplicado.

Recuperacion absoluta (Absorbancias en agua)
Absorbancia A= 309 nm
Control bajo Control medio Control alto
1.0 ug/mL 3.0 ug/mL 5.0 ug/mL
0.032 0.095 0.162
0.032 0.099 0.160
0.033 0.097 0.159
Promedio de las absorbancias de los controles en agua
Control bajo Control medio Control alto
0.032 0.097 0.160

Tabla 6. Absorbancias del MCP - HCI en orina a tres niveles de concentracion dentro del

rango por triplicado.

Recuperacion absoluta (Absorbancias en orina diluida)

Absorbancia A= 309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 pug/mL 3.0 pg/mL 5.0 pg/mL
0.035 0.092 0.149
0.034 0.091 0.152
0.032 0.093 0.150

Promedio las absorbancias de los controles en orina diluida

control bajo

control medio

control alto

0.034

0.092

0.150

Tabla 7. Resultados. Recuperacion absoluta.

Absorbancias promedio de los puntos control A= 309 nm

control bajo control medio control alto
Respuesta promedio 1.0 pg/mL 3.0 pg/mL 5.0 pg/mL
Abs en agua 0.032 0.097 0.160
Abs en orina 0.034 0.092 0.150
% recuperacion 106 95 94

La recuperacion absoluta para el control bajo es mayor al 100 % mientras que para el
control medio y bajo la recuperacion absoluta esta por abajo del 100 %, pero son
reproducibles en cada nivel de concentracion dentro del rango por lo que si cumple con el
criterio establecido.
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5.1.4 PRECISION DEL METODO
5.1.4.1 REPETIBILIDAD

Tabla 8. Absorbancias de la curva de calibracion para determinacion de repetibilidad
del método.

Precision (Repetibilidad)
Concentracion nominal Absorbancia curva
(ug/mL) de calibracion

0.5 0.017
1.5 0.053
2.5 0.082
3.5 0.108
4.5 0.139
6.0 0.181

Curva de calibracion Repetibilidad

02
0.18
£ 016
E y=0.0294x + 0.006
& 2 _
§ 0.14 / R%=0.9982
W 0.12

/ ¢ Seriel
0.1

' / — Lineal (Serie1)
0.08
0.04 /

Absorbancia (A

0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0

Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 8.Gréfica de la curva de calibracion. Repetibilidad.
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REPETIBILIDAD

Tabla 9. Absorbancias de la curva de calibracion y concentraciones experimentales de
los puntos de control.

Repetibilidad del método

Concentracion | Absorbancias Concentraciones experimentales de los puntos
Nominal de las curva de control [MCP - HCI] (ng/mL)
[MCP - HCI] calibracion a
(ug/mL) A =309nm
Control bajo Control medio Control alto

0.5 0.017 1.0 pug/mL 3.0 pg/mL 5.0 pg/mL
1.5 0.053 1.09 3.03 5.07
2.5 0.082 1.12 2.99 5.07
3.5 0.108 1.05 3.06 5.10
4.5 0.139 1.09 3.09 5.17
6.0 0.181 1.12 3.03 5.14
m= 0.017 PROM 1.1 3.0 5.1
b= 0.053 DE 0.028 0.039 0.044
= 0.082 %CV 2.6 1.3 0.9

La tabla 9 muestra que el coeficiente de variacion de la respuesta y el coeficiente de
variacion de la concentracion experimental calculada de los puntos control, son
menores al 15% por lo que se cumple con el criterio de aceptacion de la NOM-177-

SSAT1-1998 en el numeral. Lo que demuestra que el método es repetible.
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5.1.4.2 REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO

Tabla 10. Absorbancias de la curva de calibracion y de los puntos control para el dia 1.

Dia 1l

Concentracion Absorbancia (A= 309nm)
nominal de Puntos control
MCP - HCI1 Absorbancia | Control bajo Control medio | Control alto
(ug/mL) A=309nm 1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL
0.5 0.016 0.032 0.097 0.162
1.5 0.045 0.034 0.100 0.167
2.5 0.081 0.032 0.097 0.161
35 0.113 0.033 0.098 0.163
4.5 0.146 0.034 0.095 0.161
6.0 0.195 | e e
PRO
m 0.328 M 0.033 0.097 0.163
b= 0.002 DE 0.001 0.002 0.002
r= 0.999 %CV 3.0 1.9 1.5
Curva de calibracion Reproducibilidad Intralaboratorio
Dia 1
0.25

T 02

s /" y=0.0328x-0.0018

a R?=0.9996

; 0.15 o

.g 0.1 / & Seriel

g . / —_Lineal (Serie1)

<

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 9. Grafica de la curva de calibracion. Reproducibilidad intralaboratorio dia 1.
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Tabla 11. Concentraciones experimentales de los puntos control para determinacion de
la reproducibilidad intralaboratorio dia 1.

