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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Actualmente, se estima que el 80% de la poblacién mundial utiliza medicinas
derivadas (directa o indirectamente) de plantas medicinales para la atencién
primaria de la salud. Medicina herbolaria, fitoterapia, fitomedicina, nutracéuticos,
productos naturales medicinales, medicina complementaria y alternativa,
etnomedicina, botanicos, suplementos dietéticos y fitofarmacéuticos son términos
que se emplean, de manera indistinta, para denotar el uso de plantas medicinales

en el cuidado de la salud.

En los paises desarrollados existe un gran interés por los organismos regulatorios
para incluir formulaciones de medicina tradicional en sus programas de salud. La
seguridad, la eficacia y la calidad de estos insumos dependen de factores como la
formulacién y su proceso de manufactura. De manera general, los factores de la
formulacion que afectan la biodisponibilidad de los farmacos se clasifican en dos
categorias: factores que afectan la disolucién o liberacién de los farmacos a partir
de su forma farmacéutica y; factores relacionados con los excipientes que afectan
la estabilidad del farmaco, su absorcion y/o sus procesos metabdlicos. Si bien,
para los medicamentos alopaticos se encuentran bien establecidos los factores en
la formulacién que afectan la biodisponibilidad, para los productos vegetales; esta
informacion no se conoce aun. Por lo tanto, para establecer cémo las diferentes
formulaciones afectan la biodisponibilidad de los farmacos de origen natural se
necesita conocer la relacion que guardan sus propiedades fisicoquimicas y
farmacolégicas con sus propiedades farmacocinéticas y el desempenio in vitro del

producto farmacéutico [1].

En este marco de referencia, el sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB), es
una base cientifica que permite clasificar a los medicamentos en funcién de su
solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal [2]. Para clasificar a los farmacos
de acuerdo con su permeabilidad, la FDA, aprueba el empleo de estudios
farmacocinéticos de balance de masa, de biodisponibilidad absoluta y métodos de
permeabilidad intestinal (perfusion intestinal, in vivo, en humanos; perfusion

1



INTRODUCCION

intestinal, en animales, in vivo o in situ; en tejidos intestinales aislados de humano
0 animales y en monocapas celulares epiteliales in vitro). Debido a que los
estudios de biodisponibilidad absoluta o de perfusién intestinal en humanos son
costosos y dificiles de realizar, la guia emitida por la FDA proporciona, ademas,
una alternativa para extrapolar la velocidad de absorcién del farmaco utilizando
correlaciones in vivo-in vitro (IVIVC) [3].

Agencias regulatorias como la FDA, la OMS y la EMA han adoptado el SCB como
estandar para establecer la biodisponibilidad/bioequivalencia de formas
farmacéuticas solidas sujetas a un proceso de aprobacion. A pesar de que el SCB
se ha utilizado con éxito en el ambito de la medicina alopata su validez y
aplicacién, en la medicina herbolaria, ha recibido poca atencion. Entre las
numerosas técnicas descritas para evaluar la permeabilidad intestinal, la linea
celular Caco-2, representa el modelo de barrera intestinal mas empleado y mejor
caracterizado para predecir la absorcidén de farmacos [4].

Para demostrar la adecuabilidad de un método enfocado a determinar el SCB de
farmacos se requiere establecer una relacion orden-categoria entre los valores de
permeabilidad y el grado de absorcion del farmaco en humanos. Para establecer
esta relacion, la FDA recomienda utilizar veinte farmacos modelo para métodos
in vitro con células epiteliales. Una vez demostrada la aptitud del método se puede
emplear para clasificar farmacos utilizando como patrones internos un farmaco
modelo de alta, baja o moderada permeabilidad.

Con base en estas consideraciones, el presente trabajo fue disefiado para
desarrollar y validar dos métodos bioanaliticos conducentes a cuantificar dos
marcadores de permeabilidad. Los parametros de calidad a evaluar para asegurar
la confiabilidad del desempefio de un método bioanalitico son: linealidad,
exactitud, precision, selectividad, sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad.
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2. OBJETIVOS

Objetivos Generales

e Desarrollar y validar dos métodos bioanaliticos apropiados que permitan
cuantificar metformina y famotidina: dos farmacos modelo para el estudio

de permeabilidad in vitro.

Objetivos particulares

e Desarrollar una metodologia bioanalitica que permita la determinacion de la
metformina y la famotidina en una matriz biolégica utilizando como técnica

analitica la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

e Validar los métodos bioanaliticos con base a los parametros establecidos
en la guia de validacion de métodos bioanaliticos “Guidance for Industry

Bioanalytical Method Validation” emitida por la FDA en septiembre del 2013.



