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1. Resumen

1. Resumen

A continuacion se presenta el desarrollo de un método analitico para
cuantificar telmisartan en plasma mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion (CLAR), por deteccidn de fluorescencia con Aex 305 nm y Aem 375 nm,
en donde se empled la técnica de precipitacién de proteinas, en un rango de 1-
1500 ng/mL.

La columna cromatografica utilizada en el analisis fue Zorbax Eclipse XDB
C8 4.6 x150 mm, 5um de tamario de particula y fase moévil de solucidén

amortiguadora de fosfatos de sodio (NazHPO4 10 mM): acetonitrilo (69:31 v/v).

Para evidenciar que el método desarrollado fue consistente se validé de
acuerdo a los pardmetros establecidos en la NOM-177-SSA1-1998; a las muestras
analizadas se les determiné: linealidad, selectividad, precisién y exactitud, limite
inferior de cuantificacién (LIC), limite de deteccién (LD), recobro, tolerancia y
estabilidad de la muestra a temperatura ambiente, en ciclos de congelacion-

descongelacion, muestra evaporada, procesada, y a largo plazo.

Una vez validado el método analitico pudo ser empleado en un estudio de
biodisponibilidad en un grupo de 56 voluntarios sanos pertenecientes a la
poblacion mexicana a los que se les tomaron 20 muestras sanguineas
periédicamente en un lapso de 0-96 horas lo que nos permiti6 obtener los
siguientes valores para los parametros farmacocinéticos después de la
administraciéon de un comprimido de 80 mg de telmisartdn : Tmax = 1.26 + 0.86h,
Cmax = 434.80+ 274.19 ng/mL, ABC .1 = 2561.41+ 1502.91 h*ng/mL, ABC ¢.int =
2702.47+1666.66 h*ng/mL, Ke = 0.038 + 0.011 h y t1o=20.27 + 7.21h.

Cada muestra fue analizada de acuerdo al método analitico desarrollado

para la cuantificacion de telmisartan en plasma.




2. Introduccién y objetivos

2. Introduccion y objetivos % 13: 24

La hipertension arterial es un sindrome cardiovascular progresivo, de etiologia
multifactorial, caracterizada por aumento sostenido de las cifras de presién arterial
(PA), presidn sistdlica (PS) igual o mayor a 140 mmHg y/o presién diastélica (PD)
igual o mayor a 90 mmHg. Desafortunadamente la hipertensién y la diabetes tipo 2
se vinculan mortalmente y son dos de los factores de riesgo mas altos para
desarrollar una enfermedad cardiovascular.

Los pacientes con hipertensién arterial sufren dano progresivo en los llamados
6rganos blanco (corazén, rifiones, cerebro y vasos sanguineos) como
consecuencia de esta enfermedad.

La prevalencia nacional registrada de esta patologia en la poblacién se encuentra
entre 20 y 69 afos de edad es de 30%.

De acuerdo a reportes emitidos por la OMS, la hipertension es el factor de
riesgo numero uno de muerte. En México, los problemas cardiovasculares y
metabdlicos han ido en aumento, entre los cuales, la hipertensién arterial (HTA) es
el principal factor de riesgo asociado a mortalidad.

La tasa de mortalidad en México por enfermedades del corazén se ha
incrementado de manera progresiva: en 1990 fue 36.6%, en 1995 se elevo a
41.9% y en 2000 los datos reportaron una cifra de 43.5% con desalentadores
pronésticos. Hasta el 2010 se estim6 que en nuestro pais existen 15 millones de
pacientes hipertensos, sin embargo poco mas de la mitad de los afectados no han
sido diagnosticados con HTA (57%), de los pacientes diagnosticados, la mitad no
sigue ningun tratamiento terapéutico y solo el 19% logran controlar su
hipertensién.

Los sistemas de salud, asi como el resto de la sociedad, actualmente se
encuentran inmersos en la dindmica de la economia de la salud, por lo tanto la
escasez de los recursos, el alto costo de la atencion y el presupuesto asignado a
la salud adquieren relevancia.

Se ha descrito que el costo anual de la atencion del paciente hipertenso
ambulatorio varia entre 57 y 450 ddlares, incluyendo pruebas de laboratorio y

medicamento.




2. Introduccién y objetivos

El complicado panorama para un paciente con un alto riesgo cardiovascular
actualmente es alentador, al existir en el mercado un medicamento mexicano que
ha sido autorizado por la FDA, EMEA y la COFEPRIS como protector
cardiovascular. Telmisartan es el Unico antihipertensivo de su clase que puede
reducir el riesgo de eventos cardiovasculares, la autorizacion se basé en los
excelentes resultados del estudio clinico ONTARGET por sus siglas en inglés
(ONgoing Telmisartan Alone and in Combination with Rampiril Global Endpoint
Trial), ofreciendo con plena confianza al paciente un control de su tension arterial
de manera eficaz y un excelente perfil de seguridad durante 24 horas. Telmisartan
es el unico medicamento en su clase (ARAIl) que ha demostrado tales

propiedades cardioprotectoras en forma “global”.

El trabajo que a continuacién se presenta, tiene como objetivos:

@ Desarrollar y validar un método analitico para cuantificar telmisartan en
plasma mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién y deteccion
por fluorescencia.

@ Aplicar el método analitico en un estudio de biodisponibilidad en poblacién

mexicana.



3. Generalidades

3. Generalidades

3.1 Telmisartan

Es un antagonista especifico de los receptores de la angiotensina Il, del tipo
AT1, efectivo por via oral. Desplaza a la angiotensina Il con muy elevada afinidad
de su sitio de unién en el subtipo de receptores AT1.

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas 3 12

& Férmula condensada : C33H30N4O2
@ Peso molecular : 514.169 g/mol

@ Estructura quimica :
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Fig. 1 Estructura quimica de telmisartan

3

@ Nombre IUPAC: &cido 4i-[2-N-propil-4-metil-6-(1-metilbencimidazol-2-il)
bencimidazol-1-il-metil] bifenil-2-carboxilico.
& Nombre comun: Telmisartan.

@ Descripcion: Polvo cristalino blanco.
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& Solubilidad: Practicamente insoluble en agua y en un rango de pH de 3 a
9, ligeramente soluble en &cido fuertes (excepto acido clorhidrico) y soluble
en bases fuertes.

pKa: pKa =3.5, pKay=4.1, pKaz=6.0

Clasificacion Biofarmacéutica: Clase Il (baja solubilidad - alta

Q Q

permeabilidad)

3.1.2 Farmacodinamia ©

Telmisartan es un farmaco activo por via oral, actua bloqueando selectivamente al
receptor AT; de angiotensina Il. El receptor ATy es mas numeroso en personas
adultas, se encuentra en el musculo liso arterial, cerebro, rifones y pulmones; su
interaccién con angiotensina causa aumento de sed y liberacion de vasopresina.

Por otro lado el efecto antagonista de la angiotensina Il en el sistema nervioso
central, es inhibir la liberacién de vasopresina y disminuir el tono simpatico, para

dar como resultado vasodilatacion y disminucion de la presion arterial.

Telmisartan no muestra afinidad por otros receptores, incluyendo los AT, y otros
receptores AT menos caracterizados. Los niveles plasmaticos de aldosterona son
disminuidos por telmisartan. No inhibe la renina plasmatica humana ni bloquea los
canales de iones, no inhibe la enzima convertidora de la angiotensina (quininasa
Il), enzima que también degrada la bradiquinina. Por lo tanto, no es de esperar
una potenciacién de los efectos adversos mediados por bradiquinina.

En humanos, una dosis de 80 mg de telmisartan inhibe casi completamente el
aumento de la presién arterial producido por la angiotensina Il. El efecto inhibidor
se mantiene durante 24 horas y es todavia medible hasta las 48 horas.
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3.1.3 Farmacocinética

Absorcion ©

La absorcion de telmisartan es rapida, aunque la cantidad absorbida es
variable. El promedio de la biodisponibilidad absoluta de telmisartan es

aproximadamente de 50%.

Administrado concomitantemente con los alimentos, disminuye el area bajo
la curva (ABC) de su concentracidn. Tres horas después de su administracion, las
concentraciones plasmaticas de telmisartdn son similares en ayunas o con
alimentos. No es de esperar que este decremento afecte el ABC y ocasione

disminucion de su eficacia terapéutica.

Distribucion ©

Telmisartdan se une extensamente a las proteinas plasmaticas (> 99.5%),
principalmente a la albumina y a la glucoproteina a-1 acida. El volumen aparente

de distribucién en estado estable (Vdss) es aproximadamente de 500 L.

Metabolismo ?®

El metabolismo de telmisartan ha sido evaluado en estudios in vivo/in vitro. Los
resultados han revelado que la biotransformacion de telmisartan se considera
exclusivamente de reacciones de fase IlI, es decir conjugaciéon por la UDP-
glucuronosiltransferasa dando como resultado un glucoronido de acilo del
compuesto original. En un estudio realizado en un grupo de voluntarios sanos de
sexo masculino, se utilizaron marcadores de telmisartdn, dando como resultado
que después de su administracion intravenosa y oral la concentracién maxima

alcanzada es la misma.
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En las especies en las que se ha investigado el metabolismo de telmisartan no se
han identificado metabolitos pertenecientes a la fase-1 lo que nos indica que las
isoenzimas dependientes de CYP450 no estdn involucradas en la

biotransformacién de telmisartan.

El papel que desempenan las UDP-glucuronosiltransferasas se investigd en ratas
Gunn con deficiencia de glucoronosiltransferasas de la familia UGT1. Para el caso
de ratas Gunn la eliminacion fue mas lenta que en el caso de las ratas Winstar, lo
que nos indica que telmisartdn es glucuronizado principalmente por

glucuronosiltransferasas de la familia UGT1.

Telmisartan es metabolizado por conjugacién hasta el glucurénido del farmaco

original; este conjugado es farmacoldgicamente inactivo.

Eliminacion 2

La excrecion de telmisartdn y su glucuronido fue estudiada a través de un
compuesto marcador, encontrandose que su excrecién por via urinaria es baja
(0.1 al 4% de la dosis total administrada); por otro lado se ha encontrado que mas
del 97% de telmisartan es eliminado en materia fecal. La mayoria de las fracciones
excretadas corresponden al telmisartan 1-O-glucoronido de acilo. De acuerdo a la
bibliografia consultada el tiempo de vida media de eliminacién es de 24 h.

Efecto de la edad "9

Pacientes geriatricos (mayores de 65 afos)

No es necesario ajustar la dosis, sin embargo no se debe descartar que

algunas personas mayores pueden presentar sensibilidad.
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Pacientes pediatricos (menores de 18 afos)

La seguridad y eficacia no ha sido establecida en nifios y adolecentes

menores de 18 anos.

Efecto del género & '®

En estudios de farmacocinética se observaron diferencias en las concentraciones
plasmaticas relacionadas con el género; asi tenemos que la Cméax y el ABC
fueron, respectivamente, 3 y 2 veces mayores en las mujeres que en los hombres,

pero sin repercusiones sobre la eficacia terapéutica del medicamento.

3.1.4 Indicaciones terapéuticas®

Telmisartan es indicado principalmente para tratar hipertension sanguinea.

3.1.5 Contraindicaciones '

Hipersensibilidad conocida al principio activo o a alguno de los excipientes.
Trastornos obstructivos biliares, colestasis, cirrosis biliar, pues se elimina
principalmente con la bilis.

Insuficiencia hepatica grave.

Durante el embarazo y la lactancia.

En sujetos con patologia obstructiva de las vias biliares y en casos de insuficiencia
hepatica severa.
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3.1.6 Interacciones medicamentosas

Telmisartdn puede potenciar los efectos hipotensores de otros medicamentos
antihipertensivos. No se han identificado otras interacciones que sean de
trascendencia clinica.

En estudios de farmacocinética en donde se combina telmisartdn con digoxina se
ha observado un aumento de 20% en las concentraciones plasmaticas minimas de
digoxina (39% en algunos casos), por lo que debe considerarse el monitoreo de
éstas.

Compuestos que actuan en el sistema renina-angiotensina como telmisartan
pueden tener efectos sinérgicos. Los pacientes que reciben AAINE y telmisartan
deben ser hidratados adecuadamente y ser monitoreada su funcién renal desde el
inicio del tratamiento combinado ya que el tratamiento con AAINE es asociado con
insuficiencia renal aguda potencial.

Un efecto reducido de farmacos antihipertensivos como telmisartan por inhibicién
de prostaglandinas vasodilatadoras han sido reportados durante el tratamiento
combinado con AAINE.