Concentracion experimental del MCP - HCI de los puntos control (pg/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0pg/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL

1.03 3.01 4.99

1.09 3.10 5.15

1.03 3.01 4.96

1.06 3.04 5.02

1.09 2.95 4.96

PROM 1.06 3.02 5.02

DE 0.030 0.055 0.076

%CV 2.9 1.8 1.5

La tabla 11 muestra que el coeficiente de variacion de la concentracion experimental
calculada del dia 1 de los puntos control, es menor al 15 %.
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REPRODUCIBILIDAD
Dia 2

Tabla 12. Absorbancias de la curva de calibracion y de los puntos control para
determinacion de la reproducibilidad intralaboratorio dia 2.

Concentracion Absorbancia (A= 309nm)
de MCP - HC1 | Absorbancia Puntos control
(ng/mL) A=309nm
1.0 pg/mL 3.0 pg/mL 5.0 ug/mL

0.5 0.014 0.032 0.096 0.160
1.5 0.048 0.031 0.097 0.162
2.5 0.079 0.032 0.099 0.161
3.5 0.111 0.034 0.100 0.166
4.5 0.140 0.033 0.099 0.165
6.0 0194 | - | e e
m= 0.032 PROM | 0.032 0.098 0.163
b= -0.002 DE 0.001 0.002 0.003
= 0.999 %CV 3.5 1.7 1.6

Curva de calibracién Reproducibilidad Intralaboratorio
Dia 2

0.25
T 02 3
c /
[=2]
s 0.0323x- 0.0018

0.15 y=0. x-0.
n
= = R?=0.9991
2 01
©
5 / * Seriet
n . .
a R ——Lineal (Serie1)
< 005 /

0
0 1 2 3 4 5 6 7
Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 10. Gréfica de la curva de calibracion. Reproducibilidad intralaboratorio dia 2.
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Tabla 13. Concentraciones experimentales de los puntos control del MCP - HCI en orina
Reproducibilidad intralaboratorio dia 2.

Concentracion experimental del MCP - HCI de los puntos control (pg/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0pg/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL

1.05 3.03 5.01

1.02 3.06 5.07

1.05 3.12 5.04

1.11 3.15 5.20

1.08 3.12 5.16

PROM 1.06 3.10 5.10

DE 0.035 0.051 0.080
%CV 3.3 1.6 1.6

La tabla 13 muestra que el coeficiente de variacion de la concentracion experimental
calculada para el dia 2 de los puntos control, es menor al 15 %.
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REPRODUCIBILIDAD

Tabla 14. Absorbancias de la curva de calibracion y de los puntos

Dia 3

determinacion de la reproducibilidad intralaboratorio dia 3.

control para

concentracion Absorbancias A=309nm
de MCP HCl | Absorbancia Concentracion de los puntos control
(ng/mL) A=309nm 1.0 pg/mL 3.0 pg/mL 5.0 pg/mL
0.5 0.017 0.032 0.097 0.161
1.5 0.049 0.030 0.093 0.158
2.5 0.083 0.033 0.099 0.165
35 0.114 0.031 0.098 0.158
4.5 0.148 0.032 0.097 0.162
6.0 0196 | - | e eeee-
m= 0.0326 PROM 0.032 0.097 0.161
b= 0.0006 DE. 0.001 0.002 0.003
= 0.9999 CV% | 3.6 2.4 1.8
Curva de calibracion Reproducibilidad Intralaboratorio
Dia 3
0.250
’g 0.200
2 / y=0.0326x+ 0.0006
‘.<.’ 0.150 Pt R?=0.9999
§ 0.100 / o Serief
_tgﬂ / ——Lineal (Serie1)
S 0050 —
/
0.000 ] ‘ ;
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 11. Grafica de la curva de calibracion. Reproducibilidad intralaboratorio dia 3.
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Tabla 15. Concentraciones experimentales de los puntos control del MCP - HCl en orina.
Reproducibilidad intralaboratorio dia 3.