ANTECEDENTES

3. ANTECEDENTES

3.1 Desarrollo de nuevos farmacos

Durante cientos de afos el poder terapéutico de las plantas ha sido la base de la
farmacologia [5]. En nuestro pais, a principios del siglo XIX, los farmacos
disponibles para la terapéutica, se encontraban en preparaciones crudas de
plantas, animales o minerales. Posteriormente, debido al desarrollo de la
experimentacion fisioldgica, y de la quimica medicinal en paises Europeos, el
aislamiento, la purificacion y la identificacion de componentes activos de viejas
preparaciones, asi como la sintesis de nuevos farmacos se hizo posible. El avance
de la farmacologia, favorecido por el desarrollo de métodos de experimentacion,
no solo permitié distinguir los principios activos de preparaciones que contenian
mezclas complejas de sustancias, también, permiti6 determinar como estos
producen sus efectos en los organismos vivos. De forma simultanea, la intensa
investigacion desarrollada dentro de la industria farmacéutica, origind la
proliferacion de medicamentos nuevos. Un numero mayor de pacientes se
beneficiaron con la introduccién de estos productos. Sin embargo, muchos
carecian de investigacion clinica sistematizada, y la aparicién de efectos adversos
severos, como la focomelia producida por la talidomida en 1962, obligd a los
gobiernos a emitir normas y reglamentos que protegieran al ser humano de los

efectos téxicos propios de todo farmaco [6].

Actualmente, el desarrollo de un nuevo medicamento es una empresa de elevado
riesgo que requiere un notable esfuerzo humano asi como recursos técnicos y
economicos. Es un proceso complejo en el que la investigacién y la simultanea
toma de decisiones, van encaminadas a la identificacién y validaciéon de una
molécula diana, entre un importante numero de compuestos, por sus

caracteristicas farmacoldgicas y su menor toxicidad y/o efectos adversos [7].



ANTECEDENTES

3.1.1 Fases en el desarrollo de nuevos medicamentos
El proceso de investigacion y desarrollo de un medicamento tiene esencialmente 4
etapas clasicas: la busqueda del principio activo, la etapa preclinica, la etapa

clinica, y el registro, lanzamiento y comercializacion del medicamento (Figura 3.1)

[8].

Figura 3.1 Fases secuenciales en los estudios clinicos de nuevos farmacos [8]

Si bien, las agencias regulatorias de cada pais establecen los procedimientos para
la aprobacion de ensayos clinicos y el registro de medicamentos, es usual
referirse a la normatividad de la Food and Drug Administration (FDA) para ilustrar
el proceso de aprobacién de una nueva droga, debido al elevado nivel de

vigilancia y el alto grado de especializacién requerido (Tabla 3.1) [9].



Tabla 3.1 Principales caracteristicas de las fases del desarrollo de medicamentos [5-7].

Etapas en el desarrollo de
un medicamento

Descubrimiento de farmacos

Desarrollo Preclinico

Fase |

Desarrollo clinico

Fase Il

Fase Il

Aprobacién regulatoria

Fase IV

Caracteristicas principales

Constituida esencialmente por la investigacion de los blancos terapéuticos y el desarrollo de
nuevas moléculas que interactuan con estos blancos. En general, la optimizacion de la molécula.
Tiene una duracion de 2-5 afios

Los estudios preclinicos se realizan en animales y modelos fisiolégicos en el laboratorio, se
analizan las propiedades fisico-quimicas y el comportamiento del compuesto in vivo e in vitro. Se
evaluan un gran rango de parametros de la molécula incluyendo estabilidad, niveles plasmaticos
y tisulares, propiedades farmacocinéticas, toxicidad aguda y crénica. Basado en los resultados de
esta etapa, se evalua el desarrollo de formulaciones para estudios clinicos y se proponen
evaluaciones farmacoldgicas mas extensas. Estos estudios duran en promedio de 3-5 afos.

Es el primer estadio de desarrollo de medicamentos en seres humanos con el fin de evaluar su
perfil de seguridad y tolerancia con ensayos de dosis-respuesta en una pequena muestra de
voluntarios sanos (20-80); se evalua ademas su farmacocinética, sus vias de administracion, asi
como interacciones con alimentos u otros farmacos. La solicitud para acceder a ensayos de fase |
debe incluir datos quimicos y de manufactura, resultados de pruebas en animales; el propdsito de
estos estudios es obtener una solicitud conocida como IND (nuevo farmaco en investigacion, por
sus siglas en ingles). Tienen una duracion de 1-2 afos.