Se corre riesgo de hiperpotasemia si se combina telmisartan con diuréticos
ahorradores de potasio, suplementos de potasio, sustitutos de la sal conteniendo

potasio, ciclosporina o tacrolimus, trimetoprim
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3.2 Métodos analiticos

Tabla 1. Métodos analiticos reportados para la extraccion de telmisartan

Matriz Preparacion de la muestra Estandar Columna analitica Fase Movil Rango de Instrumento de
biolégica interno trabajo deteccion
0.1 mL de muestra + 0.2 mL Metanol (agitar .
Pl 30 s en vortex) y centrifugar a 14000rpm/10 Hypersil-Keystone C18 ACN: CHSCOON:'“ 10mM
asma ; L . (42:58 v/v), 0,2% acido HPLC-ESI-MS/MS
humano © min , decantar, evaporar, y reconstituir en Valsartan Fase Reversa_(1 50 mm acétioo 1-2000 ng/mL (modo positivo)
0.1 mL de fase mévil , agitar 30s, centrifugar x 2.1 mm d.i; 5um) Flujo : 0.2 mL/min
14000 rpm/5 min e inyectar 5mL e
1mL de muestra+ 0.5mL de Na;HPO, 0.1M
pH 6.0, se centrifugan a 3500 rpm/5 min @
42 C. La extraccion fue en fase sélida
utilizando cartuchos Bond Elut C8 1mL/100
mg se condiciono previamente con 2 mL de
metanol y 1 mL de buffer de fosfatos (pH Novapak C18 column ACN : Na;HO4 5mM pH 6.0 Fluorescencia
Orina " 6,0 0.1M), se lavo con 1 mL de mezcla o 3.9x150 (45:55 v/v) 1-1000 ng/mL A ex 305 nm
MeOH: Buffer de fosfatos (pH 6; mm,d.i 4 um Flujo 0.5 mL/min A em 365 nm
0.1M)(30:70 v/v), finalmente telmisartan fue
eluido con 1 mL de MeOH.ElI eluido fue
secado con nitrogeno a 40°C y el
remanente se disolvié en 0.5mL de fase
maovil. Se inyectaron 20 pL
Chromolith® (RP-18e ) ) )
Plasma 50 L de muestra precipitacion de 100mm=4.6mm i.d ; CHQ?%\(I)IEA&%ZOHSZ(?O 05 Fluorescencia
humano 19 proteinas con acetonitrilo, se inyectaron 20 Naproxeno Tamano de particular : v/v). T 1-200 ng/mL A ex 300 nm
uL Monolithic size Flujo: 3mL/min Aem 385 nm
Merck, Germany) )
100 pL extraccion sélido- liquido con
cartuchos Oasis HLB eluido con 1mL de Grand 120-CN-5 0.5% KH2PO4(pH
Plasma MeOH, se evapor6 la muestra 'y . CN25% 3.5):MeOH:ACN (70:20:10
humano 7 reconstituido en 20uL de fase movil +20uL Candesartan (150 mmx4.6 mm VIVIV) 5-200 ng/mL UV-250 nm
MeOH. diametro interno) Flujo: 0.5 mL/min
Se inyectaron 20 pL
Telmisartén con hidroclorotiazida
Gradiente de elucién con
Plasma 100 pL de muestra Extraccién liquido-liquido . Venusil XBP-Cg ACN: CH3COONH;, :Acido LC-ESI-MS/MS
humano ® con dietil éter — diclorometano (60:40 v/v) Probenecid 4.6mmx50mm i.d ; 5um; Formico 1-600 ng/mL (modo positivo)

Flujo: 1.2 mL/min
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3.3 Cromatografia de liquidos de alta resoluciéon 19

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es un conjunto de técnicas
utilizadas para separar, identificar y determinar los componentes quimicos de
mezclas complejas. Todos estos métodos, sin embargo, tienen en comun el uso

de una fase estacionaria y una fase movil.

Los métodos cromatograficos son de dos tipos. En la cromatografia de columna, la
fase estacionaria esta retenida en una columna, y la fase mévil se hace pasar a
través de ella por presion o por gravedad, a su vez la cromatografia en columna

de clasifica como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Clasificacion de los métodos de cromatografia en columna

Clasificacion de los métodos de cromatografia en columna

Clasificacion general

Método especifico

Fase estacionaria

Tipo de equilibrio

Cromatografia de
liquidos (LC) (fase movil:
liquido)

Liquido-liquido, o reparto

Liquido adsorbido en un
sélido

Reparto entre liquidos
inmiscibles

Liquido-fase enlazada

Especie organica unida a
una superficie solida

Reparto entre liquido y
superficie quimicamente
modificada

Liquido-sdlido, o de
adsorcién

Sélido

Adsorcién

Intercambio i6nico

Resina de Intercambio
idnico

Intercambio i6nico

Exclusién por tamafo

Liquido en los intersticios
de un polimero sélido

Reparto/tamizado

Cromatografia de fluidos
supercriticos (SFC) (fase
movil: fluido supercritico)

Sélido
Especie organica unida a
una especie solida

Adsorcién
Reparto entre el fluido
supercritico y superficie
quimicamente
modificada.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion utiliza una presion elevada para
forzar el paso del disolvente por una columna que contiene particulas muy finas,
consiguiendo asi separaciones de gran resolucién. La cromatografia de liquidos

de alta resolucién consta de de un sistema de suministro de disolvente, una

11
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valvula de inyeccion de muestra, una columna de alta presién, un detector y un
ordenador para controlar el sistema y visualizar los resultados, incluye ademas un

horno para controlar la temperatura de la columna.

El soporte mas comun en cromatografia de liquidos de alta resolucion son
particulas microporosas esféricas de silice muy pura, que son permeables al
disolvente, y que tienen un é&rea superficial de varios centenares de metros
cuadrados por gramo. La superficie de silice tiene hasta 8 umoles de grupos

silanol por metro cuadrado.

Cromatografia en fase reversa

La cromatografia en fase reversa permite separar moléculas en base a su
polaridad, aqui la fase estacionaria es de particulas de silica quimicamente
modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados o aromaticos de diferentes
tipos. Esto convierte a la fase estacionaria en una matriz apolar. Por lo tanto, para
este tipo de cromatografias se emplean mezclas de disolventes polares, tales
como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y alcoholes alifaticos.

Este tipo de cromatografia ha sido también llamada cromatografia de interaccion
hidrofébica (CIH). En general, este ultimo término se ha utilizado para referirse a
las aplicaciones en las que se emplean substituyentes y matrices compatibles con
fluidos biolégicos. Por tanto, el termino CIH es comun cuando se habla de
purificacion de proteinas y carbohidratos, en tanto que la cromatografia en fase
reversa (CFR) es mas empleado para referirse a la separacién de moléculas en

sistemas que son inadecuados para la separacién de macromoléculas biol6gicas.
Detector cromatografico

Un detector ideal, de cualquier tipo que sea, debe ser sensible a pequenas
concentraciones de analito, dar una respuesta lineal y no ensanchar los picos del

cromatograma. No debe ser sensible a variaciones de temperatura y de la

12
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composicion del disolvente. Los detectores por fluorescencia excitan el eluato con
un laser, y miden la fluorescencia que se origina. Estos detectores son muy
sensibles pero responden sélo a los analitos que presentan fluorescencia por lo
tanto son selectivos, son adecuados para el analisis de trazas, se utilizan dos
longitudes de onda, una de excitacion y otra de emisidén. Para aumentar la utilidad
de los detectores de fluorescencia se pueden enlazar covalentemente al analito

grupos fluorescentes; este proceso recibe el nombre de derivatizacién.

3.4 Cuantificacion en fluidos biolégicos #*?

Los fluidos bioldégicos mas comunmente utilizados son sangre, plasma,
suero, orina y en ultimos tiempos saliva. Sangre y derivados presentan una
composicion relativamente constante de proteinas y sales, pero pueden variar los

lipidos por efecto de la dieta.

La importancia del suero y plasma radica en la presencia de grandes
cantidades de proteinas, cuantitativamente estas representan la mayor parte de
los componentes de la fraccibn soluble del plasma sanguineo. Con
concentraciones entre 60 y 80 g/L equivalen aproximadamente al 4% de todas las
proteinas corporales. En el plasma humano existen cerca de 100 proteinas
diferentes que de acuerdo con su comportamiento electroforético se pueden
clasificar en cinco fracciones: la albumina y las globulinas a4,0p, B, v. La proteina
mas abundante en el plasma es la albumina, con una concentracion de cerca de
45 g/L. Entre las proteinas plasmaticas mas importantes ésta es la Unica que no
esta glucosilada. La albumina tiene importantes sitios de unién para sustancias no
polares y por eso puede funcionar como proteina transportadora de acidos grasos
de cadena larga, de bilirrubina, algunas hormonas esteroidales, vitaminas y
farmacos. Para fines como los que este trabajo tiene, que es el cuantificar un
farmaco en plasma, puede ser un gran problema que el analito sea afin a
proteinas, si bien se sabe que es fisiolégicamente importante tenerlo libre, muchos

farmacos se encuentran en su mayoria unidos a proteinas. Por tal razén el
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principal reto es separar el analito de las proteinas a las que se pueda encontrar
unido y después extraer el farmaco total presente.

La mayoria de los métodos analiticos exigen una preparacion previa de la
muestra. El primer paso en la preparacién de una muestra de plasma o suero para
su analisis es obtener la proteina libre en solucion acuosa para la extraccién con
un disolvente organico. Las técnicas mas comunmente utilizadas para la
extraccion de farmacos son: precipitacion de proteinas, extraccion liquido-liquido,
extraccion en fase solida, extraccion con fluidos supercriticos y extraccion con

membranas solidas (didlisis y ultrafiltracion) o liquidas.

La precipitacion de proteinas es la técnica mas antigua utilizada. Aunque
las soluciones basicas son efectivas en la desnaturalizacion y precipitacion de
proteinas también suelen utilizarse compuestos &cidos como el acido
tricloroacetico, acido perclérico o acido tungstico, la desventaja que presenta
trabajar con ellos es el no poder trabajar con farmacos inestables a pH’s bajos, en
cuyo caso es preferible utilizar disolventes organicos como agentes
desnaturalizantes y precipitantes, los mas utilizados son: metanol, etanol, y

acetonitrilo, este ultimo es el mas utilizado para hacer analisis en CLAR.

Las proteinas también pueden ser desnaturalizadas usando enzimas
proteoliticas, este procedimiento puede evitar el dafo al analito como el que

provocaria una desnaturalizacion si se usan sustancias quimicas.

Por otro lado, un método muy utilizado es la ultrafiltracion, sin embargo
cuando se tienen bajas concentraciones del farmaco libre la concentracién
obtenida queda fuera del limite de deteccion, por tal motivo una estrategia es
evaluar el porcentaje de farmaco unido y el porcentaje del que se encuentra libre a
través de un radiomarcador en la misma muestra de plasma, con el objetivo de

poder analizar el farmaco total.
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Aunque algunos farmacos pueden encontrarse unidos fuertemente a
proteinas del plasma, las uniones son reversibles. Por lo que el manejo de la
extraccion en correctas condiciones de pH permite que si la parte no ionizada es lo
suficientemente estable entonces el equilibrio puede ser desplazado permitiendo

una extraccion eficiente con disolventes organicos.

La extraccion liquido-liquido se lleva a cabo con dos fases inmiscibles
(organica y acuosa), la eficiencia de la extraccion consiste en la afinidad que tenga
el soluto por el disolvente de extraccidn, la relaciéon de las fases, y el numero de
extracciones. Dentro de las ventajas que esta técnica ofrece es el poder utilizar un
gran numero de disolventes y por consiguiente saber cudl de ellos es mas afin al
analito en cuestién. Se incluye en sus ventajas la desnaturalizacion de proteinas
evitando asi contaminacién en la columna cromatografica; sin embargo dentro de
las desventajas que se han encontrado en esta técnica es que en algunos casos
el analito puede presentar afinidad por el agua, de tal manera que si solo se extrae
el disolvente organico se quedara disuelto parte del analito en la fase acuosa
consiguiendo una pérdida de este, otra desventaja es la necesidad de utilizar
disolventes con alto grado de pureza y en volumenes grandes, generando mayor
cantidad de residuos toxicos, ademas de que se pueden formar emulsiones. A
pesar de los puntos en contra que esta técnica puede presentar es muy recurrida
por los extractos bastante limpios que se pueden obtener.

La extraccion en fase solida es una de las mas utilizadas en la extraccion de

analitos en matrices complejas. En general, el proceso se divide en cinco etapas:

i. Activacion del cartucho, en donde se emplea un disolvente organico, con el
fin de dejar los sitios activos disponibles.

ii. Acondicionamiento con el mismo disolvente de la matriz (por ejemplo en
matrices acuosas el disolvente es agua), este permite “alinear” la fase
estacionaria lejos de la superficie de la silice, permitiendo la interaccién

entre el analito y la fase estacionaria. Cualquier disolvente organico
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residual se elimina en esta etapa, asegurando que el componente de
interés sea retenido en la parte superior de la columna.

ii. Introduccion de la muestra. Las interacciones de la muestra y la fase
estacionaria controlan la retenciéon en el adsorbente de la extraccién.
Esta se controla mediante una valvula en la estacién de vacio. Los
componentes de interés se retienen mientras que la matriz y los
contaminantes seran eluidos y eliminados.

iv. Por medio de una serie de disolventes de fuerza creciente se lleva a cabo el
lavado de la columna para retirar las interferencias y dejar solo el analito
unido al cartucho.

v. Elucion del analito. La elucién del analito se efectia mediante un eluyente
adecuado. El adsorbente y la interaccion analito-adsorbente determinan
el eluyente final de elucién.

Extraccion con fluidos supercriticos: un fluido supercritico es un estado de la
materia en donde una temperatura y presion se encuentran por encima de la
critica en donde el vapor y el liquido se encuentran a la misma densidad, el liquido
no puede ser licuado por simple aumento de presidén. Las ventajas que este
método ofrece es el disminuir tiempo en el andlisis de muestra, pues no es
necesario eliminar disolventes que se utilizan en técnicas convencionales, no
utiliza disolventes organicos que suelen ser téxicos, lo que disminuye riesgo de
manipulacion y minimiza costos. Sin embargo, una de las desventajas que
presenta es que el analito debe ser soluble en el liquido supercritico.

3.5 Validacion de métodos analiticos *®

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, validacién es
la evidencia experimental documentada de que un procedimiento cumple con el
proposito para el que fue disefiado, en dicha norma se encuentran los criterios
establecidos para la validacién de un método analitico cuya aplicacion sera un

estudio de biodisponibilidad o bioequivalencia.
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Dentro de los parametros a considerar dentro de una validacién se

encuentran:

Linealidad: Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para
obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracién del
compuesto en la muestra.

Precision: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto, se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad: Precision de un método analitico que expresa la variacién
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en las mismas condiciones.

Reproducibilidad intralaboratorio: Precision de un método analitico que
expresa la variacion obtenida entre determinaciones independientes realizadas en
el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de andlisis, tales como dias,
equipo, columnas o analistas.

Exactitud: Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor
de referencia.

Limite de deteccion: Minima concentracion de un compuesto en una muestra
el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las
condiciones de operacién establecidas.

Limite de cuantificacion: Concentracién mas baja del compuesto que puede
cuantificarse cumpliendo con la precisién y exactitud establecidas en el método.

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

Recuperacién absoluta: Eficiencia de un método analitico para cuantificar el o
los compuestos por analizar en la muestra bioldgica.

Estabilidad de la muestra: Propiedad del compuesto por analizar, de

conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su analisis.
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3. Generalidades

Calibracion: Conjunto de operaciones que determinan, bajo condiciones
especificas, la relacidén entre los valores indicados por un instrumento o sistema de
medicién, o los valores representados por una medicidbn material y los valores
conocidos correspondientes a un patron de referencia.