Concentracion experimental del MCP - HCI de los puntos control (pg/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0pg/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL

0.96 2.96 4.92

0.90 2.83 4.83

0.99 3.02 5.04

0.93 2.99 4.83

0.96 2.96 4.95

PROM 0.95 2.95 491
DE 0.035 0.070 0.090

%CV 3.7 2.4 1.8

Tabla 16. Resultados del % CV reproducibilidad intralaboratorio dias 1, 2 y 3.

Resultados % CV para los tres dias de analisis
Concentracion experimental de MCP - HC1 (ug/mL)
Control bajo Control bajo Control bajo
1.0pg/mL 1.0pg/mL 1.0pg/mL

1.03 3.01 4.99

1.09 3.1 5.15

1.03 3.01 4.96

1.06 3.04 5.02

1.09 2.95 4.96

1.05 3.03 5.01

1.02 3.06 5.07

1.05 3.12 5.04

1.11 3.15 5.2

1.08 3.12 5.16

0.96 2.96 4.92

0.9 2.83 4.83

0.99 3.02 5.04

0.93 2.99 4.83

0.96 2.96 4.95
PROM = 1.02 3.02 5.01
DE = 0.063 0.082 0.109
%CV = 6.2 2.7 2.2

La tabla muestra los tres dias de anélisis, se observa que el coeficiente de variacion de la
concentracion experimental calculada para los puntos control es menor al 15 %. Lo que
demuestra que el método es reproducible y cumple con el criterio de la NOM-17-SSAI1-
1998.
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5.1.5 EXACTITUD DEL METODO

Tabla 17. Concentraciones experimentales de las curvas de calibracion de precision
(repetibilidad y reproducibilidad intralaboratorio) para determinacion de la exactitud del
método.

Concentracion nominal Concentracion experimental
de MCP HCI1 (pg/mL) de MCP - HCI (pg/mL)
Curval | Curva2 | Curva3 | Curva4 | PROM | DE | %CV | %DEA

0.5 0.54 0.49 0.50 0.37 0.48 0.07 | 15.20 4.5
1.5 1.43 1.54 1.48 1.60 1.51 0.07 | 491 -0.9
2.5 2.52 2.50 2.53 2.58 2.53 0.03 | 1.36 -1.4
3.5 3.50 3.50 3.48 3.47 3.49 0.02 | 0.43 0.4
4.5 4.51 4.40 4.52 4.52 4.49 0.06 | 1.36 0.3
6.0 6.00 6.07 5.99 5.95 6.00 0.05 | 0.81 0.0
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Tabla 18. Concentraciones experimentales de los puntos control de precision para
determinacion de la exactitud del método.

Resultados % DEA
Concentracion experimental de MCP HC1 (pg/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0pg/mL 3.0ug/mL 5.0pug/mL

1.03 3.01 4.99
1.09 3.10 5.15
1.03 3.01 4.96
1.06 3.04 5.02
1.09 2.95 4.96
1.05 3.03 5.01
1.02 3.06 5.07
1.05 3.12 5.04
1.11 3.15 5.20
1.08 3.12 5.16
0.96 2.96 4.92
0.90 2.83 4.83
0.99 3.02 5.04
0.93 2.99 4.83
0.96 2.96 4.95
1.09 3.03 5.07
1.12 2.99 5.07
1.05 3.06 5.10
1.09 3.09 5.17
1.12 3.03 5.14
PROM = 1.04 3.03 5.03
DE = 0.06 0.07 0.10
%CV = 6.05 2.42 2.08
Valor absoluto%DEA= | 4.1 0.9 0.7
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Tabla 19. Valores de la concentracion experimental promedio de los puntos control de las
pruebas de precision (repetibilidad y reproducibilidad) con resultados de %DEA.

Valor promedio de cada uno del punto control de las pruebas de repetibilidad y
reproducibilidad a partir de las concentraciones experimentales obtenidas.