Cuando en la Fase | son obtenidos resultados confiables el farmaco es estudiado por primera
vez, en pacientes con la enfermedad determinada a tratar (20-80); se evalla la seguridad, la
eficacia, la farmacocinética y la tolerancia. En esta fase se establecen las relaciones dosis-
respuesta terapéutica, ademas, se disefia con frecuencia un estudio ciego en donde los pacientes
desconocen el tratamiento, asi como, el control positivo (grupo que recibe el farmaco nuevo).

En este punto se completa la informacion de efectividad y seguridad al administrar el farmaco a
un numero elevado de pacientes (multicéntricos). Se determina el perfil terapéutico del
medicamento, la dosis, la forma farmacéutica, los eventos adversos, las contraindicaciones vy
precauciones con el objetivo de obtener la aprobacion del producto.

Si los resultados de las fases I, I, y lll son favorables se procede con una nueva solicitud
denominada NDA (solicitud de un nuevo medicamento, por sus siglas en inglés) que contiene la
informacion preclinica y clinica, el perfil quimico, el proceso de manufactura, la farmacologia y
toxicidad, la farmacocinética en humanos y las indicaciones propuestas.

Tiene como objetivo conocer la efectividad del farmaco a largo plazo y la relacion costo-beneficio
en relacion a otros productos farmacéuticos; ademas, exploran nuevas indicaciones terapéuticas,
formulaciones e interacciones. Apoyan la definicién de eficacia terapéutica real, el seguimiento de
eventos adversos a largo plazo y el impacto en la calidad de vida. Esta etapa es mejor conocida
como Farmacovigilancia.

Candidato a
Farmaco

Desarrollo
Compuesto

Propuesta
regulatoria

Farmaco
aprobado para
comercializacion
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En México, gran parte de la investigacion en torno al descubrimiento de nuevas

moléculas se realiza en instituciones académicas [10].

De acuerdo con el documento titulado “Hacia una politica Farmacéutica Integral
para México”, publicado en el 2005, por la Secretaria de Salud los medicamentos

que se usen en México deben ser seguros, eficaces y de calidad [11].

La Secretaria de Salud, como autoridad sanitaria, a través de un o6rgano
desconcentrado denominado Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) ejercera las atribuciones de regulacion, control y fomento
sanitarios. Este organismo cuenta con una unidad administrativa denominada
Comisién de Autorizacion Sanitaria (CAS) que se encarga de: expedir, prorrogar o
revocar la autorizacién de proyectos relacionados con el empleo de insumos para
la salud y los procedimientos o actividades experimentales, en seres humanos,

con fines de investigacion cientifica [12].

Generalmente, durante las fases del desarrollo de medicamentos, los farmacos en
estudio son cuantificados en sangre o plasma ya que, es un tejido de facil acceso.
Se espera que las concentraciones del farmaco en dicho tejido guarden una cierta
proporcionalidad con el efecto terapéutico y se pueda ajustar la dosis para
mantener el efecto farmacodinamico deseado [10]. Para este propodsito debe
considerarse que la absorcion sistémica de la mayoria de los productos
farmacéuticos se compone de una sucesion de procesos: (i) la desintegracion del
producto; (ii) la disolucion del farmaco en un entorno acuoso; y (iii) la absorcién a
través de las membranas celulares en la circulacién sistémica y, en ultima

instancia, a su sitio de accion [13].
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3.2 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB)

El SCB fue publicado por Gordon Amidon y colaboradores en 1995. Se basa en un
solido fundamento cientifico para clasificar un farmaco considerando los
parametros de solubilidad y permeabilidad: factores estrechamente relacionados
con el proceso de absorcion. EI SCB plantea como objetivo, la posibilidad de
establecer correlaciones in vitro-in vivo que permitan sustituir los ensayos
realizados en humanos por ensayos de disolucion in vitro, con base en la

clasificacion obtenida para el farmaco [14,15].

El SCB considera tres factores principales que gobiernan la velocidad y el alcance
de la absorcion del farmaco a partir de formas posologicas orales sdlidas de
liberacion inmediata: disolucion, solubilidad y permeabilidad intestinal [16]. De
acuerdo en estos factores divide a los farmacos en cuatro grupos o clases
(Figura 3.2).