Muestras control: Muestras de concentracién conocida que se cuantifican
durante la corrida analitica para corroborar la validez del método.

Rango: Intervalo de un método analitico definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en el cual se ha
demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.

Curva de calibracion: Conjunto de concentraciones que describen el rango en

el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Corrida analitica: Conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las
mismas condiciones experimentales.

Matriz bioldgica: Material de origen biolégico en el cual se encuentra la
sustancia de interés.

Sustancia de referencia: Sustancia de uniformidad reconocida destinada a
utilizarse en comprobaciones analiticas, fisicas, quimicas o microbiologicas en el
transcurso de las cuales sus propiedades se comparan con las sustancias en
evaluacién.

Tolerancia: Capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y
exactos ante variaciones pequefas pero deliberadas, en sus parametros vy
condiciones de trabajo y que proporciona una indicacion de su confiabilidad

durante el uso normal.
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4. Parte experimental

4. Parte experimental.

La parte experimental se llevo a cabo en dos etapas en el siguiente orden:
- Desarrollo y validacién del método analitico
- Aplicacion del método en la cuantificacion de telmisartan en muestras de fluido

biolégico provenientes de voluntarios sanos de poblacién mexicana.

4.1 Material, equipo e instrumentos.

4.1.1 Material.

o Matraces volumétricos: 20, 50, 100, 1000 y 2000 mL.

o Pipetas volumétricas. 4,5, 6 y 8 mL.

o Puntas para repetidora.

o Membranas de filtracion de nylon, 0.2 micras y 47mm de diametro.
o Viales para automuestreador.

o Perillas de succién.

o Pipetas Pasteur.

o Vasos de precipitados de polipropileno: 50, 100 y 1000 mL.

o Frascos de polipropileno con tapa de rosca de: 50 y 100 mL.

o Guantes.

o Agitador vortex.

4.1.2 Equipos e instrumentos.

o Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién, que consta de:
e Sistema de bombeo marca Jasco modelo PU-2080 plus.
e Sistema de bombeo marca Jasco modelo PU-2080 plus.
e Automuestreador marca Jasco modelo 3159AS plus.

e Sistema de control de temperatura para columnas marca
Jasco modelo CO-2067 plus.
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4. Parte experimental

¢ Interfase marca Jasco modelo LC-NETII/ADC.
e Desgasificador en linea marca Jasco modelo DG-2080-54.
e Mezclador de alta presion marca Jasco modelo MX-2080.
e Detector marca Jasco modelo X-LC 3120 FP

Balanza granataria marca Ohaus modelo Adventurer PRO.

Balanza analitica marca Ohaus modelo EP214C.

Agitador vértex marca Thermolyne, modelo Maxi Mix || M37615.

Ultracongelador marca REVCO modelo ULT2186-5-A36.

Sistema de purificacion de agua marca Barnstead.

Pipeta repetidora electrénica marca Eppendorf modelo Repeater Plus.

Micropipeta volumen variable 100-1000uL marca Hirschmann Laborgerate

modelo Hirschmann Labopette.

Micropipeta volumen fijo 200 pL marca Hirschmann Laborgerate modelo

Hirschmann Labopette.

Refrigerador Torrey R-16.
Centrifuga Hettich Rotanta 460R.
Centrifuga Eppendorf 5424.
Centrifuga Centra CL5.

Potenciémetro Oakton Serie pH 510 series.

Todos los instrumentos tenian fecha de calibracion y/o verificacidn vigente.

4.1.3 Reactivos y disolventes.

Agua grado cromatografico obtenida del sistema de purificacion de agua.
Fosfato dibasico de sodio, J.T. Baker, grado reactivo.

Acetonitrilo (ACN), J. T. Baker, grado cromatografico (CLAR).
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4. Parte experimental

e Acido fosforico, J.T. Baker, grado reactivo.
e Metanol (MeOH) J.T. Baker, grado cromatogréfico.

e Hidroxido de sodio J.T. Baker, grado reactivo.

4.1.4 Sustancia de referencia.

o Telmisatan. Estandar secundario, TEVA, lote IARS0901, potencia 99.3%.

o Zolpidem Tartrato. Estandar secundario, Lemery, lote 1026097002, potencia
99.7%.

4.1.5 Preparacion de soluciones.

Soluciéon amortiguadora de fosfato de sodio 0.01 M, pH 6.5.

Se pesaron 1.42 g de fosfato dibasico de sodio, se transfirieron a un matraz
volumétrico de 1L, se disolvié y llevo a volumen con agua grado cromatografico.

Se ajusté el pH a 6.5 con acido fosférico concentrado.

Solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 0.01M, pH 6.5:
acetonitrilo (69:31 v/v).

Se transfirieron cuantitativamente 310 mL de acetonitrilo a un matraz volumétrico
de 1000 mL y se llevo a volumen con solucién amortiguadora de fosfato de sédio
0.01 M, pH 6.5.

Solucion de hidroxido de sodio 0.5M.

Se pesaron 10 g de hidroxido de sodio, se transfirieron a un matraz volumétrico de

500 mL, se disolvieron y llevaron a volumen con agua grado cromatografico.
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4. Parte experimental

o Solucion de lavado ACN: NaOH 0.5M:H,0: (57:15:28 v/v).

Se transfirieron 75 mL de NaOH 0.5N y 140 mL de agua grado cromatografico a
un matraz volumétrico de 500 mL y se llevé a volumen con acetonitrilo grado

cromatografco.

o Solucion de referencia de telmisartan (100 ug/mL) Solucién A

Se peso el equivalente a 10 mg de Telmisartan, se transfirié cuantitativamente a
un matraz volumétrico de 100 mL y se llevé a volumen con metanol grado

cromatografico.
o Solucion de referencia de telmisartan (30 pg/mL). Solucion B

Se transfirieron cuantitativamente 6 mL de la solucion de 100 pg/mL de
telmisartan a un matraz volumétrico de 20 mL y se llevé a volumen con metanol

grado cromatografico.
o Solucion de referencia de telmisartan (6 pg/mL). Solucion C

Se transfirieron cuantitativamente 4 mL de la solucién de 30 ug/mL de telmisartan
a un matraz volumétrico de 20 mL y se llevé a volumen con metanol grado

cromatografico.
o Solucion de referencia de telmisartan (10 pg/mL). Solucién D

Se transfirieron cuantitativamente 5 mL de la solucion de 100 pg/mL de
telmisartan a un matraz volumétrico de 50 mL y se llevé a volumen con metanol

grado cromatografico.
o Solucion de referencia de telmisatan (1 pg/mL). Solucién E

Se transfirieron cuantitativamente 5 mL de la solucion de 10 ug/mL de telmisartan
a un matraz volumétrico de 50 mL y se llevé a volumen con metanol grado

cromatografico.
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. Solucién de referencia de telmisartan (0.1 pg/mL). Solucién F

Se transfirieron cuantitativamente 5 mL de la solucién de 1 pug/mL de telmisartan

a un matraz volumétrico de 50 mL y se llevd a volumen con metanol grado
cromatografico

o Solucion de referencia de zolpidem tartrato (100 pg/mL). Solucién I.

Se peso con exactitud, el equivalente a 10 mg de zolpidem tartrato, se transfirié
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL, se disolvié y llevé a
volumen con acetonitrilo grado cromatografico: agua grado cromatografico (50:50

V/V).
J Solucion de referencia zolpidem tartrato (40 pg/mL). Solucién Il

Se transfirieron cuantitativamente 8 mL de la solucion de 100 pg/mL de zolpidem
tartrato a un matraz volumétrico de 20 mL y se llevdé a volumen con acetonitrilo

grado cromatografico : agua grado cromatografico (50:50 v/v).

J Solucion para evaluar precision del estandar de referencia de zolpidem

tartrato (10 ug/mL). Solucion Il

Se transfirieron cuantitativamente 5 mL de la solucion de 40 pg/mL de zolpidem
tartrato a un matraz volumétrico de 20 mL y se llevdé a volumen con acetonitrilo

grado cromatografico: agua grado cromatografico (50:50 v/v)

. Preparacion de la fase de reconstitucion: solucion amortiguadora de
fosfatos de sodio 0.01M, pH 6.5:acetonitrilo (50:50 v/v).

Se trasfirieron cuantitativamente 100 mL de acetonitrilo grado cromatografico a un
matraz volumétrico de 200 mL y se llevd a volumen con solucion amortiguadora de
fosfato de sodio 0.01M, pH 6.5.

J Solucion para evaluar la adecuabilidad del sistema (telmisartan 750
ng/mL vy zolpidem tartrato 4000 ng/mL).

Se trasfirieron cuantitativamente 500 uL de la solucién de 30 pg/mL de telmisartan
y 800 uL de la solucién de 100 ug/mL de zolpidem tartrato a un matraz volumétrico

de 20mL y se llevd a volumen con fase de reconstitucion. Se dividié en alicuotas
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4. Parte experimental

de 1mL y se almacenaron a -70°C. Se descongel6 una de las alicuotas cada dia
de trabajo a temperatura ambiente.

4.2 Desarrollo del método analitico.

Para poder establecer un método analitico que nos permitiera la cuantificacion
del analito de interés en fluido biolégico y asi poderlo emplear en un estudio de
biodisponiblidad se siguieron los pasos que a continuacién de mencionan:

Primeramente se comenzd con una revisién bibliografica, con el fin de encontrar
informacion de interés. Dentro de los aspectos analiticos que fueron considerados
son los siguientes: estructura, solubilidad, expectativas de deteccidon (determinar si
absorbe el compuesto en el espectro UV, fluorescencia) se averiguaron también
aspectos farmacocinéticos (Cmax) del compuesto de interés, de tal manera poder
establecer un intervalo de trabajo, en donde se encontrd que para una dosis de 40
mg se alcanza una Cmax de 43.1ng/mL- 104.5 ng/mL y para 80 mg de 407 ng/mL
— 607 ng/mL, el rango establecido para la curva fue de 1 ng/mL - 1500 ng/mL, en
donde fue considerado el 5% de la Cmax ( el 5 % de 43.1ng/mL) para el punto
mas bajo de la curva y 200% Cmax (el 200% de 607 ng/mL) para el punto mas
alto de la curva.

4.2.1 Condiciones cromatograficas.
Condiciones del detector.

Se recopild informacién bibliografica, se encontré6 que el analito de interés es
detectable por fluorescencia, en donde se encontrd reportado que su deteccion
era en este intervalo de longitudes de onda: Aex 300 nm, Aem 385nm, y para
obtener una mejor deteccidon en el equipo cromatografico que se utilizé6 se
analizaron diferentes longitudes de onda: Aex 300 NM, Aem 375nM; Aex 305 NM, Aem
375nm; Aex 254 NM, Aem 400nm.
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4. Parte experimental

Seleccion de columna cromatografica.

Se probaron diferentes columnas cromatograficas, con el fin de encontrar la mas

adecuada para el estudio, se probaron las siguientes:

Zorbax eclipse XDB-C8 4.6x150mm; 5um

Pursuit XRs5C18 4.6x150 mm; 5um

Polaris C18-A 4.6x150 mm; S5um
- Zorbax eclipse plus Phenyl-Hexyl 3 x 150 mm; 3.5 um

En todos los casos, la temperatura de la columna se mantuvo en 38° C, con

volumen de inyeccién de 10uL, se probo velocidad de flujo a 1y 1.2 mL/min .
Fase movil y solucién de lavado.

Se probaron diferentes proporciones de fase mévil con acetonitilo, en todos los
casos se trabajé con solucién amortiguadora de NaHPO410mM en pH: 7.5y 6.5.

Para pH: 7,5 se evaluaron las siguientes proporciones con acetonitrilo:
-70:30 v/v, 65:35 v/v, 50:50 v/v y 58:42 v/v.

Para pH: 6,5, se evaluaron las siguientes proporciones con acetonitrilo:
-45:55 v/v, 65:35 v/vy 31:69 V/v.

En cuanto a la solucién de lavado, se evaluaron las siguientes:

- Hexano: IPA: MeOH 70:10:20 v/v/v.

- ACN 100%.

- MeOH: ACN: IPA: H>O 40:40:10: 10 v/v/v.

- MeOH: ACN: IPA 45:45:10 v/v/v.

- ACN: NaOH 0.5M: H2O 57:15:28 v/v/v.

4.2.2 Eleccion del estandar interno.

Para la seleccion de estandar interno se evaluaron los siguientes analitos:

terazosina, escitalopram, citalopram y zolpidem. Se seleccion6 aquel que
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cumpliera con los siguientes parametros: resolucion con respecto al analito de
interés >1.6, factor de capacidad >2 y simetria de pico < 2.

4.2.3 Método de extraccion.

Para el procesamiento de telmisartan, fue necesario evaluar diferentes técnicas de
extraccion, la primera de ellas se muestra a continuacién.

Activaciéon de cartucho con

2mL 1,1 Eaquilbrarcon2ml L, | 500, de muestra plasmatica
MeOH H20 grado acidificada con 25 uLHsPO, 100%
cromatografico l

Lavar con 2mL
MeOH

A

Eluir con 1mL de ACN grado

cromatografico
Evaporar y reconstituir en 500 pL
de solucién ACN: NaoHPO, 10mM
pH=6.5 (50:50 v/v)

Fig. 2 Método de extraccion evaluado N2 1(sélido — liquido)
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200 pL muestra
plasmatica + 20 uL
de zolpidem tartrato
(40 pg/mL)

Adicionar 1 mL
de acetonitrilo
grado

cromatografico

Agitar en vortex por 40
segundos

v

Centrifugar a 14000rpm/10

min a 4°C

v

Transferir el sobrenadante a un tubo de

vidrio y evaporar a sequedad por
corriente de aire

v

Reconstituir en 200 uL de
solucién ACN: NaxHPO4
10mM pH= 6.5 (50:50v/V)

v

Inyectar 10 uL al

sistema cromatografico

Fig. 3 Método de extraccion evaluado N2 2 (precipitacion - evaporacion)
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Activacion del
cartucho

500uL muestra + 500 pL solucién amortiguadora

de sodio

A 4

Lavar con 1mL de MeOH 5% y eluir con
acetonitrilo grado cromatografico

A 4

Evaporar a 50 C bajo corriente de aire

v

Reconstituir con 500 uL de fase movil

'

Inyectar 10 uL al sistema cromatografico

Fig. 4 Método de extraccion evaluado N2 3 (sélido — liquido)
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200 pL de muestra plasmatica + 20 pL de zolpidem
tartrato (40 pg/mL) y agitar 30 seg

\ 4
Adicionar 1 mL de acetonitrilo

A
Agitar en vortex durante 40 segundos

y

Centrifugar 14000 rpm durante 10 minutos

v

Transferir el sobrenadante a un tubo de ensayo y

evaporar bajo corriente de aire a 40°C

v

Reconstituir con 200 pL de fase reconstitucion y agitar

durante 1 minuto

Transferir la muestra reconstituida en inserto 200puL y

centrifugar a 8000 rpm durante 5 minutos

v

Tomar 200 uL de muestra e inyectar 10 uL al sistema

cromatografico

Fig. 5 Método de extraccion evaluado N2 4 (precipitacion de proteinas)

Se evaluaron diferentes técnicas con el fin de obtener un recobro superior al

90%, sensibilidad, y selectividad.
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4.3 Validacion del método analitico.