Valor promedio de la concentracion experimental de los

puntos control de MCP HCI (ug/mL)

Control bajo Control medio Control alto
Reproducibilidad 1.0pg/mL 3.0pug/mL 5.0pug/mL
DIA 1 1.06 3.02 5.02
DIA 2 1.06 3.02 5.02
DIA 3 0.95 2.95 491
Repetibilidad 1.09 3.04 5.11
PROM 1.04 3.01 5.01
DE. 0.06 0.04 0.08
%CV 6.02 1.33 1.5
VALOR ABSOLUTO %DEA %DEA %DEA
3.4 0.2 0.2

La tabla 19 muestra el valor promedio de las concentraciones en cada nivel de
concentracion, los valores obtenidos de repetibilidad como de reproducibilidad estan
dentro del + 15 % del valor nominal de concentracion y cumplen con el criterio de la
NOM-177-SSA1-1998. Lo que indica que el método es exacto.
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5.1.6 LIMITE DE CUANTIFICACION

Tabla 20. Absorbancias de la curva de calibracién para determinacion de limite de

cuantificacion.
Concentracion
nominal
(ug/mL) Absorbancias A=309nm
0.5 0.017
1.5 0.048
2.5 0.078
3.5 0.109
4.5 0.142
6 0.198
m= 0.0325
b= -0.0018
= 0.999
Curva de calibracion Limite de deteccion
0.25
T 02 y =0.0326x - 0.0018
; R =0.9978
i o // ¢ Seriel
© ——Lineal (Serie1)
.g 0.1
2 0.05 /
0 : : : : : :
0 1 2 3 4 5 6
Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 12. Gréfica de la curva de calibracion. Limite de cuantificacion.
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Tabla 21. Resultados de concentracion experimental. Limite de cuantificacion.

Limite de cuantificacion Concentracion
(0.5 pg/mL) Experimental
Absorbancia (ug/mL) %DEA
0.015 0.52 32
0.015 0.52 32
0.015 0.52 3.2
0.016 0.55 9.3
0.014 0.49 3.0
PROM 0.015 0.52 4.4
DE 0.001 0.02 | -
%CV 4.7 42 | -

El valor promedio de la concentracion experimental esta dentro del + 20 % del valor
del valor nominal con un % CV menor al 20 % por cual se considera que tal
concentracion es aceptable como limite de cuantificacion.
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5.1.7 ESTABILIDAD

5.1.7.1 ESTABILIDAD DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA
EN ORINA DILUIDA EN REFRIGERACION A 3° C DURANTE
48 Y 72 HORAS

Tabla 22. Absorbancias de la curva de calibracion para determinacidon de estabilidad de
MCP - HCI en orina, refrigeracion a 3° C durante 48 y 72h.

Concentracion de
MCP - HCl en Absorbancias
orina diluida A=309nm
(ng/mL)
0.5 0.016
1.5 0.045
2.5 0.077
3.5 0.106
4.5 0.140
6.0 0.192
m= 0.0319
b= -0.0024
= 0.999

Curva de calibracién Estabilidad
( Muestras en refrigeracion a 3° C)

0.25
T 02
; / y=0.0319x- 0.0024
3 R?=0.9987
w 0.15
: / ¢ Seriel
“ . .
e o1 — Lineal (Serie1)
©
el
S
[*]
g /
2 005 /
O T T T T
0.0 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 7.0

Concentracion nominal (pg/mL)

Figura 13. Gréfica de la curva de calibracion. Estabilidad en refrigeracion a 3° C durante
48 y 72 h.
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Tabla 23. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de % DEA para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina,
refrigeracion a 3°C tiempo cero.

T 0 (muestras recién preparadas)

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0pg/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL

0.033 0.095 0.160

0.034 0.096 0.162

0.033 0.096 0.162

PROM 0.0333 0.0957 0.1613

DE 0.0006 0.0006 0.0012
%CV 1.7 0.6 0.7

Concentracion de MCP - HCI en orina diluida (pg/mL)

Control bajo Control medio Control alto
1.0pug/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL
1.11 3.05 5.09
1.14 3.08 5.15
1.11 3.08 5.15
PROM 1.12 3.07 5.13
DE 0.02 0.02 0.04
%CV 1.62 0.59 0.71
%DEA %DEA %DEA
10.95 1.73 1.77
14.08 2.78 3.02
10.95 2.78 3.02
Promedio | 12.0 2.4 2.6
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Tabla 24. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de %DEA para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina,
refrigeracion a 3°C durante 48 h.

Muestras control refrigeradas a 3°C por 48 horas.