Figura 3.2 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica [17]
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Para clasificar los farmacos de deben conocer los limites de referencia
establecidos en las guias de la FDA y el anexo 7, del informe 40, de la OMS tanto

para la solubilidad como para la permeabilidad [18-19]:

e Solubilidad: se considera que un farmaco es de alta solubilidad cuando su
mayor dosis (recomendada por la OMS o disponible en el mercado como
forma solida oral) es soluble en 250 mL o menos, de medio acuoso, en un
rango de pH de 1.2-7.5 y 1.2-6.8 de acuerdo con la FDA y la OMS,
respectivamente.

e Permeabilidad: se clasifica como altamente permeable, si la cantidad
absorbida en humanos es mayor al 85%, segun la OMS, y 90%, segun la
FDA.

e Se considera que un farmaco es de rapida disolucién cuando no menos del
85% de la cantidad indicada en el marbete se disuelve dentro de los

primeros 30 minutos.

La habilidad de un compuesto administrado oralmente para absorberse a través
de la mucosa intestinal puede estar limitada por los componentes fisicos y/o
bioquimicos de la barrera epitelial, por lo que los modelos de permeabilidad no
solo deben predecir el potencial de absorcion intestinal de un farmaco, sino
también proporcionar informacién para comprender los mecanismos de absorcion

involucrados [20].

En este contexto, se han desarrollado diversos modelos para evaluar la
permeabilidad de farmacos. De manera general, se clasifican en métodos
fisicoquimicos, in silico, in vitro, in vivo e in situ. Los métodos recomendados por la
FDA para evaluar la permeabilidad de una molécula son las metodologias por
perfusion intestinal in situ, con modelos animales adecuados, o bien, métodos
in vitro empleando tejidos intestinales o monocapas de células epiteliales
adecuadas. Cada modelo tiene sus ventajas y desventajas ya que se pueden
controlar distintas condiciones fisiologicas. La seleccion depende de la etapa de
desarrollo del farmaco y de las preguntas que necesiten responderse en el
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momento. Ninguno puede proporcionar datos suficientes como un modelo
independiente, por lo que, el uso de uno o mas modelos pueden ser utiles para
reducir el tiempo y el consumo de recursos durante el proceso y descubrimiento

de farmacos [16].

Asimismo, la FDA establece un listado con 20 compuestos que pueden ser
utilizados para determinar la adecuabilidad del modelo de permeabilidad elegido.
Entre éstos, se encuentran la metformina y la famotidina, dos farmacos que han
sido clasificados como marcadores de moderada y baja permeabilidad,

respectivamente, (Tablas 3.2 y 3.3).

10
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Tabla 3.2 Farmacos modelos cuyo uso esta sugerido para establecer la aptitud de
un método de permeabilidad segun lo descrito en la guia emitida por la FDA [21].

Farmaco Clase de permeabilidad
Antipirina Alta (Posible candidato de IS)
Cafeina Alta

Carbamazepina Alta

Fluvastatin Alta

Ketoprofeno Alta

Metopropol Alta (Posible candidato de IS)
Naproxeno Alta

Propanolol Alta

Teofilina Alta

Varapamilo Alta (Posible candidato de ES)
Amoxicilina Baja

Atenolol Baja

Furosemida Baja

Hidroclorotiazida Baja

Manitol Baja (Posible candidato de IS)
a-Metildopa Baja

Polietilenglicol (400) Baja

Polietilenglicol(1000) Baja

Polietilenglicol (4000)

Ranitidina

Baja (Marcador de permeabilidad cero)

Baja

11
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Tabla 3.3 Farmacos modelos cuyo uso esta sugerido para establecer la aptitud de
un método de permeabilidad segun lo descrito en la revisidon de la guia emitida por
la FDA [22].

Grupo

Farmaco

Alta Permeabilidad
(fa 2 85 %)

Moderada permeabilidad
(fa =50-84 %)

Baja permeabilidad
(fa < 50%)

Cero permeabilidad

Antipirina
Cafeina
Ketoprofeno
Naproxeno
Teofilina
Metopropol
Carbamazepina
Fenitonia
Disopiramida
Minoxidil
Clorfeniramina
Creatinina
Terbutalina
Hidroclorotiazida
Enalapril
Furosemida
Metformina
Amilorida
Atenolol
Ranitidina
Famotidina
Nadolol
Sulpirida
Lisinopril
Aciclovir
Foscarnet
Manitol
Clorotiazida
Polietilenglicol 400
Enalapril
FITC-Dextran
Polietilenglicol 4000
Lucifer amarillo
Inulina

Lactosa

12
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Tabla 3.3 Continuacién. Farmacos modelos cuyo uso esta sugerido para
establecer la aptitud de un método de permeabilidad segun lo descrito en la
revision de la guia emitida por la FDA [22].