Con el fin de evidenciar que el método desarrollado era consistente, fue validado
siguiendo los criterios establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-
1998, en lo referente al analisis quimico de muestras biolégicas de una prueba de

bioequivalencia.

4.3.1 Adecuabilidad del sistema.

Durante todas las corridas analiticas de la validacion se evalué la adecuabilidad
del sistema mediante inyecciones consecutivas de una solucién que contenia

750ng/mL de telmisartan y 4000 ng/mL de zolpidem tartrato.

Adicionalmente cada dia de analisis se comprobd que no existieran interferencias
con los picos de interés en la solucion con la que se reconstituyen las muestras

(blanco de reactivos), ni con la matriz biolégica utilizada (blanco de plasma).

4.3.2 Preparacion de curva de calibracion y puntos control en plasma.

Se prepararon los puntos de la curva de calibracién y los puntos control como se
muestra en la tabla 3 y 4, se utilizé el material pertinente para llevarlo a cabo.

Cada nivel de concentracion se llevo a 1 mL con 950uL de plasma y se agitaron

las muestras por 30 segundos en el vortex.
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Tabla 3. Preparacion de la curva de calibracion.

pL de pL de pL de pL de pL pL Concentracion
Telmisartan | Telmisartan | Telmisartan Telmisartan | Metanol | plasma Telmisartan
Solucién B | Solucién ¢ | Solucion E Solucion F (ng/mL)
50 - - - - 950 1500*
45 - - - 5 950 1350
30 - - - 20 950 900
20 - - - 30 950 600
- 50 - - - 950 300
- 25 - - 25 950 150
- - 50 - - 950 50
- - 10 - 40 950 10
- - - 20 30 950 2
- - - 10 40 950 1**

*LS (Limite superior de la curva) **LC(Limite de cuantificacion)

Tabla 4. Preparacion de puntos control en plasma.

uL de uL de Concentracion
Nivel Telmisartan Telmisartan uL Metanol uL plasma Telmisartan
Solucion B Solucion F (ng/mL)
LSC 50 - - 950 1500
CC alto 40 - 10 950 1200
CC medio 25 - 25 950 750
CC bajo - 30 20 950 3
LC - 10 40 950 1

CC=Muestras de control de calidad
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4.3.3 Selectividad del método.

Se evalub la selectividad del método, analizando seis plasmas de voluntarios
sanos, libres de farmaco, con certificado de sangre segura, sometiéndolos al
método de extraccion establecido. Se considera que el método analitico es
selectivo si no se presentan picos de interferencia en el tiempo de retencion de
telmisartan o zolpidem (E.l.).

Prueba de arrastre: En cada corrida analitica se evalu6 el efecto de
acarreamiento o arrastre del analito, intercalando muestras blanco de plasma
antecedidas de una muestra de concentracibn conocida de telmisartan
equivalente al punto mas alto en la curva de calibracién. La interferencia
endogena en los blancos de plasma utilizados para la prueba de arrastre de
muestra, no debié ser mayor al 5% comparada con la respuesta del estandar

interno y no mayor a la respuesta para el limite de cuantificacién en + 20%.

La selectividad del método se determind, analizando la muestra blanco de la
matriz bioldgica (muestras de plasma de seis donadores y su mezcla) y muestras
de plasma conteniendo farmacos de uso comun, acido salicilico (300 pg/mL),
naproxeno (50 pg/mL), paracetamol (20 ug/mL) y el anticoagulante (Heparina
143 unidades USP), evaluando el método contra posibles interferencias en los
tiempos de retencién de telmisaran y zolpidem (E.l.). Se evalu6 también la
posible interferencia de muestras hemolizadas y lipémicas. Las sustancias

evaluadas no debian mostrar interferencia con el pico de interés.

4.3.4 Repetibilidad de la curva de calibracién

Se prepararon tres curvas de calibracién a partir de la misma pesada con el fin
de evaluar la repetibilidad de la curva de calibracién, con los resultados
obtenidos se determiné el promedio, desviacion estdndar y coeficiente de
variacion de la concentracion recuperada de cada nivel de concentracién. El

coeficiente de variacion no debia ser mayor al 15%.
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4.3.5Linealidad.
Se prepararon cinco curvas de calibracion a partir de pesadas independientes,
contemplando las concentraciones de 1, 2, 10, 50. 150, 300, 600, 900, 1350 y
1500 ng/mL de telmisartan. El método cumple con este parametro, si al realizar el
ajuste determinado, en cada una de las curvas analizadas, se obtiene un
coeficiente de correlacién mayor o igual a 0.99 y el coeficiente de variacién y la
desviacion porcentual de la concentracidn recuperada (interpolada) con respecto a
la nominal (adicionada) son menores o iguales al 15% en todos los puntos que
constituyen la curva de calibracion, a excepcién del limite inferior de cuantificacidon

que no debia ser mayor al 20%.

4.3.6 Limite de cuantificacién y limite de deteccion.

Se evaluaron muestras de telmisartan en plasma a las concentraciones de 0.5 y
1.0 ng/mL. La sensibilidad del método se define como el cambio de la respuesta
con respecto al cambio de la concentracidn, la concentracién minima cuantificable
0 limite inferior de la curva (LC). ElI LC sera la concentracion mas baja del rango
de trabajo cuyo valor de concentracion recuperada promedio se encuentre dentro
del £ 20% del valor nominal, con un coeficiente de variacion no mayor que 20%.

El limite de deteccion (LD) fue aquella concentracién a la cual la sefal del
compuesto por analizar en la matriz bioldgica fue tres veces mayor que el nivel de

ruido.

4.3.7 Precision del método.

Repetibilidad del método.
Se evaluaron muestras plasmaticas de telmisartan de 3, 750 y 1200 ng/mL, estas
muestras no pertenecen a la curva, pero se encuentran dentro del intervalo de
concentraciones establecido. Ademas se evaluaron el limite superior de la curva y
limite de cuantificacion. Con los resultados obtenidos se determiné el promedio,

desviacion estandar y coeficiente de variacion de la concentracién recuperada
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para cada nivel. El coeficiente de variacién no debié ser mayor al 15% para los
puntos control y para el limite superior de la curva de calibracién, y no mayor al

20% para el limite de cuantificacion.

Reproducibilidad entre dias.

Se evalud la reproducibilidad entre dias, para lo cual:

Se prepararon y evaluaron una curva de calibracidén de telmisartan en plasmay los
puntos control de calidad durante tres dias, empleando cada dia una solucion de
referencia preparada cada dia de trabajo.

Se calcul6 el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacién de los
puntos de control de calidad (concentracién recuperada), tomando en cuenta las
determinaciones realizadas durante los tres dias. El coeficiente de variacion global
no debi6 ser mayor al 15% en cada nivel de concentracion.

Reproducibilidad entre analistas.
Para evaluar reproducibilidad entre analistas, la cuantificacién se llevo a cabo por
tres dias, en donde se prepararon cada dia: series de controles de calidad (CB 3
ng/mL, CM 750 ng/mL y CA 1200 ng/mL) por sextuplicado, las muestras fueron
tratadas de acuerdo al método analitico desarrollado. El coeficiente de variacion y
la desviacion absoluta entre analistas no debieron ser mayores al 15% para la

concentracion plasmatica promedio.

4.3.8 Exactitud del método.

Para determinar si el método es exacto, el valor promedio en cada nivel de
concentracion de las determinaciones realizadas para evaluar repetibilidad y
reproducibilidad de los puntos control debian estar dentro del + 15% de su valor

nominal correspondiente, haciendo uso de la siguiente ecuacién:

| Concentracion nominal - Concentracién Recuperada |
Concentrac ién nominal

Desv Abs % =100 x
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4.3.9 Recobro.

El recobro fue definido como la relacion de la respuesta del analito (area de
telmisartan obtenida después de aplicar la técnica de extraccién en el fluido
biolégico), entre la respuesta obtenida en muestras en solucién a concentraciones
equivalentes, las cuales no fueron sometidas al proceso de extraccion (muestras

para evaluacion del sistema).

Se evaluaron los puntos de control de calidad de telmisartan en plasma de cada
nivel de concentraciéon y se compararon sus respuestas cromatograficas promedio
(area de pico), contra su correspondiente en muestras de los analitos en solucién
a las mismas concentraciones.

El recobro no necesariamente debi6 ser del 100%, pero debe ser constante en los
niveles de concentraciéon evaluados, ademas, los valores promedio individuales no
debieron desviarse del promedio total en mas del 15%, mientras que en el caso
del estandar interno, se determind el recobro promedio con los resultados

obtenidos en plasma y solucidn respectivamente.

4.3.10 Estabilidad.

La prueba de estabilidad tiene como funcién determinar las condiciones de
temperatura y tiempo, en las que el compuesto de interés (analito) permanece
estable en solucidén y en la matriz bioldgica, durante su manejo, almacenamiento y
procesamiento, evaluando la respuesta (concentracion) del compuesto por

analizar en la matriz biolégica.

Ciclos de congelacion-descongelacion

La estabilidad de telmisartan en plasma bajo ciclos congelacion-descongelacién

fue evaluada de la siguiente manera:

Se prepararon tres series de controles en plasma de telmisartan: 3, 750 y 1200
ng/mL, CB, CM y CA respectivamente, las cuales fueron almacenadas a -70°C.
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Las muestras fueron descongeladas a las 24, 48 y 72 (ciclo 1, ciclo 2, y ciclo 3)
horas posteriores a su preparacion y en cada uno de los tiempos seis muestras de
cada nivel de concentracion fueron cuantificadas y el resto se congelaron
nuevamente a -70°C; de esta manera se cumplen los tres ciclos con diferencias de
por lo menos 24 horas entre las descongelaciones.

Cada dia se preparard una serie de controles por triplicado con el fin de comparar
el porcentaje de recuperacion de la muestra congelada con respecto a la muestra

preparada el dia del analisis.

Los valores de concentracidn interpolada promedio obtenidos de las
determinaciones en cada nivel de concentracién, deben cumplir con el limite de
+15% del valor obtenido de controles preparados el dia del analisis (controles
frescos) para considerar que son estables bajo esas condiciones durante
determinado tiempo

1.1.1 Estabilidad a temperatura ambiente (21 - 29°C) y refrigeracion (1-82C).

La evaluacion de esta prueba se siguié de la siguiente manera:

Fueron preparadas series de controles con las siguientes concentraciones: 3, 750
y 1200 ng/mL (CB, CM, CA respectivamente) de telmisartan, las cuales fueron
almacenadas a temperatura ambiente y en refrigeraciéon. Cada dia se prepararon
series de controles por sextuplicado, con el fin de comparar el porcentaje de
recuperacion de la muestra expuesta a temperatura ambiente o en refrigeracién

con respecto a la muestra fresca.

Los valores de concentracidn interpolada promedio obtenidos de las
determinaciones en cada nivel de concentracion, debieron cumplir con el limite de
+15% del valor obtenido de controles preparados el dia del analisis (controles
frescos) para considerar que son estables bajo esas condiciones durante

determinado tiempo.
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Estabilidad de la muestra procesada.

Para determinar la estabilidad de la muestra procesada, se prepararon por
sextuplicado las muestras de control de calidad de telmisartdn en plasma a
concentraciones de 3, 750 y 1200 ng/mL (nivel bajo, medio y alto
respectivamente), se sometieron al procedimiento de extraccién establecido y se
inyectaron al sistema cromatografico (tiempo cero). Las muestras se almacenaron
en el automuestreador y se inyectaron de nuevo a las 24, 48 y 96 horas después

de preparadas.

Para cada andlisis se analizaban series de controles preparados el mismo dia
(controles frescos), esto con la finalidad de comparar resultados.

Para que el compuesto de interés se considere estable a la condicién evaluada,
los resultados de concentracion interpolada promedio obtenidos para cada nivel de
concentracion debieron estar dentro del £15% del valor promedio obtenido con

muestras controles preparados el dia del analisis (controles frescos).

Estabilidad de muestra evaporada.

Para determinar la estabilidad de muestra evaporada, se sometieron series de
controles de calidad (altos, medios y bajos) al método de extraccion, las muestras
no fueron reconstituidas y se conservaron evaporadas en refrigeracion durante 24
y 96 horas, transcurrido el tiempo pertinente fueron reconstituidas e inyectadas al
sistema cromatografico.

Para cada prueba se analizaban series de controles frescos con el fin de comparar
porcentaje de recobro de muestra evaporada con respecto a las muestras frescas.
Para que el compuesto de interés se considere estable a la condicidén evaluada,
los resultados de concentracion interpolada promedio obtenidos para cada nivel de
concentracion debian estar dentro del £15% del valor promedio obtenido con

muestras controles preparados el dia del analisis (controles frescos).
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Estabilidad a largo plazo (congelacion a -70°C).