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0pg/mL 3.0pg/mL 5.0pug/mL

0.032 0.096 0.158

0.033 0.098 0.159

0.031 0.097 0.157

PROM 0.032 0.097 0.158

DE 0.001 0.001 0.001
%CV 3.1 1.0 0.6

Concentracion experimental (ug/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0pug/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL

1.08 3.08 5.03

1.11 3.15 5.06

1.05 3.11 4.99

PROM 1.08 3.11 5.03
DE 0.03 0.03 0.03
%CV 2.9 1.0 0.6

%DEA %DEA %DEA

7.82 2.78 0.52

10.95 4.87 1.14

4.68 3.82 0.11

PROM | 7.8 3.8 0.6

Los resultados muestran que el MCP - HCIl en la muestra de orina es estable en
refrigeracion a 3° C por un periodo de tiempo de 48h, ya que los valores de DEA% estan
dentro de especificacion.
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Tabla 25. Resultados absorbancia y concentracion experimental de los puntos control
con calculo de %DEA para la determinacion de la estabilidad en refrigeracion 3° C

durante 72 h.

Muestras control refrigeradas a 3° C por 72 h

Absorbancia A =309 nm

Control medio

Control bajo 1.0ug/mL 3.0ug/mL Control alto 5.0pug/mL
0.055 0.114 0.182
0.051 0.117 0.177
0.053 0.114 0.179
PROM 0.053 0.115 0.179
DE 0.002 0.002 0.003
%CV 3.8 1.5 1.4

Concentracion experimental (ug/mL)

Control medio

Control bajo 1.0pg/mL 3.0pg/mL Control alto 5.0pg/mL
1.80 3.65 5.78
1.67 3.74 5.62
1.74 3.65 5.68
PROM 1.74 3.68 5.69
DE 0.063 0.054 0.079
%CV 3.6 1.5 1.4
%DEA %DEA %DEA
79.88 21.58 15.56
67.34 24.71 12.42
73.6 22.6 13.9
PROM | 73.6 22.9 13.9

La tabla muestra que el clorhidrato de metoclopramida ya

después de 72 h.

no es estable en la orina

56



Tabla 26. Resultados promedio de % CV y % DEA para determinacion de estabilidad del
MCP - HCI en orina, en refrigeracion a 3° C para los tiempos TO0, 48 y 72 h,

Promedio de % CV y % DEA de la concentracion experimental
Puntos control, TO,48y 72 h
Concentracion experimental de MCP - HCI (ug/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0pug/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL
% CV (0 h) 1.6 0.6 0.7
% CV (48 h) 29 1.0 0.6
% CV (72 h) 3.6 1.5 1.4
%DEA (T 0) 12.0 24 2.6
%DEA (48 h) 7.8 3.8 0.6
%DEA (72 h) 73.6 22.6 13.9

La tabla 25 muestra que a las 72 h en refrigeracion el MCP - HCIl comienza a
descomponerse en la orina ya que las lecturas de absorbancia cambian.

Los resultados del % CV estan por debajo del 15% que es aceptable mientras que el

% DEA esta muy elevado y no cumplen con este criterio por lo que se considera que el
MCP - HCI no es estable en orina cuando se mantiene en refrigeracion por mas de 72 h.
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5.1.7.2 ESTABILIDAD DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA
EN ORINA, CICLOS DE CONGELACION DESCONGELACION A -19°C.

Tabla 27. Curva de calibracion para determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en
ciclos de congelacién-descongelacion.

Concentracion
nominal Absorbancias
(ug/mL) A=309nm
0.5 0.019
1.5 0.056
2.5 0.089
3.5 0.121
4.5 0.152
6 0.202
m= 0.033
b= 0.005
= 0.999

Curva de calibracién Estabilidad
ciclos de congelacion-descongelacion

0.25

E 0.2
s y=0.0329x + 0.005
=] R?=0.9994
S 015 e
<
§ 0.1 A Serie1
< — Lineal (Serie1)
3
< 0.05 /
0

T T T
0 1 2 3 4 5 6 7

Concentracion nominal (pg/mL)

Figura 14. Grafica de la curva de calibracion. Estabilidad ciclos de congelacion-
descongelacion.
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Tabla 28. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de %DEA para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina. Ciclos
de congelacion- descongelacion. Tiempo cero.