Grupo Farmaco
Digoxina
Paclitaxel

Sustratos de efflux o
Quinidina
Vinblastina

Una vez demostrada la aptitud de un método se puede emplear para clasificar
farmacos utilizando, como patrones internos, un farmaco modelo de alta y baja
permeabilidad [21]. Sin embargo, los métodos de analisis empleados para la
determinacion cuantitativa de farmacos y sus metabolitos en muestras bioldgicas
deben generar datos reproducibles y confiables con el fin de permitir una

interpretacion valida de los estudios que sustenta.

3.3 Validaciéon de métodos bioanaliticos

Se denomina método bioanalitico al conjunto de procedimientos que involucran la
recoleccion, el almacenamiento, el procesamiento y el analisis de un analito que
se encuentra en un fluido biolégico (como lo es la sangre, la orina, la saliva, etc.)
[23].

En el desarrollo de nuevos farmacos juega un papel importante en la evaluacién e
interpretacion de los datos de biodisponibilidad, bioequivalencia, farmacocinética y
toxicocinética. En general, la calidad de estos estudios estd directamente

relacionada con la calidad de los datos bioanaliticos subyacentes [23].

Antes del primer congreso sobre validacion de métodos bioanaliticos existia una
falta de uniformidad entre los criterios y la presentacion de los datos a los
organismos reguladores. El primer congreso de validacion bioanalitica se organizd
en 1990 y estaba dedicado a investigar y armonizar los procedimientos requeridos

para validar los métodos. Este congreso fue patrocinado por la Asociacion

13
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Americana de Cientificos Farmacéuticos (AAPS), la Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), la Federacién Farmacéutica
Internacional (FIP), la Oficina de Proteccion de la Salud (HPB) y la Asociacion de
Quimicos Analiticos (AOAC). La conferencia se centré en los requisitos para la
validacién de los métodos bioanaliticos, los procedimientos para establecer la
fiabilidad del método analitico, el desarrollo del método (pre-validacion) y la
aplicacién del método (validaciéon en el estudio). En el congreso se identificaron

claramente dos fases distintas en la validacion de métodos bioanaliticos [24]:

1. El desarrollo del método analitico (validacion previa al estudio) implica el
desarrollo del método con sus diversos parametros y se divide en:
a) Desarrollo del método
b) Validacion del método bioanalitico
2. La aplicacion del método bioanalitico en el analisis de muestras de

biodisponibilidad, bioequivalencia y estudios farmacocinéticos.

El producto de este trabajo se reflejo en la publicacién de los acuerdos en la
revista cientifica Journal of Pharmaceutical Research [25] y en otras revistas
cientificas adicionales [26, 27]. En 1999, se publicé una guia auspiciada por la

FDA que reunia los avances en torno a este tema.

3.3.1 Desarrollo del método bioanalitico
El desarrollo de un método bioanalitico o etapa de prevalidacion es una
herramienta utilizada en el ambito farmacocinético y biofarmacéutico; es una de
las etapas que consumen mas tiempo y esfuerzo para la generacion del
procedimiento. Es por ello, que se recomienda, como primer paso, reunir toda la
informacion que pueda conducir, de manera exitosa, a la obtencién del método

bioanalitico. Entre los puntos que se deben tomar en consideracion se encuentran:

» Las propiedades fisicoquimicas del analito
= Las concentraciones en el fluido bioldgico que se esperan

= Eltipo de matriz biologica

14
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» Las posibles interferencias con compuestos enddégenos

= El estandar interno/externo

» Si el método es de caracter cualitativo o cuantitativo

» Ellimite de deteccidn que se necesita

» El rango de concentraciones en el cual puede encontrarse el analito en la
muestra

» Los requerimientos de 6rganos legislativos (FDA, EMA, SS)

El principio fisicoquimico del desarrollo de un método bioanalitico se inicia con el
conocimiento de las propiedades fisicoquimicas del farmaco y la matriz biolégica
en la cual se encuentra el analito. El conocimiento relativo de propiedades como el
pKa, la solubilidad en varios disolventes como agua, metanol, acetonitrilo y
hexano, entre otros, la estabilidad, el peso molecular y la polaridad son de vital
importancia. Para seleccionar el detector adecuado se requiere conocer el
intervalo de concentraciones esperadas y los maximos de absorcion en el

espectro UV que presenta el compuesto.