Se prepararon series de controles por sextuplicado: CB (3ng/mL), CM (750
ng/mL), CA (1500 ng/mL), fueron almacenados a -70°C por 160 dias, el dia del
andlisis se prepararon series de controles por sextuplicado los cuales se
procesaron. Para que el compuesto de interés se considere estable a la condicién
evaluada, los resultados de concentracién interpolada promedio obtenidos para
cada nivel de concentracion debian estar dentro del £15% del valor promedio
obtenido con muestras controles preparados el dia del analisis (controles frescos).

La respuesta analitica de las muestras preparadas y analizadas el mismo dia fue

comparada con las muestras con 160 dias de congelacion.

4.3.11 Tolerancia del método.

Integridad de la dilucién (aplicacion de una dilucién 1:2).

Se evalu6 el efecto de realizar una dilucién 1:2 en las muestras sobre los
resultados. Para ello, se prepararon por triplicado muestras de telmisartan en
plasma a concentraciones de 1200 y 2500 ng/mL. Se aplicd el proceso de
extraccion empleando 100 pL de la muestra y completando el volumen a 200 pL
con blanco de plasma libre de farmaco y se sometid6 a las condiciones
establecidas para extraccion.

Para las muestras de 1200 ng/mL la concentracién calculada multiplicada por un
factor de dilucion de 5 no debié de exceder el 15% del promedio de valor
nominal.

En cuanto a las muestras de 2500 ng/mL la concentracion interpolada y
multiplicada por un factor de dilucion de 2 no debia desviarse mas del 15% con

respecto al valor nominal.
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4.4. Aplicacion del método en un estudio de biodisponibilidad

Para la realizacién de este estudio, las muestras provenientes de voluntarios
sanos (un total de 1120 muestras de plasma humano con heparina, provenientes
de la Unidad Clinica del Centro de Investigacion Farmacoldgica vy
Biofarmacéutica), fueron almacenadas en tubos criogénicos a -70°C para su
posterior procesamiento (método analitico) y analisis cromatografico con
deteccion por fluorescencia.

Las muestras plasmaticas corresponden al estudio, en el que participaron 56
voluntarios sanos (hombres) a los que se les administré una dosis de 80 mg de
telmisartan, de acuerdo a lo establecido en el protocolo clinico-analitico

4.4.1. Criterios de inclusion.

o La participacion de los sujetos en el estudio de Telmisartan fue de manera
voluntaria.

o Se incluyeron solamente voluntarios sanos de nacionalidad mexicana, de
entre 18 a 40 afos de edad.

o El indice de masa corporal de los voluntarios sanos estuvo entre 18 a
27(Kg/m?).

o Cada voluntario contaba con un buen estado de salud determinado por los
resultados de una historia clinica completa realizada por médicos capacitados y
los estudios de laboratorio realizados en laboratorios clinicos certificados.

Los examenes de laboratorio realizados, fueron los siguientes:

o Hematologia: hemoglobina, hematocrito, cuenta total de glébulos blancos
con diferencial y cuenta de plaquetas.

e Quimica sanguinea.

o Marcadores para hepatitis By C.

° Deteccién de VIH.
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o Examen general de orina.

o Prueba de abuso de drogas.

o Electrocardiograma.

o Los limites de variacién permitidos dentro de la normalidad en la visita de
seleccion fueron: tension arterial (sentado) de 90 a 130 mmHg la sistdlica y de 60
a 90 mmHg la diastélica, frecuencia cardiaca entre 55 y 100 latidos por minuto y

frecuencia respiratoria entre 14 y 20 respiraciones por minuto.

4.4.2. Criterios de exclusion.

o A los individuos que se les encontr6 alguna alteracién en sus signos vitales
registrados en la seleccidon de voluntarios se les excluy6 del estudio.

o No se incluyeron los sujetos que mostraron antecedentes de drogadiccién o
de abuso de farmacos.

o Voluntarios que requirieran de cualquier medicamento durante el estudio,
aparte del medicamento que se encontraba en estudio.

o Voluntarios que fueron hospitalizados por cualquier problema durante los
cuatro meses previos al inicio del estudio.

o Voluntarios que hayan recibido f&rmacos en investigacion dos meses antes
del presente estudio.

o Sujetos que donaron o perdieron 450 mL o mas de sangre dentro de los 2
meses previos al inicio del estudio.

o Voluntarios que no cumplieron con los criterios de inclusion propuestos.

4.4.3. Retiro de voluntarios.

Los sujetos podrian ser retirados del estudio por no cumplir con el protocolo o en
opinién del médico por razones médicas (eventos adversos), estos sujetos no
podran ser reemplazados. Cualquier sujeto pudo dejar de participar en el estudio

si asi lo deseaba en cualquier momento.
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En caso del retiro de algun voluntario, todos los datos y muestras para
biodisponibilidad, debieron ser enviados a la valoracion analitica y anexar la
razén del porqué se retir6 del estudio.

4.4.4 Evolucion del estudio de biodisponibilidad.

A cada voluntario reclutado para el estudio, se le administré una tableta de
80mg de telmisartdn para posteriormente tomar muestras sanguineas a cada
voluntario, se tomaron muestras predosis y posteriormente a las 0.17, 0.33, 0.5,
0.75,1,1.25,1.5,1.75, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48, 72 y 96 horas después de la

administracién del medicamento.

No se administré6 ningun otro medicamento durante el tiempo que duré el

estudio.

Se analizaron 1120 muestras correspondientes a 56 voluntarios de acuerdo
al método analitico de cromatografia de liquidos de alta resolucion por
fluorescencia desarrollado y validado anteriormente.

En cada corrida analitica se evalué adecuabilidad, misma que contenia 750
ng/mL de telmisartdan y 4000 ng/mL de zolpidem tartrato, ademas de intercalar
entre las muestras analizadas controles de calidad por duplicado de cada nivel:
bajo, medio y alto, de 3, 750, 1200 ng/mL de telmisartan respectivamente.

Se evalué en cada corrida que no existieran interferencias de la matriz
biolégica o de la solucion de reconstitucion en el tiempo de retencidén
correspondiente al analito o al estandar interno, la evaluacion se llevé a cabo a
través del andlisis de la matriz biol6gica utilizada (blanco de plasma) y solucién de
reconstitucion (blanco de reactivos); en cada corrida analitica se incluyeron dos

curvas de calibracion una al inicio y otra al final de la corrida.
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4.4.5 Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos
Los parametros farmacocinéticos fueron evaluados a través de métodos no

compartimentales (modelo independiente).

Calculo de parametros farmacocinéticos

e T max

Tiempo transcurrido desde la administracion hasta que se produce la
concentracion plasmatica maxima, obtenido de manera gréfica a partir del perfil de
concentracion plasmatica con respecto al tiempo.

¢ C max

Concentraciéon plasmatica maxima obtenida de manera gréfica, a partir del perfil
de concentracidon plasmatica con respecto al tiempo.

e ABC 0-t
Area bajo la curva de la concentracién plasmatica desde la administracién hasta el
tiempo t (Gltimo tiempo de muestreo) calculada por el método trapezoidal. El

procedimiento para el calculo de este parametro se describe en la siguiente

formula:

n
C.+0C._ t.—t._
ABCI}—t:Z( i i 1;[1 i 1]
i=1

Donde:
n= numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil plasmatico.
ti= tiempo en que se realiza la i-énsima toma de muestra

Ci= Concentracién obtenida en el i-ésimo tiempo de muestreo.
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b ABCo.inf
Area bajo la curva de la concentracién plasmatica desde la administracién al

tiempo extrapolado al infinito.

Ce

ABCo_;n¢ = ABCo + <

Donde:
Ct= Concentracion de la ultima muestra cuantificable

Ke= Constante de eliminacion

o Ke

Constante de eliminacion, se estima a partir de la porcidn lineal terminal del perfil
de concentracidon plasmatica con respecto al tiempo (en escala semilogaritmica).

¢ Vida media de eliminacion

B Ln2

12~ o
e TMRy.inr Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito

ABCM,_

inf

TMR, s = ABC :
0-in
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5. Resultados y analisis de resultados.
De acuerdo a las condiciones evaluadas durante el desarrollo del método, se

pudieron establecer las dptimas para el analisis de telmisartan en fluido bioldgico.

5.1. Desarrollo del método analitico.

5.1.1 Condiciones del detector y columna cromatografica.

El detector de fluorescencia utilizado durante desarrollo, validacion y analisis
de muestras de voluntarios fue marca Jasco modelo XLC-3120-FP a una Aex 305
nmy una Aem 375 nmy una columna Zorbax Eclipse XDB C8 4.6 x 150 mm, 5 pm
de tamano de particula. Con estas condiciones se alcanz6é la sensibilidad
adecuada en la cuantificacion de telmisartan en fluido biol6gico, ademas de
observarse mejores caracteristicas en la sefial cromatografica, como simetria de
pico y buena resolucién (mayor o igual a 1.5) con respecto a las interferencias de

la matriz o bien con el estandar interno.

5.1.2 Fase movil y solucién de lavado.

La sal utilizada para la fase mévil fue para todas las pruebas fosfato dibasico
de sodio (NasHPO, 10mM), con referencia al pH y la proporcion utilizada las
condiciones mas convenientes fueron la fase isocratica en proporciones 31:69 v/v
para ACN: NazHPO4 10mM con un pH 6.5. A esta proporcion y pH se obtuvo
resoluciéon >1.5 y simetria de pico < 2 para telmisartan (tiempo de retencién 5.5-
6.5 minutos) y su estandar interno zolpidem (tiempo de retencién 8.1-9.1 minutos).

En cuanto a la solucion de lavado utilizada se realizaron pruebas con
diferentes disolventes y diferentes proporciones, la mezcla de: ACN: NaOH 0.5M:
H.O 57:15:28 v/v/v fue elegida como mejor opcidn ya que ésta no presentd
problemas de arrastre en comparaciéon con las mezclas probadas en donde en
todos los casos al analizar pruebas de arrastre se presentaban senales

cromatograficas en el tiempo de retencidén correspondiente a telmisartan.
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5.1.3 Volumen de inyeccion y velocidad de flujo.
El volumen de inyecciéon que se manejé durante el desarrollo, validacién y analisis
de muestras de voluntarios siempre fue de 10uL.

Para la fase mévil elegida para el estudio solo se probé la velocidad de 1.2 mL/min
presentando buena simetria de pico.

5.1.4 Estandar interno.

Se probaron cuatro diferentes sustancias como estandar interno, de las cuales,
zolpidem presenté buena selectividad, adecuada simetria de pico (<2) y sobre
todo buena resolucion (> 1.5), sin verse afectado por la matriz biolégica, se obtuvo
también un porcentaje de recobro mayor al 90%.

En la tabla 5 se muestran las condiciones cromatograficas obtenidas para la
cuantificacion de telmisartan en plasma.

45



5. Resultados y analisis

Tabla 5. Condiciones cromatograficas

Detector Fluorescencia
. Aex 305 Nnm
Longitud de onda den:375 NM
Ganancia 100
Atenuacion Short
c Zorbax Eclipse XDB C8 4.6 x 150 mm, 5
olumna um.
Solucién amortiguadora de fosfatos de
Fase movil sodio 0.01 M, pH 6.5:Acetonitrilo (69:31
V/V)
Velocidad de flujo 1.2 mL/min
Volumen de inyeccion 10 plL
Temperatura columna 38°C

ACN:NaOH 0.5M: H,O
(57:15:28 v/v)
Telmisartan 5.5 — 6.5 minutos
Zolpidem 8.1 — 9.1 minutos

Solucién de lavado

Tiempo de retencion
aproximado

5.1.5 Método de extraccion.

De acuerdo a la bibliografia consultada, se reportan dos diferentes técnicas de
extraccion, que son las siguientes: extraccién por precipitacion de proteinas,
extraccion solido-liquido, y una tercera técnica, la extraccion liquido-liquido para el
combinado de telmisartan con hidroclorotiazida.

Se probd la técnica de extraccion solido- liquido en donde se utilizé MeOH vy
acetonitrilo en diferentes pruebas para eluir la muestra previamente acidificada.

A pesar de presentar buena simetria de pico (>2), no resulto ser una técnica
selectiva al presentar interferencias en el tiempo de retencion del analito de
interés.

Después de probar los diferentes tipos de extraccién de la muestra, se decidié
realizar la extraccion por precipitacion de proteinas, en donde se empled
acetonitrilo como agente precipitante y se obtuvo como resultado buena linealidad
(cumpliendo con los criterios de precision y exactitud establecidos), selectividad
(no interferencias en el tiempo de retencion del analito y del estandar interno),
buen recobro y sobre todo buena sensibilidad pudiendo cuantificar desde 1ng/mL
hasta 1500 ng/mL de acuerdo al rango de concentraciéon planteado en la curva,
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demostrando una sefal reproducible en cada nivel de concentracién. A

continuacién se muestra un diagrama con la técnica seleccionada para la
extraccion de la muestra.

200 pL de muestra plasmatica + 20 pL de zolpidem
tartrato (40 pg/mL) y agitar 30 seg

A 4
Adicionar 1 mL de acetonitrilo

v

Agitar en vortex durante 40 segundos

v

Centrifugar 14000 rpm durante 10 minutos

y
Transferir el sobrenadante a un tubo de ensayo y

evaporar bajo corriente de aire a 40°C

v

Reconstituir con 200 pL de fase reconstitucion y agitar

durante 1 minuto

y
Transferir la muestra reconstituida en inserto 200uL y

centrifugar a 8000 rpm durante 5 minutos

v

Tomar 200 uL de muestra e inyectar 10 uL al sistema

cromatografico

Fig.5 Diagrama del método de extraccion.
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5.2. Validacion del método analitico.

5.2.1 Adecuabilidad del sistema.

En la tabla 6 se presentan los resultados promedio de todas las corridas
analiticas que se llevaron a cabo para validar el método. Se muestra que cumple
con los criterios de aceptacion, contando con coeficiente de variacién no mayor al
2% para el area, simetria de pico menor a 2, platos tedricos mayores a 2000 y
tiempo de retencién con CV% < 2.0.