Puntos control

Tiempo cero muestras recién preparadas

Absorbancia A =309 nm

Control bajo

Control medio

Control alto

1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
0.039 0.105 0.172
0.038 0.102 0.170
0.040 0.107 0.176
PROM 0.039 0.105 0.173
DE 0.001 0.003 0.003
%CV 2.6 2.4 1.8
Concentracion experimental de MCP - HCI (ug/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.03 3.04 5.07
1.00 2.95 5.01
1.06 3.10 5.19
PROM 1.03 3.03 5.09
DE 0.030 0.076 0.093
%CV 2.9 2.5 1.8
%DEA %DEA %DEA
3.3 1.3 1.5
0.3 1.8 0.2
6.3 3.3 3.9
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Tabla 29. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de %DEA para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina. Ciclos
de congelacion- descongelacion, primer ciclo.

Puntos control
Primer ciclo de congelacion-descongelacion
Absorbancia A = 309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 ug/mL 3.0pg/mL 5.0 ug/mL
0.041 0.113 0.180
0.040 0.111 0.179
0.041 0.114 0.181
PROM 0.041 0.113 0.180
DE 0.001 0.002 0.001
%CV 1.4 1.4 0.6
Concentracion experimental de MCP - HCI (pg/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0 pug/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.094 3.281 5.316
1.063 3.220 5.286
1.094 3.311 5.346
PROM 1.084 3.271 5.316
DE 0.018 0.046 0.030
%CV 1.62 1.42 0.57
%DEA %DEA %DEA
9.4 9.4 6.3
6.3 7.3 5.7
9.4 10.4 6.9
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Tabla 30. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de %DEA para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCl en orina. Ciclos
de congelacion- descongelacion, segundo ciclo.

Puntos control

Segundo ciclo de congelacion-descongelacion

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 ug/mL 3.0pg/mL 5.0 ug/mL
0.043 0.114 0.182
0.044 0.114 0.182
0.046 0.115 0.187
PROM 0.044 0.114 0.184
DE 0.002 0.001 0.003
%CV 3.4 0.5 1.6
Concentracion experimental de MCP - HCI (pg/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0 pug/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.15 3.31 5.38
1.18 3.31 5.38
1.25 3.34 5.53
PROM 1.19 3.32 5.43
DE 0.046 0.018 0.088
%CV 3.9 0.5 1.6
%DEA %DEA %DEA
15.4 10.4 7.5
18.5 10.4 7.5
24.6 11.4 10.6
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Tabla 31. Absorbancia y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de %DEA para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina. Ciclos
de congelacion- descongelacion, tercer ciclo.

Puntos control

Tercer ciclo de congelacion-descongelacion

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 ug/mL 3.0ug/mL 5.0 ug/mL
0.055 0.117 0.184
0.051 0.115 0.183
0.053 0.119 0.189
PROM 0.053 0.117 0.185
DE 0.002 0.002 0.003
%CV 3.8 1.7 1.7

Concentracion experimental de MCP - HCI (ug/mL)

Control bajo

Control medio

Control alto

1.0 pug/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL

1.52 3.40 5.44

1.40 3.34 5.41

1.46 3.46 5.59

PROM 1.46 3.40 5.48
DE 0.061 0.061 0.098

%CV 4.2 1.8 1.8
%DEA %DEA %DEA

51.9 13.4 8.8

39.7 11.4 8.1

45.8 15.4 11.8

62



Tabla 32. Resultados promedio de % CV y % DEA para determinacion de estabilidad del
MCP - HCl en orina. Ciclos de congelacion descongelacion.

% CV y % DEA de la concentracion experimental

de los puntos control en ciclos congelacion-descongelacion

Concentracion experimental de MCP - HCI (ug/mL)

Control bajo Control medio Control alto

1.0pug/mL 3.0pg/mL 5.0pg/mL
% CV (T 0) 2.9 2.5 1.8
% CV (ler ciclo) 1.6 1.4 0.6
% CV (2° ciclo) 3.9 0.5 1.6
% CV (3er ciclo) 4.2 1.8 1.8
%DEA (T 0) 33 0.9 1.9
%DEA (1erciclo) 8.4 9.0 6.3
%DEA (2° ciclo) 19.5 10.7 8.5
%DEA (3erciclo) 45.8 13.4 9.6

Los resultados muestran que el % CV si cumple, ya que para todos los ciclos esta por
debajo del 15 %, mientras que el % DEA no cumple en el segundo y tercer ciclo de

congelacion-desco

ngelacion.