En este punto, y con la informacién recabada, se inicia el trabajo experimental del
desarrollo en donde los experimentos empiricos y el disefio de experimentos son
instrumentos que permiten encontrar las mejores condiciones para analizar el
analito de interés. Es recomendable, antes de iniciar la validacion formal, realizar
un ensayo exploratorio (prevalidacion) para determinar los valores de algunas
directrices de la validacién que permitan optimizarlo y visualizar el alcance del

mismo [10].

3.3.2 Parametros de validacion
Una vez establecidas las condiciones optimas para el analisis de un analito es
necesario evaluar si el proceso desarrollado se comporta de manera consistente.
Ante la necesidad de asegurar que los resultados experimentales obtenidos
durante un estudio son confiables surge el concepto de la validacién de métodos

analiticos [10].
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La validacion de un método involucra una serie de procedimientos experimentales
que permiten demostrar que el método conducente a una determinacion

cuantitativa, en cierta matriz bioldgica, es confiable [25].

En 1994 [28] y en 1996 [29] la Conferencia Internacional de Armonizacion
(ICH, por sus siglas en inglés) emiti6 2 documentos que describen los criterios
generales referentes a la validacion de métodos analiticos. Posteriormente, se
celebré6 un segundo congreso de armonizacion referente a la validacién de
meétodos bioanaliticos estableciéndose las diferentes categorias y los criterios de

aceptacion para los diferentes parametros.

Una de las principales guias que la comunidad cientifica ha utilizado
internacionalmente para validar métodos bioanaliticos es una guia titulada
“Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation” emitida por la FDA [30]. A
continuacion, se describen los requisitos que conforman las pruebas para

demostrar que el método es confiable.
La validacion en este documento se divide en tres categorias [10, 24, 30]:

a) Validacién completa: es el tipo de validacion que debe realizarse cuando se
desarrolla e implementa un método bioanalitico, por primera vez, para una
nueva entidad farmacoldgica.

b) Validacion parcial: esta validacion incluye modificaciones de métodos
bioanaliticos validados que no requieren necesariamente de una
revalidacion completa, es decir, se aplica cuando un método previamente
validado es modificado con ligeros cambios para cuantificar el analito de
interés. Dependiendo del tipo de cambio se determinan especificamente los
parametros de validacion que deben revalidarse.

c) Validacién cruzada: la validacion cruzada es una comparacion entre dos o
mas metodos bioanaliticos. Esta validacién es necesaria cuando se utilizan
dos o mas métodos bioanaliticos para generar datos dentro del mismo

estudio.
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Los parametros fundamentales que se requieren para demostrar que un método
bioanalitico esta validado son: la precisidn, la exactitud, la selectividad, la

sensibilidad (limite de cuantificacion), la reproducibilidad y la estabilidad.

3.3.2.1 Selectividad

La selectividad es la capacidad de un método analitico para diferenciar y
cuantificar el analito de interés en presencia de otros componentes de la muestra.
También, se debe proporcionar la evidencia que sustente que la sustancia
cuantificada es el analito deseado [30]. Para realizar esta prueba es necesario
analizar blancos de al menos 6 fuentes individuales de la matriz en cuestion
(plasma, orina, sangre, etc.) para asegurar que ninguna sustancia interfiera con el
tiempo de retencion del analito en estudio [31]. Cada muestra (blanco) debe
someterse a pruebas de interferencia y la selectividad debe asegurarse en el limite

inferior de cuantificaciéon (LLOQ).

3.3.2.2 Linealidad

Este parametro indica la relaciéon que existe entre la respuesta del instrumento y
las concentraciones conocidas del analito. Esta relacion debe ser continua y
reproducible. Debe prepararse una curva de calibracion en la misma matriz
biolégica que las muestras en estudio; el intervalo de trabajo debera establecerse
con base en las probables concentraciones del analito en el ensayo. Por otro lado,
se recomienda que la curva cuente con un minimo de seis niveles de
concentracion, un blanco (muestra de la matriz procesada) y una muestra cero

(matriz procesada y estandar interno) [30].

La guia de la FDA no refiere directamente sobre un parametro o valor especifico
para demostrar la linealidad [10]. Sin embargo, debe aplicarse una relaciéon
estadistica que pueda describir de manera simple y adecuada la respuesta del
instrumento con respecto a la concentracion del analito. Las muestras en blanco y

cero no deben considerarse para calcular los parametros estadisticos.