Adicionalmente cada dia de analisis se comprob6 que no existieran
interferencias con los picos de interés en la solucion con la que se reconstituyen

las muestras (blanco de reactivos), ni con la matriz biolégica utilizada (blanco de

plasma).
Tabla. 6 Resultados de la adecuabilidad del sistema para corridas de
validacion
) ) ’ ) Area Simetria de Platos
# CO[‘I‘_Ida Analito Area promedio N=6 C.V.% pico tedricos
analitica Promedio N=6 | Promedio N=6
Telmisartan 2279075.000 0.376 1.068 5167.922
1 Zolpidem 3257069.333 0.995 1.025 9825.181
Telmisartan 2370797.500 0.995 1.019 4740.496
? Zolpidem 3339170.667 1.133 1.025 8222.833
Telmisartan 2279492.167 0.758 1.045 5002.134
: Zolpidem 3338907.167 0.789 1.054 9600.468
Telmisartan 2292587.000 0.460 1.076 5052.076
* Zolpidem 3338907.167 0.244 1.074 9962.897
Telmisartan 2253472.167 1.269 1.081 5121.023
° Zolpidem 3311229.333 1.163 1.063 9911.095
Telmisartan 2255073.500 0.904 1.089 5084.332
° Zolpidem 3320576.167 0.987 1.060 9759.286
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5.2.2 Linealidad del método.

El método demostré ser lineal en las concentraciones correspondientes a la curva
de calibracién (1 a 1500 ng/mL). En cada punto de la curva de calibraciéon se
cumplieron los criterios establecidos para precision y exactitud, es decir C.V% vy
desviacion absoluta porcentual para la concentracion recuperada con respecto a la
nominal fue menor o igual al 15% respectivamente y 20% para el limite de

cuantificacion.

La tabla 7 muestra los resultados de la linealidad del método para la cuantificacion

de telmisartdn en plasma.

Tabla. 7 Resultados de la linealidad del método para cuantificar telmisartan en

plasma
Concentracion recuperada
Conc.
nominal 1 2 10 50 150 300 600 900 1350 1500
(ng/mL)
Curva 1 1.022 1.935 9.476 47.652 152,137 | 301.041 | 612.098 | 919.504 | 1375.675 | 1546.458
Curva 2 0.997 2.000 10.331 50.093 151.151 | 287.815 | 605.819 | 870.649 | 1375.114 | 1508.369
Curva 3 1.012 1.947 10.193 48.763 150.164 | 298.381 | 600.659 | 904.956 | 1356.809 | 1519.144
Curva 4 1.002 2.000 9.760 50.278 150.192 | 300.853 | 599.779 | 896.262 | 1361.513 | 1512.194
Curva 5 0.941 2.239 9.963 49.473 149.476 | 301.816 | 591.065 | 885.180 | 1335.564 | 1490.156
Promedio 0.995 2.024 9.945 49.252 | 150.624 | 297.981 | 601.884 | 895.310 | 1360.935 | 1515.264
D.E 0.032 0.124 0.341 1.073 1.035 5.827 7.791 18.642 16.427 20.466
C.V (%) 3.174 6.112 3.429 2.179 0.687 1.956 1.294 2.082 1.207 1.351
Deszz./o ’)L\bs' 0.520 1.210 0.554 1.496 0.416 0.673 0.314 0.521 0.810 1.018
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La relacion entre la respuesta cromatogréafica con respecto a la concentracién en
cada curva de calibracion, fue ajustado a través de una regresion lineal por

minimos cuadrados a la ecuacién:
y=mx+Db
Siendo:
Y: respuesta analitica (relacién de areas de telmisartan/ zolpidem tartrato)
X: concentracién nominal de telmisartan.
m: pendiente de la recta
b: ordenada al origen

La linealidad del método fue definida a partir del coeficiente de correlacion (r),
cuyo valor de cumplimiento para cada curva de calibracién fue de 0.99 o mayor,
considerandose para esta evaluacién las primeras 5 curvas de la validacién del

meétodo analitico (ver tabla 8).

Tabla 8. Parametros de linealidad del método para cuantificar telmisartan en

plasma
Pendiente (m) Ordenada (b) r
Curva 1 0.00093 0.00025 0.99947
Curva 2 0.00088 0.00046 0.99971
Curva 3 0.00088 0.00035 0.99993
Curva 4 0.00086 0.00025 0.99995
Curva 5 0.00089 0.00041 0.99990
Promedio 0.00089
D.E 0.000030
C. V (%) 2.817
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En la figura siguiente se reportan los datos de pendiente (m), ordenada al origen
(b) y coeficiente de correlacion para las 5 curvas de calibracién graficando
concentracion nominal vs respuesta relacién de areas telmisartan / zolpidem
tartrato (E.l.) (ver fig. 6).

LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO

1.60 -

1.20

Respuesta

0.80

0.40

0.00

0.00 200.00 400.00 600.00 800.00 1000.00 1200.00 1400.00 1600.00

Concentracion Nominal {ng/mL)

Fig. 6 Linealidad del método analitico para cuantificar telmisartan en plasma.

5. 2. 3 Precision

& Repetibilidad y exactitud del método (intradia)

En la tabla 9, se muestran los resultados correspondientes a la repetibilidad, en los
cuales se puede observar que el coeficiente de variacién fue de 11.25% para el
limite de cuantificacion mientras que para CB, CM, CA y LS el coeficiente de
variacibn mostro valores menores o iguales a 2.357% por lo que se puede decir
que cada uno de los niveles de concentracién evaluados cumplen con los criterios

establecidos.
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5. Resultados y analisis

Tabla 9. Repetibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar
telmisartan en plasma

Cusntcacion | CerrelBalo | ol Medo | contrar | Limte suparie
(1 ng/mL)

1 1.118 2.780 700.089 1125.342 1415.081

2 0.905 2.759 711.247 1124.203 1413.811

3 1.050 2.820 708.633 1138.166 1478.859

4 0.931 2.792 698.065 1188.118 1401.549

5 0.931 2.752 744.046 1123.077 1408.351

6 1.182 2.931 711.293 1114.971 1400.301

Promedio 1.020 2.806 712.229 1135.646 1419.659
D.E 0.115 0.066 16.584 26.766 29.632
C. V(%) 11.253 2.354 2.328 2.357 2.087
Desv. Abs. (%) 1.950 6.478 5.036 5.363 5.356

& Reproducibilidad y exactitud del método interdia (analista1).

En la tabla 10 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y

exactitud interdia correspondiente, para el analista 1, en donde se observa que el

meétodo es reproducible pues el

coeficiente de variacion entre los tres dias de

trabajo cumple con un valor menor al +15%.
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Tabla 10. Reproducibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar
telmisartan en plasma analista 1.

Concentracion recuperada
Analista/Dia
Control Bajo Control Medio Control Alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)
2.780 700.089 1125.342
2.759 711.247 1124.203
2.820 708.633 1138.166
Analistal Dia 1
2.792 698.065 1188.118
2.752 744.046 1123.077
2.931 711.293 1114.971
3.126 747.736 1181.752
3.020 755.524 1196.327
3.030 743.378 1209.509
Analistal Dia 2
2.910 751.949 1191.286
2.800 753.899 1196.484
2.886 751.090 1199.527
3.167 737.886 1181.953
3.370 739.554 1193.535
3.189 740.047 1193.620
Analista 1 Dia 3
3.248 744.145 1194.987
3.309 715.610 1186.837
2.852 741.617 1189.562
Promedio 2.986 733.100 1173.848
D.E 0.203 19.608 31.956
C. V (%) 6.808 2.675 2.722
Desv. Abs. (%) 0.480 2.253 2.179

& Reproducibilidad y exactitud del método interdia (analista2).

En la tabla 11 se muestran los resultados correspondientes a la reproducibilidad y
exactitud interdia para el analista 2, de acuerdo al coeficiente de variacién
obtenido, el método es reproducible pues se obtuvo un valor menor al +15% en

cada una de las concentraciones evaluadas.
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Tabla 11. Reproducibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar
telmisartan en plasma analista 2

Concentracion recuperada
Analista/Di
natts a Control Bajo Control Medio Control Alto
( 3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)
3.256 725.762 1193.892
3.087 737.688 1172.930
6.875* 741.762 1156.385
Analista2 Dia 1
2.930 739.005 1170.088
1171.71* 725.886 3.155*
2.941 728.561 1158.059
3.099 832.924 1223.304
3.142 764.877 1246.401
3.084 789.470 1207.489
Analista 2 Dia 2
3.021 780.021 1176.273
3.263 764.718 1205.572
3.438 775.191 1201.912
3.035 758.214 1280.401
3.042 781.552 1227.535
3.009 762.434 1168.637
Analista 2 Dia 3
3.338 763.709 1238.201
2.958 758.341 1215.732
3.462 762.656 1230.662
Promedio 3.132 760.710 1204.322
D.E. 0.170 26.511 34.651
C.V. (%) 5.441 3.485 2.877
Desv. Abs. (%) 4.385 1.428 0.360

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y no fue tomado en cuenta para los calculos

** Confusién de muestra

@ Reproducibilidad y exactitud entre analistas.

Tal como se muestra en la tabla 12, los valores obtenidos del coeficiente de
variacidbn para las diferentes concentraciones evaluadas fueron de 3.050% a
6.544% y valores menores o iguales a 1.810% para la desviacion absoluta por lo
tanto se demuestra que el método es exacto y reproducible entre analistas, al
presentar valores globales menores al +15%.
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Tabla 12. Reproducibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar
telmisartan en plasma entre analistas

Control Bajo Control Medio Control Alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1250 ng/mL)
Promedio 3.054 746.905 1188.649
D.E. 0.200 26.910 36.255
C.V. (%) 6.544 3.603 3.050
Desv. Abs. (%) 1.810 0.413 0.946

5.2.4 Limite de cuantificacion y deteccion.
La sensibilidad del método fue determinada a partir de la concentracién minima

cuantificable 6 limite de cuantificacién (LC) y del limite de deteccién (LD). En la
tabla 13 se muestran los resultados.

Tabla 13. Limite de cuantificacion y limite de deteccion para cuantificar telmisartan

en plasma
Concentracion recuperada
Muestra Limcizigzn‘:f;ifg;én' Limite de cuantif_igacién.
(0.5 ng/mL) Concentracion
(1 ng/mL)
1 0.649 1.118
2 0.531 0.905
3 0.555 1.050
4 0.469 0.931
5 0.534 0.931
6 0.484 1.182
Promedio 0.537 1.020
D.E 0.064 0.115
C.V (%) 11.879 11.253
Desv. Abs. (%) 7.400 1.950
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5. Resultados y analisis

Se consider6 1 ng/mL como el limite de cuantificacién ya que en su analisis se
obtuvo un coeficiente de variacion de 11.225% y un valor de 1.950% para
desviacion absoluta. Por otro lado la concentracion de 0.5 ng/mL fue considerada
como limite de deteccibn, ya que a pesar de tener un coeficiente de variacion de
11.879%, presenta una relacion sefal/ruido cercana a 3.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que cumple con los
requisitos de acuerdo a La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, pues
indica que el LC es la concentracion mas baja del compuesto que puede
cuantificarse cumpliendo con precisidén y exactitud establecidas en el método y
tiene valides como LC si su valor promedio cae dentro del £ 20% del valor
nominal, con un coeficiente de variacion no mayor que 20%; mientras que el LD se
define como la minima concentracién de un compuesto en una muestra el cual
puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las condiciones
de operacion establecidas, su sefial cromatogréafica se distingue del nivel de ruido
(aproximadamente tres veces mayor) y el coeficiente de variacion de la
concentracion recuperada (precision) y/o la desviacidbn absoluta por ciento
(exactitud) no son mayores al 20%.

A continuacidén se muestra un cromatograma caracteristico de las muestras

pertenecientes al limite de cuantificacion y de deteccidn (ver fig. 7).
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PP P __FP
POOL M1#1_2 LD_1 LC_3
Name
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Blanco de Plasma

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion J -

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95
Minutes

Fig. 7 Limite de Deteccidn y Cuantificacion

5.2.5 Recobro.
El recobro del método analitico para cuantificar telmisartdn en plasma fue

constante con un recobro global de 92.802% para las concentraciones evaluadas:
CB (8ng/mL), CM (750 ng/mL), CA (1200 ng/mL) presentando una desviacion de
los promedios individuales con respecto al global, menor al 15% (ver tabla 14).
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Tabla 14. Recobro absoluto del método analitico para cuantificar telmisartan

en plasma
Nivel de Areas Recobro % desv
concentracion Sistema Método
9977 8933
9933 9272
Control bajo 9885 9257
el 9729 9329
10059 9869
9582 10016
Promedio 9861 9446 95.793 3.223
2400841 2145695
2373780 2255719
Control medio 2376944 2212134
) gy 2403061 2132217
2409244 2360142
2483218 2191491
Promedio 2407848 2216233 92.042 0.819
3823413 3488530
3897619 3483998
Control alto 3867289 3474236
P i) 3887971 3812552
3896754 3454044
3962902 3422358
Promedio 3889325 3522620 90.571 2.404
Promedio Global 92.802 2.149

A continuacién se muestra la tabla con el recobro para zolpidem (tartrato),
estandar interno utilizado, dando como resultado un recobro global promedio de
97.069% (ver tabla 15)
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5. Resultados y analisis

Tabla 15. Recobro absoluto de zolpidem tartrato (E.l) en plasma

Concentracion

Areas

Sistema

Método

Recobro

4.0 pg/mL

3294644

3156008

3361732

3298161

3430302

3228366

3389980

3283629

3616684

3518812

3402907

3372045

3428007

3298964

3375543

3413733

3393924

3360118

3420253

3287739

3421986

3414370

3531779

3316317

3405476

3337208

3463844

3336248

3427695

3286096

3452468

3454514

3454660

3310881

3516753

3304351

Promedio

3432702

3332087

97.069

5.2.6 Selectividad.

La selectividad del método fue determinada, analizando la muestra blanco de la

matriz biolégica (muestras de plasma de seis donadores y su mezcla) (fig. 8) y

muestras de plasma conteniendo fadrmacos de uso comun, como &cido salicilico

(300 pg/mL), naproxeno (50 pg/mL), paracetamol (20 ug/mL) y el anticoagulante

(Heparina 143 unidades USP), evaluando el método contra posibles interferencias

en los tiempos de retencién de telmisartan (5.5 — 6.5 minutos) y zolpidem tartrato
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(E.l.) (8.1 — 9.1 minutos). Se evalu6 también la posible interferencia de muestras

hemolizadas

y lipémicas (ver fig. 9).
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Fig. 8 Selectividad del método para la mezcla de plasma y los plasmas individuales.
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Fig. 9 Selectividad del método para farmacos de uso comun

En las figuras 8 y 9, se demuestra que el método analitico es selectivo, al no
presentar interferencia en los tiempos de retenciéon para telmisartan y zolpidem
tartrato.
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5.2.7 Estabilidad.
@ Estabilidad ciclos de congelacion- descongelacion (-702C).
En las tablas 16, 17 y 18, se muestran los resultados obtenidos de la estabilidad

de telmisartan en ciclos de congelacion a -70°C.