Por lo que por lo que el MCP - HCI en orina es estable solo en el primer ciclo de
congelacion-descongelacion.
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5.1.7.3 ESTABILIDAD DEL CLORHIDRATO DE METOCLOPRAMIDA
EN ORINA, EN CONGELACION A -19°C POR 28 DIAS.

Tabla 33. Absorbancias de la curva de calibracion para determinacion de la estabilidad
del MPC - HCI en orina. Congelacion durante 28 dias.

Concentracion
nominal
MPC - HCI Absorbancia

(ug/mL) A =309 nm
0.5 0.018
1.5 0.054
2.5 0.091
3.5 0.124
4.5 0.152
6.0 0.199
m= 0.033
b= 0.0053
= 0.999

Curva de calibracion Estabilidad
congelacion a 28 dias
0.25
— y=0.0328x+ 0.0053
E o2 R?=0.9976
2
®
n 0.15 /
< / o Seriet
© . .
= ——Lineal (Serie1
S o (Seriet)
©
e /
o
2 005 e
< /
0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0
Concentracion nominal (ug/mL)

Figura 15. Grafica de la curva de calibracion. Estabilidad del MPC - HCl en congelacion

a -19° C por 28 dias.
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Tabla 34. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de % CV para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina.
Congelacion a -19° C, tiempo cero.

Puntos control
Tiempo cero
Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 ug/mL 3.0pg/mL 5.0 ug/mL
0.039 0.106 0.178
0.039 0.108 0.181
0.037 0.110 0.179
PROM 0.038 0.108 0.179
DE 0.001 0.002 0.002
%CV 3.0 1.9 0.9

Concentracion experimental de MCP - HCI (ug/mL)

Control bajo Control medio Control alto
1.0 ug/mL 3.0pg/mL 5.0 ug/mL
1.03 3.07 5.27
1.03 3.13 5.36
0.97 3.20 5.30
PROM 1.01 3.13 5.31
DE 0.035 0.061 0.047
%CV 3.5 1.9 0.9
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Tabla 35. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de % CV para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina.
Congelacion a -19° C, semana 1.

Puntos control
Semana 1

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 ug/mL
0.038 0.110 0.183
0.040 0.111 0.185
0.039 0.109 0.179
PROM 0.039 0.110 0.182
DE 0.001 0.001 0.003
%CV 2.6 0.9 1.7

Concentracion e

xperimental de MCP - HCI (ug/mL)

Control bajo

Control medio

Control alto

1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.00 3.20 5.42
1.06 3.23 5.48
1.03 3.16 5.30
PROM 1.03 3.20 5.40
DE 0.031 0.031 0.093
%CV 3.0 1.0 1.7
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Tabla 36. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de % CV para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina.

Congelacion a -19° C, semana 2.

Puntos control
Semana 2

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 pg/mL 3.0ug/mL 5.0 ug/mL
0.041 0.115 0.187
0.042 0.116 0.186
0.040 0.115 0.184
PROM 0.041 0.115 0.186
DE 0.001 0.001 0.002
%CV 2.4 0.5 0.8
Concentracion experimental de MCP - HCI (ug/mL)
Control bajo Control medio Control alto
1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.09 3.35 5.54
1.12 3.38 5.51
1.06 3.35 5.45
PROM 1.09 3.36 5.50
DE 0.031 0.018 0.047
%CV 2.8 0.5 0.8
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Tabla 37. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de % CV para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina.
Congelacion a -19° C, semana 3.

Puntos control
Semana 3

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 pg/mL 3.0ug/mL 5.0 ug/mL
0.044 0.112 0.185
0.043 0.115 0.187
0.043 0.114 0.189
PROM 0.043 0.114 0.187
DE 0.001 0.002 0.002
%CV 1.3 1.3 1.1

Concentracion e

xperimental de MCP - HCI (ug/mL)

Control bajo

Control medio

Control alto

1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.18 3.26 5.48
1.15 3.35 5.54
1.15 3.32 5.61
PROM 1.16 3.31 5.54
DE 0.018 0.047 0.061
%CV 1.5 1.4 1.1
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Tabla 38. Absorbancias y concentraciones experimentales de los puntos control con
calculo de % CV para la determinacion de la estabilidad del MCP - HCI en orina.
Congelacion a -19° C, semana 4.