En contraste, la Guideline on bioanalytical method validation, emitida por la EMA,

establece que se deben reportar todas las curvas disponibles (o aceptables)
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obtenidas durante la validacién (minimo 3). Las concentraciones calculadas deben
estar dentro de + 15% del valor nominal, excepto para el LLOQ el cual debe estar
dentro de + 20%. Al menos el 75% de los estandares de calibracién, con un

minimo de seis niveles, debe cumplir con este criterio [30].

De manera general, la comunidad cientifica ha demostrado la linealidad de los
métodos bioanaliticos evaluando el coeficiente de correlacién (r) y/o el coeficiente
de determinacion (r’). Algunos autores reportan también la variacién de la
ordenada al origen y la pendiente. Sin embargo, existe evidencia de que en
algunos casos son insuficientes estos parametros para determinar la linealidad y

se recomienda hacer un analisis estadistico mas exhaustivo [10, 32].

3.3.2.3 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificaciéon (LLOQ, por sus siglas en inglés) es definido como la
minima concentraciéon que el método bioanalitico puede determinar de manera
precisa y exacta. El LLOQ debe aceptarse cuando se cumplen las siguientes

condiciones:

e La respuesta del analito, en el LLOQ, debe ser al menos cinco veces la
respuesta en comparacion con la del blanco.

e La respuesta del analito en el LLOQ debe ser identificable, discreta y
reproducible; ademas, la concentracién calculada debe contar con una
precision aceptable (%CV menor al 20%) y una exactitud entre £ 20% con

respecto al valor nominal.

3.3.2.4 Exactitud

La exactitud de un método describe la cercania de los resultados obtenidos
experimentalmente con respecto a los valores (concentraciones) considerados
como reales o teoricos. Este parametro se determina mediante el analisis de al
menos 5 muestras de concentracion conocida (muestras QC), se recomienda un
minimo de tres concentraciones en el rango de la curva de calibracion (puntos
bajo, medio y alto). El coeficiente de variacién (%CV) obtenido para cada nivel de

concentracion con respecto al valor nominal o tedrico debe ser menor al 15%.
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3.3.2.5 Precisién

La precision de un método bioanalitico describe la cercania de las medidas
individuales de un analito cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
alicuotas multiples. En este caso, la precision debe medirse utilizando un minimo
de cinco determinaciones por concentracion y empleando los puntos control (QC).
La precision determinada en cada nivel de concentracion no debe exceder el 15%
de variacion (expresada como %CV), excepto, para el limite de cuantificacion,
donde no debe de exceder el 20% del CV.

El estudio de precision se subdivide en repetibilidad y reproducibilidad. El primero
también es conocido como intra-corrida, y se evalua la variabilidad utilizando los
QC, por quintuplicado, en un solo dia. Por otro lado, la reproducibilidad es
evaluada a través de la magnitud que relaciona la variacion en los resultados
observados por el efecto de uno o mas factores tales como el tiempo, los
analistas, los equipos e incluso los laboratorios. Cabe mencionar que la guia
auspiciada por la ICH propone una “precision intermedia” que expresa las
variaciones obtenidas, en el laboratorio, debido a la aplicacién del método en
varios dias; por cambio de analista; y uso de diferentes equipos, entre otros
factores. También, define a la reproducibilidad como el grado de concordancia de

los resultados experimentales entre los laboratorios [10, 33].

3.3.2.6 Recobro

El recobro de un analito en un ensayo es la comparacién entre la respuesta del
detector obtenida a partir de una cantidad del analito afadido y extraido a partir de
la matriz biolégica con la respuesta del detector obtenida para la concentracion
verdadera del analito preparada en fase moévil [31]. Este parametro puede ser
evaluado a partir del recobro absoluto o relativo [34]. En el primer caso, las
muestras adicionadas con el analito son procesadas, segun la metodologia
desarrollada, y registrando la respuesta analitica. Posteriormente, dicha respuesta
se compara con la respuesta obtenida de aquellas muestras (preparadas a las
mismas concentraciones, en fase movil) que no sufrieron un proceso de

extraccion. El recobro relativo, tiene la finalidad de evaluar de manera indirecta el
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efecto de sustancias que son co-extraidas de la matriz junto con el analito. Para
ello, se preparan las muestras a ciertas concentraciones y se someten al proceso
de extraccion; de manera simultanea se preparan y extraen una serie de blancos
de la matriz para adicionarles la cantidad del compuesto a las mismas
concentraciones. Finalmente, se comparan las respuestas analiticas obtenidas
[10].