Tabla 16. Estabilidad de telmisartan en plasma (primer ciclo de congelacion —
descongelacion a -702C)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)
1 3.167 737.886 1181.953
2 3.370 739.554 1193.535
3 3.189 740.047 1193.620
4 3.248 744.145 1194.987
5 3.309 715.610 1186.837
6 2.852 741.617 1189.562
Promedio 3.189 736.477 1190.082
D.E 0.181 10.439 5.008
C.V. (%) 5.691 1.417 0.421
Concentraciones plasmaticas después del CICLO1
1 3.060 713.052 1165.167
2 3.160 751.296 1185.838
3 3.081 725.121 1157.680
4 3.058 542.612 1228.900
5 2.913 725.164 1174.720
6 5.267* 712.732 1167.972
Promedio 3.054 694.996 1180.046
D.E 0.089 75.959 25.753
C.V. (%) 2.924 10.929 2.182
Desv. Abs. (%) 4.226 5.632 0.843

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.
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Tabla 17. Estabilidad de Telmisartan en plasma (segundo ciclo de
congelacion- descongelacion a -70°C)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 2.975 761.591 1177.027

2 3.124 755.166 1168.442

3 3.201 763.436 1171.211

4 3.030 752.751 1170.962

5 3.086 761.593 1173.581

6 2.886 764.063 1177.338

Promedio 3.050 759.767 1173.094
D.E 0.112 4.668 3.562
C.V. (%) 3.665 0.614 0.304

Concentraciones plasmaticas después del CICLO 2

1 3.441 752.719 1207.071

2 3.173 756.002 1220.766

3 3.187 759.014 1198.008

4 3.348 764.420 1214.141

5 3.037 786.784 1218.296

6 3.386 760.015 1176.287

Promedio 3.262 763.159 1205.762
D.E 0.154 12.223 16.632
C.V. (%) 4.729 1.602 1.379
Desv. Abs. (%) 6.939 0.446 2.785
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Tabla 18. Estabilidad de telmisartan en plasma (tercer ciclo de congelacion—
descongelacion a -702C)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
ek | EmEer | e

1 3.002 758.374 1219.955

2 3.007 768.182 1210.854

3 2.895 765.184 1206.999

4 3.100 759.095 1209.689

5 2.919 757.170 1211.199

6 3.042 767.575 1207.375

Promedio 2.994 762.597 1211.012
D.E 0.076 4.944 4.714
C.V. (%) 2.552 0.648 0.389

Concentraciones plasmaticas después del CICLO 3

1 3.350 815.632 1215.437

2 3.236 748.342 1222.797

3 3.048 794.273 1224.089

4 3.139 756.360 1232.136

5 3.443 755.061 1223.585

6 4.243* 758.417 1227.087

Promedio 3.243 771.348 1224.189
D.E 0.158 27.104 5.486
C.V. (%) 4.883 3.514 0.448
Desv. Abs. (%) 8.317 1.148 1.088

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.

Los resultados obtenidos, demuestran que telmisartan es estable en los tres ciclos
de congelacion-descongelacion a -70°C, pues en cada ciclo analizado el
coeficiente de variacion fue menor al 15%, presentando para el primer ciclo
valores < 10.929%, en cuanto al segundo ciclo valores < 4.729 % vy finalmente
para el tercer ciclo valores <4.883%, en lo referente al valor de desviacidén
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absoluta obtenida con respecto al valor de las muestras de control de calidad
recién preparadas no se presento diferencia mayor al 15%.

o Estabilidad a temperatura ambiente (21 - 292C) y refrigeracion (1-82C).

En las tablas 19 y 20 se muestran los resultados obtenidos para el andlisis de
estabilidad de muestras a temperatura ambiente (24 h y 48 h), en las tablas 21 y
22 se muestran los resultados para en anadlisis de estabilidad de muestras en
refrigeracion (24 y 48 h).

Tabla 19. Estabilidad de telmisartan en plasma (temperatura ambiente de
21-29°C) 24h

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 3.015 743.590 1172.334

2 3.407 740.047 1186.670

3 3.072 745.498 1189.242

4 3.307 736.519 1183.750

5 3.023 737.736 1190.138

6 3.102 741.468 1180.711

Promedio 3.154 740.810 1183.808
D.E 0.163 3.423 6.619
C.V. (%) 5.177 0.462 0.559

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 3.397 737.776 1177.362

2 3.430 731.952 1180.688

3 3.144 728.940 1165.524

4 3.165 736.336 1179.230

5 4.631* 730.826 1171.832

6 3.363 740.849 1169.661

Promedio 3.300 734.447 1174.050
D.E 0.135 4.589 5.979
C.V. (%) 4.089 0.625 0.509
Desv. Abs. (%) 4.612 0.859 0.824

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos
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Tabla 20. Estabilidad de Telmisartan en plasma (temperatura ambiente de

21-29°C) 48 h
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 3.126 747.736 1181.752

2 3.020 755.524 1196.327

3 3.030 743.378 1209.509

4 2.910 751.949 1191.286

5 2.800 753.899 1196.484

6 2.886 751.090 1199.527

Promedio 2.962 750.596 1195.814
D.E 0.118 4.417 9.168
C.V. (%) 3.983 0.588 0.767

Concentraciones plasmaticas después de 48 h

1 3.078 738.944 1163.251

2 3.118 735.081 1184.683

3 3.146 747.181 1190.827

4 3.032 734.673 1178.950

5 3.220 714.548 1188.089

6 3.225 741.226 1187.059

Promedio 3.137 735.276 1182.143
D.E 0.077 11.141 10.085
C.V. (%) 2.452 1.515 0.853
Desv. Abs. (%) 5.891 2.041 1.143
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Tabla 21. Estabilidad de telmisartan en plasma (primer ciclo de refrigeracion

de 1-82C)
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 3.015 743.590 1172.334

2 3.407 740.047 1186.670

3 3.072 745.498 1189.242

4 3.307 736.519 1183.750

5 3.023 737.736 1190.138

6 3.102 741.468 1180.711

Promedio 3.154 740.810 1183.808
D.E 0.163 3.423 6.619
C.V. (%) 5.177 0.462 0.559

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 3.373 735.822 1184.000

2 2.995 743.268 1190.258

3 3.767* 732.663 1189.545

4 2.824 745.879 1219.523

5 3.062 739.447 1151.544

6 2.978 741.295 1183.206

Promedio 3.046 739.729 1186.346
D.E 0.202 4.859 21.692
C.V. (%) 6.640 0.657 1.829
Desv. Abs. (%) 3.422 0.146 0.214

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.
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Tabla 22. Estabilidad de Telmisartan en plasma (segundo ciclo de refrigeracion

5. Resultados y analisis

de 1-82C)
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 3.126 747.736 1181.752

2 3.020 755.524 1196.327

3 3.030 743.378 1209.509

4 2.910 751.949 1191.286

5 2.800 753.899 1196.484

6 2.886 751.090 1199.527

Promedio 2.962 750.596 1195.814
D.E 0.118 4.417 9.168
C.V. (%) 3.983 0.588 0.767

Concentraciones plasmaticas después de 48 h

1 4.024* 735.561 1175.487

2 3.164 735.578 1164.613

3 3.263 733.105 1165.601

4 3.083 734.556 1165.147

5 3.221 737.421 1175.223

6 3.399 733.852 1159.649

Promedio 3.226 735.012 1167.620
D.E 0.118 1.524 6.363
C.V. (%) 3.655 0.207 0.545
Desv. Abs. (%) 8.913 2.076 2.358

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.

Se puede observar que las muestras almacenadas a temperatura ambiente y en
refrigeracién son estables hasta 48 horas, ya que para todos los controles se
presenta una desviacion absoluta menor a 15% con respecto al valor de las

muestras de control de calidad recién preparadas.
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@ Estabilidad de muestra procesada.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demuestra que telmisartan es estable a
24 y 96 horas después de su preparacién, pues en cada caso se obtuvieron
coeficientes de variacion asi como desviacion absoluta menor a +15% con

respecto a las muestras de recién preparacion (ver tablas 23 y 24)

Tabla 23. Estabilidad de muestra procesada (24h en automuestrador 42C)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 3.015 743.590 1172.334

2 3.407 740.047 1186.670

3 3.072 745.498 1189.242

4 3.307 736.519 1183.750

5 3.023 737.736 1190.138

6 3.102 741.468 1180.711

Promedio 3.154 740.810 1183.808
D.E 0.163 3.423 6.619
C.V. (%) 5.177 0.462 0.559

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 3.125 729.404 1170.617

2 3.402 734.151 1167.496

3 3.023 731.072 1161.763

4 2.988 726.172 1162.212

5 2.988 726.239 1173.823

6 3.003 736.704 1156.661

Promedio 3.088 730.624 1165.429
D.E 0.162 4.246 6.361
C.V. (%) 5.250 0.581 0.546
Desv. Abs. (%) 2.098 1.375 1.553
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Tabla 24. Estabilidad en muestra procesada (96 h en automuestreador 49)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 2.975 761.591 1177.027

2 3.124 755.166 1168.442

3 3.201 763.436 1171.211

4 3.030 752.751 1170.962

5 3.086 761.593 1173.581

6 2.886 764.063 1177.338

Promedio 3.050 759.767 1173.094
D.E 0.112 4.668 3.562
C.V. (%) 3.665 0.614 0.304

Concentraciones plasmaticas después de 96 h

1 3.406 796.017 1259.076

2 6.796" 806.104 1273.562

3 3.297 789.494 1269.941

4 3.392 783.158 1268.953

5 3.396 779.428 1272.252

6 3.334 790.111 1268.272

Promedio 3.365 790.719 1268.676
D.E 0.047 9.500 5.112
C.V. (%) 1.406 1.201 0.403
Desv. Abs. (%) 10.316 4.074 8.148

* Valor que excede el 15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.
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@ Estabilidad de muestra evaporada.

En las tablas 25 y 26 se demuestra la estabilidad de la muestra evaporada a 24 y
96 horas en refrigeracion al presentar un valor para desviacion absoluta para cada

analisis menor de +15% con respecto a las muestras recién preparadas.

Tabla 25. Estabilidad de telmisartan muestra evaporada (24h en refrigeracion a
1-82C)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control bajo | Control medio| Control alto

M (3ng/mL) | (750 ng/mL) | (1200 ng/mL)

1 3.002 758.374 1219.955

2 3.007 768.182 1210.854

3 2.895 765.184 1206.999

4 3.100 759.095 1209.689

5 2.919 757.170 1211.199

6 3.042 767.575 1207.375

Promedio 2.994 762.597 1211.012
D.E 0.076 4.944 4.714
C.V. (%) 2.552 0.648 0.389

Concentraciones plasmaticas después de 24 h

1 2.900 733.396 1173.555

2 2.864 735.302 1169.243

3 2.986 768.290 1224.468

4 3.034 762.639 1270.568

5 2.795 770.499 1160.602

6 2.602 761.562 1163.163

Promedio 2.864 755.281 1193.600
D.E 0.154 16.568 44.469
C.V. (%) 5.376 2.194 3.726
Desv. Abs. (%) 4.364 0.959 1.438
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Tabla 26.Estabilidad de telmisartan muestra evaporada (96h en refrigeracion a

1-82C)
Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Muestra Control bajo Control medio Control alto
(3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 2.975 761.591 1177.027

2 3.124 755.166 1168.442

3 3.201 763.436 1171.211

4 3.030 752.751 1170.962

5 3.086 761.593 1173.581

6 2.886 764.063 1177.338

Promedio 3.050 759.767 1173.094
D.E 0.112 4.668 3.562
C.V. (%) 3.665 0.614 0.304

Concentraciones plasmaticas después de 96 h

1 3.436 801.641 1292.891

2 3.387 805.202 1280.045

3 3.225 796.123 1280.268

4 3.375 757.693 1250.328

5 3.389 798.490 1285.825

6 3.218 800.416 1281.754

Promedio 3.338 793.261 1278.519
D.E 0.093 17.690 14.632
C.V. (%) 2.783 2.230 1.144
Desv. Abs. (%) 9.442 4.408 8.987
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& Estabilidad a largo plazo (congelacion -70°C).

En la tabla 27 se demuestra la estabilidad de telmisartan a -70°C por 160 dias,
pues se obtuvieron coeficientes de variacion menores a + 15%, y presento una
diferencia no mayor a +15% de las muestras con 160 dias en almacenamiento,

con respecto a las muestras recién preparadas.

Tabla 27. Estabilidad a largo plazo de telmisartan (-70°C) después de 160 dias

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Muestra Control Bajo Control Medio Control Alto
( 3 ng/mL) (750 ng/mL) (1200 ng/mL)

1 3.772F 781.190 1247.441

2 3.292 743.470 1185.663

3 2.711 771.078 1277.394

4 2.673 748.865 1260.383

5 2.635 794.813 1271.426

6 2.560 790.167 1258.391

Promedio 2.774 771.597 1250.116

D.E. 0.295 21.373 33.267
C.V. (%) 10.626 2.770 2.661

Concentraciones plasmaticas después de 160 dias en congelacion a -70°C

1 2.747 750.135 1279.981

2 2.603 731.686 1279.650

3 3.848* 773.851 1263.390

4 2.632 801.587 1278.186

5 2.641 793.085 1233.641

6 2.648 759.293 1273.920

Promedio 2.654 768.273 1268.128

D.E. 0.055 26.476 17.999

C.V. (%) 2.058 3.446 1.419
Desv. Abs. (%) 4.326 0.431 1.441
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5.2.8 Tolerancia.