Puntos control
Semana 4

Absorbancia A =309 nm

Control bajo Control medio Control alto
1.0 pg/mL 3.0ug/mL 5.0 ug/mL
0.049 0.117 0.192
0.047 0.115 0.19
0.049 0.118 0.189
PROM 0.048 0.117 0.190
DE 0.001 0.002 0.002
%CV 24 1.3 0.8

Concentracion e

xperimental de MCP - HCI (ug/mL)

Control bajo

Control medio

Control alto

1.0 pg/mL 3.0pg/mL 5.0 pg/mL
1.33 3.41 5.70
1.27 3.35 5.64
1.33 3.44 5.61
PROM 1.31 3.40 5.65
DE 0.035 0.047 0.047
%CV 2.7 1.4 0.8
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Tabla 39. Promedio de las absorbancias de los puntos control de las cuatro semanas y de
la concentracion experimental promedio de cada semana de los 28 dias de congelacion a
-19° C de MCP - HCl en orina con calculo del %DEA y %CV de las cinco series.

Absorbancia Promedio A = 309 nm
Promedio (T 0) 0.038 0.108 0.179
Promedio (T 1) 0.039 0.110 0.182
Promedio (T 2) 0.041 0.115 0.186
Promedio (T 3) 0.043 0.114 0.187
Promedio (T 4) 0.048 0.117 0.190
PROM 0.042 0.113 0.185
DE 0.004 0.004 0.004
%CV 9.6 3.2 2.3
Concentracion Experimental Promedio (pug/mL)
1.0 3.0 5.0
Promedio (T 0) 1.01 3.13 5.31
Promedio (T 1) 1.03 3.20 5.40
Promedio (T 2) 1.09 3.36 5.50
Promedio (T 3) 1.16 3.31 5.54
Promedio (T 4) 1.31 3.40 5.65
PROM 1.12 3.28 5.48
DE 0.12 0.11 0.13
%CV
Porcentaje de Desviacion Estandar Absoluta
%DEA (T 0) 0.9 4.5 6.2
%DEA (T 1) 2.0 1.9 1.7
%DEA (T 2) 5.9 5.1 1.9
%DEA (T 3) 6.5 1.5 0.7
%DEA (T 4) 13.1 2.8 1.8

Las muestras de MCP - HCI en orina son estables en congelacion a -19° C por 28 dias ya
que se cumple con los parametros de exactitud y precision que indica la NOM-177-
SSA1-1998.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de las pruebas realizadas para validar el método analitico
espectrofotométrico para cuantificar clorhidrato de metoclopramida en orina, muestran
que el método analitico es adecuado para cuantificar clorhidrato de metoclopramida en
orina bajo las condiciones de trabajo establecidas ya que es lineal en el rango de
concentraciones establecido, la muestra de orina no presenta interferencias con el analito,
es repetible, reproducible y exacto, la metoclopramida es estable en la matriz biologica
en condiciones de refrigeracion por 48 h, es estable en el primer ciclo de congelacion-
descongelacion y es estable en congelacion a -19° C por 28 dias.

El método analitico propuesto para cuantificar clorhidrato de metoclopramida en orina

es factible para su uso y puede tener aplicacidbn como practica para laboratorio de
biofarmacia.
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7. ANEXOS

Datos de los voluntarios participantes en el estudio, primera recoleccion de muestras de

orina.
VOLUNTARIO | EDAD SEXO | VOLUMEN FECHA DE pH de la
DE ORINA | RECOLECCION orina
(mL)
1 29 Femenino 60 08-07-09 7.5
2 17 Masculino 50 07-07-09 5.0
3 32 Masculino 55 09-07-09 7.0
4 24 Masculino 60 07-07-09 6.0
5 28 Masculino 60 08-07-09 6.5
6 25 Femenino 50 08-07-09 8.0
Datos de pH de la solucion estandar y de la orina.
SOLUCIONES pH
Solucidn estandar 8.0
Orina diluida 7.0
Blanco de la muestra de orina 7.0
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Datos de los voluntarios participantes en el estudio segunda recoleccion de muestras de

orina.

VOLUNTARIO | EDAD SEXO | VOLUMEN FECHA DE pH de la
DE ORINA | RECOLECCION orina
(mL)
1 29 Femenino 60 24-08-09 7.5
2 17 Masculino 60 24-08-09 5.5
3 32 Masculino 65 26-08-09 7.0
4 24 Masculino 65 26-08-09 6.0
5 28 Masculino 70 27-08-09 6.0
6 25 Femenino 55 27-08-09 7.5
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