De acuerdo a la NOM-177-SSA-1998 define tolerancia como la capacidad del
método analitico para obtener resultados precisos y exactos ante variaciones
pequenas pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de trabajo y que

proporciona una indicacion de su confiabilidad durante el uso normal
@ Integridad de la dilucién.

En la tabla 28 se muestra que la prueba fue aceptable, pues la diferencia de
concentraciones entre las muestras extraidas con el volumen normal y la
concentracion calculada multiplicando por un factor de dilucién de 5 no excedié el
15% del promedio del valor nominal.

Tabla 28. Tolerancia del método analitico para cuantificar telmisartan en
plasma con volumen parcial de muestra (concentracion dentro de la curva de

calibracion)
Integridad de la dilucion
Telmisartan (Valor nominal 1200 ng/mL)
Concentracion interpolada
MUESTRA # considerando un factor de
diluciéon 2
1 1212.788
2 1201.672
3 1204.436
4 1209.074
5 1185.722
6 1203.810
Promedio 1202.917
D.E 9.335
C. V(%) 0.776
Desv. Abs. (%) 0.243
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En la tabla 29 se muestran los resultados obtenidos para las pruebas realizadas

en las muestras con concentracion por encima de la curva de calibracién.

Tabla 29. Tolerancia del método analitico para cuantificar telmisartan en
plasma con volumen parcial de muestra (concentracion por encima de la curva
de calibracion)

Integridad de la dilucion
Telmisartan (Valor nominal de 2500 ng/mL)
Concentracion interpolada
Muestra # Considerando un factor de
dilucion de 2
1 2517.272
2 2502.800
3 2511.278
4 2483.130
5 2529.094
6 2519.250
Promedio 2510.471
D.E 15.982
C. V(%) 0.637
Desv. Abs. (%) 0.419

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demuestra que en caso de que alguna
muestra presentara concentracion por encima del punto mas alto de la curva de
calibracién, se podria utilizar un volumen de 100 pL y anadir 100 uL de plasma
libre de farmaco para procesarla y generara valores que cumpliran con los
parametros de exactitud establecidos.
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5.3. Etapa clinica.
En el estudio clinico participaron 56 voluntarios de sexo masculino clinicamente
sanos a los que se les realizaron las pruebas mencionadas en la parte

experimental para corroborar esta condicion.

5.3.1 Estadistica demografica descriptiva.

En la tabla 30 se muestran los datos de: edad, peso, talla e IMC, y los siguientes
parametros estadisticos para cada dato: media, desviacién estandar (Desv. Est),
error estdndar (Error Est), minimo (min), mediana, maximo (max), coeficiente de

variacion (CV).

Tabla 30. Estadistica descriptiva de las variables demog_;réficas

. . Desv. Error . .
Variable Genero N Media Est Est Min Mediana Max CV%
Edad
¢ Hombres | 56 | 28.64 | 714 | 095 | 18.00 | 2750 | 46.00 | 24.93
(anos)
Peso Homb 56 | 69.08 | 7.49 | 1.00 | 54.00 | 69.00 | 82.00 | 10.85
(Kg) ombpbres . . . . . . .
Talla Homb 168.48 | 7.24 | 0.97 |154.00 | 168.00 | 183.00 | 4.30
(cm) ombres 56 68. . . . . . .
e Hombres | 56 | 2431 | 184 | 025 | 2033 | 24.47 | 2748 | 757
(Kg/m?) . . . . . . .

5.3.2 Estadistica descriptiva de los datos de concentraciéon plasmatica con
respecto al tiempo.

En la tabla 31 se muestran los parametros calculados para la concentracién de
telmisartan con respecto al tiempo, el numero considerado para el analisis

estadistico fue de 56.
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Tabla 31. Estadistica descriptiva para las concentraciones plasmaticas de

telmisartan con respecto al tiempo para el medicamento de referencia
Tiempo N Media | Desv. Est | Error Est Min Mediana | Max V%
(h) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

0 56 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 -
0.17 56 19.39 31.52 4.21 0.00 3.75 116.69 | 162.56
0.33 56 | 123.81 236.05 31.54 1.16 28.60 |1032.46| 190.65
0.5 56 | 204.86 310.96 41.55 1.73 65.27 1507.28 | 151.79
0.75 56 | 296.99 258.55 34.55 3.39 256.84 |1108.94 | 87.06

1 56 | 295.49 191.59 25.60 5.73 271.19 949.51 64.84
1.25 56 | 283.88 160.68 21.47 9.13 263.25 | 798.01 | 56.60
1.5 56 | 259.64 140.38 18.76 11.13 230.39 | 668.98 | 54.07
1.75 56 | 237.41 128.42 17.16 30.37 218.36 | 596.91 | 54.09

2 56 | 212.22 112.47 15.03 40.83 189.70 | 532.11 | 53.00
25 56 | 188.50 111.12 14.85 45.59 157.99 | 491.56 | 58.95

3 56 | 163.14 99.48 13.29 34.44 140.10 | 434.33 | 60.98

4 56 | 123.70 78.10 10.44 19.64 103.62 | 332.83 | 63.13

6 56 79.41 50.12 6.70 10.17 67.67 219.51 63.11

8 56 67.00 41.63 5.56 7.49 56.54 161.86 | 62.13
12 56 48.69 30.16 4.03 6.57 41.59 152.95 | 61.93
24 56 25.47 16.60 2.22 2.43 20.37 64.58 65.15
48 52 12.67 10.39 1.44 2.12 9.69 46.01 81.96
72 53 5.24 5.05 0.69 0.00 3.59 24.12 96.45
96 54 2.89 4.45 0.61 0.00 1.50 21.29 | 154.07
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5.3.3 Concentracion plasmatica promedio con respecto al tiempo (escala

normal y semilogaritmica).

Para visualizar el comportamiento farmacocinético que tuvo telmisartan con
respecto al tiempo, se muestran graficos con datos promedio de concentracién
plasmatica (ng/mL) con respecto al tiempo (ver Fig. 10y 11).

Perfil farmacocinético de telmisartan

350
300
250 11
200
150 :

100 §

Concentracién plasmatica (ng/mL)

50

04 — 2
0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100
Tiempo (hr)

Fig. 10 Perfil Farmacocinético promedio de telmisartan t error estandar en escala
normal
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Perfil farmacocinético de telmisartan

1000

Concentracién plasmatica (ng/mL)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100
Tiempo (hr)

Fig. 11 Perfil farmacocinético promedio de telmisartan + error estandar en escala
semilogaritmica.
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5.3.4 Parametros farmacocinéticos
Los parametros farmacocinéticos fueron evaluados a través de métodos no
compartimentales (modelo independiente). A continuacion se muestran los

resultados de la estadistica descriptiva (ver tabla 32).

Tabla 32. Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos de

telmisartan
. . Desv. Error . .

Variable N Media Est Est Min Mediana Max C.V.%

Trmax () 56 1.26 0.86 0.11 0.33 1.00 400 | 67.75

Crmax (Ng/mL) 56 434.80 | 27419 | 36.64 | 54.65 | 367.13 | 1507.28 | 63.06

ABCo. (h*ng/mL) 56 | 2561.41 | 1502.91 | 200.84 | 422.31 | 2148.59 | 6731.71 | 58.68

ABCo.int (h*ng/mL) 56 | 2702.47 | 1666.66 | 222.72 | 484.09 | 2221.97 | 7758.36 | 61.67

Constante de 56 0.038 | 0.011 | 0.002 | 0015 | 0037 | 0.072 | 29.952

eliminacion Ke (1/h) : : : : ’ ’ ’

Vida Media de 56 2027 | 7.21 0.96 068 | 1869 | 4585 | 3558
eliminacion (h)

TMRo.ins (h) 56 2115 | 8.44 1.13 9.02 19.80 | 55.92 | 39.92

Los parametros farmacocinéticos obtenidos para poblacion mexicana fueron
comparados con los reportados en bibliografia para poblacién china'’® mediante
una prueba de t de student y un nivel de significancia de 0.05, se pudo demostrar
gue no hay diferencia estadisticamente significativa para: Cmax, Tmax y T 2, pero
no asi para ABC ¢.t y ABC ¢.. (ver tabla 33).
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Tabla 33. Estadistica comparativa entre los parametros farmacocinéticos de

Telmisartan (80 mg) en poblacion mexicana versus poblacion china.

B México China ™ Comparacion estadistica
Poblacion i
(n=56) (n=20) entre poblaciones
Dictamen
Parametro /i
.. Media DE Media DE t calculada tiablas
farmacocinético a= 0.05
T max (h) 1.26 0.86 091 | 0.37 0.0126 2.6365 No hay diferencia
Cmaxng/mL | 43480 | 274.19 | 377.7 | 1426 1.1755 1.6645 estadisticamente
T%h 20.27 7.21 194 | 355 0.6969 1.6645 significativa
ABCy.t
(h*ng/mL) 2561.41 | 1502.91 | 1623.2 | 570.2 3.4255 1.6645 Hay diferencia
estadisticamente
ABC (.- e
2702.47 | 1666.66 | 1831 625 3.3144 1.6645 significativa
(h*ng/mL)
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6. Conclusiones

v' Se desarrollo un método analitico por cromatografica de liquidos de alta
resolucidon para cuantificar telmisartan en fluido biolégico (plasma) el cual es
rapido y efectivo.

v El método analitico desarrollado fue validado de acuerdo a lo establecido en
la NOM-177-SSA-1998 en donde el método demostrd ser: lineal, preciso,
exacto, selectivo en el rango de concentraciones de 1-1500 ng/mL.

v La técnica demostré tener alto recobro tanto para el analito como para el
estandar interno (92.80% y 97.06% respectivamente).

v' Se demostré la estabilidad de telmisartan en tres ciclos de congelacion-
descongelacion

v Estable en temperatura ambiente por 48h (21-29°C)

v’ Estable en refrigeracion por 48h (1-8°C)

v Estable en muestra procesada conservada en automuestreador a 4°C por
24y 96h.

v' Se demostré la estabilidad de muestra evaporada por 24 y 96 h después de
estar conservadas en refrigeracion (1-8°C)

v Fue demostrada la estabilidad a largo plazo (160 dias) en muestras
conservadas en congelacion a -70°C

v Tolerante a cambio en volumen de muestra (100uL)

v' Se consideré apto el método analitico para aplicarlo en un estudio de
biodisponibilidad en un grupo de individuos pertenecientes a la poblacion
mexicana en donde los principales parametros farmacocinéticos obtenidos
fueron: Tmax, Cmax, ABC o, ABCo.int, Ke, t12 y TMR ¢.inr con valores de
1.26 (h), 434.80 (ng/mL), 2561.41 (h*ng/mL), 2702.47 (h*ng/mL), 0.038
(1/h), 20.27 (h) y 21.15 (h), respectivamente.

v" Con todo lo anterior el método analitico puede seguir siendo utilizado en
otro estudio de Telmisartan en donde a través de una técnica sencilla de
extraccion se puede tener la certeza de que se obtendran resultados
confiables.

82



7. Anexos

7.1 Anexo |. Datos demograficos de 3 voluntarios de los 56 participantes en

7. Anexos

el estudio.
Edad Peso Talla IMC
Sexo Voluntario 2
(anos) (Kg) (cm) (Kg/m®)
1 31 67.50 164 25.10
Hombres 10 23 77.50 171 26.50
14 29 69.00 168 24.45
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7.2 Anexo Il. Muestra representativa de las concentraciones plasmaticas de telmisartan para 3 voluntarios en los
diferentes tiempos de muestreo de los 56 analizados.

Concentracion plasmatica de telmisartan con respecto al tiempo (ng/mL)

Vol. Tiempo Nominal (horas)

0.0 0.17 0.33 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.50 3.00 4.00 6.00 8.00 12.0 24.0 48.0 72.0 96.00

1 0.00 | 31.86 56.90 99.86 287.13 | 292.55 | 269.26 | 218.64 | 197.00 | 178.78 | 141.25 | 124.65 | 85.25 56.89 | 37.05 | 28.63 | 11.64 | 5.93 1.27 0.00

10 0.00 0.00 2.44 53.35 80.85 143.53 | 188.51 | 214.29 | 222.35 | 196.99 | 211.56 | 172.58 | 122.86 | 88.24 | 69.45 | 54.46 | 22.48 | 7.26 2,97 1.51

14 0.00 | 22.91 149.70 | 517.40 | 418.51 | 297.97 | 223.63 | 182.06 | 138.29 | 119.63 | 90.84 68.88 46.64 | 30.43 | 22.08 | 16.91 | 13.16 | 3.96 1.02 0.00

N* 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 56 52 53 54

Prom* 0.0 19.39 123.8 204.8 296.9 295.4 283.8 259.6 237.4 212.2 188.5 163.1 123.7 79.4 67.0 48.6 25.4 12.6 5.24 2.89

D.E.* 0.0 31.52 236.0 310.9 258.5 191.5 160.6 140.3 128.4 112.4 111.1 99.48 78.10 50.1 41.6 30.1 16.6 10.3 5.05 4.45

C.V.%
- 162.5 1906 1517 87.06 64.84 56.60 54.07 54.09 53.00 58.95 60.98 63.13 63.1 62.1 61.9 65.1 81.9 96.4 154.0

6 5 9 1 3 3 5 6 5 7

*

* Se consideraron los datos de los 56 voluntarios
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7.3 Anexo lll. Muestra representativa de las graficas en escala normal y

semilogaritmica con respecto al tiempo para 3 voluntarios de 56 analizados.

Perfil farmacocinético telmisartan (escala normal)
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Perfil farmacocinético telmisartan (escala normal)
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Perfil farmacocinético telmisartan (escala normal)
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7.4. Anexo IV Parametros farmacocinéticos de telmisartan obtenidos para

cada voluntario

Vida media
Tmax Cmax ABC 0-t ABC 0-inf Ke de TMR O-inf
Voluntario
(h) (ng/mL) (h*ng/mL) (h*ng/mL) (1/h) eliminacién (h)
(h)
1 1.00 292.55 1535.09 1560.44 0.050 13.80 13.56
10 1.75 222.35 2220.67 2266.88 0.033 21.28 18.24
14 0.50 517.40 1273.71 1292.77 0.054 12.91 12.76
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