Este parametro debe realizarse comparando los resultados por quintuplicado en
tres niveles de concentracion. La guia de la FDA establece que, la recuperacion
del analito no debe ser del 100%, pero el grado de recuperacion debe ser

consistente, preciso y reproducible.

3.3.2.7 Estabilidad

La evaluacion de la estabilidad debe llevarse a cabo para asegurar que cada paso
tomado durante la preparacion de la muestra, el andlisis de la muestra y las
condiciones de almacenamiento utilizadas no afecten la concentracion del analito.
Las pruebas de estabilidad deben evaluar la estabilidad de los analitos durante la
recoleccion y manipulacion de la muestra; después de un almacenamiento a corto
y largo plazo y el efecto de los ciclos de congelacion-descongelacion. La guia de

la FDA describe los siguientes tipos de estabilidades:

a) Estabilidad en ciclos de congelacion-descongelacién. Se preparan al menos
tres muestras en dos niveles de concentracion (alto y bajo). Posteriormente,
se congelan a temperatura definida durante 12-24 h y se descongelan
completamente a temperatura ambiente. Una vez descongelada la muestra
se analiza y se somete a un nuevo ciclo de congelacion. Esta operacion se
repite hasta completar tres ciclos [22].

b) Estabilidad a corto plazo. Se preparan al menos tres muestras, en dos
niveles de concentracion (alto y bajo), y se mantienen a temperatura
ambiente durante 4 a 24 horas. El intervalo de tiempo se define
dependiendo del lapso que es necesario esperar para procesar desde la
primera hasta la ultima muestra [22].
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c)

Estabilidad a largo plazo. El proceso de estabilidad a largo plazo se realiza
con base en la evaluacién de la estabilidad de la muestra después de un
periodo largo de almacenamiento. Para ello, se preparan muestras por
triplicado en los niveles de concentracion bajo y alto; las concentraciones
de las muestras almacenadas después de procesarlas se comparan con la
media de las concentraciones de aquellas que fueron analizadas en el
primer dia de estudio.

Estabilidad del stock. La estabilidad del analito y el estandar interno en las
soluciones primarias debe evaluarse por espacios minimos de 6 horas a
temperatura ambiente. El ensayo de estabilidad del stock se realiza
relacionando la respuesta obtenida del analito o estandar interno después
de un periodo establecido de horas, en ciertas condiciones, con la
respuesta de soluciones de preparacion reciente [10].

Estabilidad pospreparativa. Estas pruebas sirven para conocer la
estabilidad de la muestra después de ser procesada. También, considera el
tiempo en el cual las muestras se encuentran en el inyector del
cromatografo de liquidos. Es recomendable realizar estudios estadisticos

para determinar las estabilidades antes mencionadas [10].
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3.4 Marcadores de alta y baja permeabilidad
3.4.1 Metformina
Nombres quimicos: 1,1-dimetilbiguanida, dimetilguanilguanidina, clorhidrato de

metformina, hidrocloruro de metformina, HCI-metformina.
Nombre Sistematico IUPAC: 3-(diaminometiliden)-1,1-dimetilguanidina
Férmula molecular: C4H{1N5*HCI

Peso molecular: 165.62 g/mol

H-C. e HCI
"N N "NH,
CHs

Figura 3.3 Estructura quimica de la metformina [35]

Descripcion: Polvo blanco cristalino, soluble en agua (1.38 mg/mL) y metanol;
practicamente insoluble en acetona, éter y cloroformo. Tiene un punto de fusién
de 223-226°C, un log P de -0.5. Es una molécula pequefia (129 Da), anfétera, con
valores de pKa de 11.5 y 2.8. Estas caracteristicas implican su alta solubilidad en
agua y baja solubilidad en lipidos. Debido al caracter fuertemente basico del resto
de guanidina (polar a pH 8) la metformina en condiciones fisiolégicas existe en una
forma protonada cargada de manera positiva. Los grupos hidrofilicos de la
molécula son responsables de los cambios en el potencial de la membrana celular
[36-39].

Historia: la metformina (N-1,1-dimetilbiguanida), tiene su origen histérico en una
planta llamada Galega officinalis, conocida desde hace siglos en la medicina
popular por su capacidad de reducir los efectos de la diabetes. En 1922 la
molécula se sintetizdé en Dublin como agente reductor de la glucosa en sangre. A
finales de los afos cincuenta se empled en la clinica para el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2 (no insulino-dependiente) [38,39].
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Indicaciones terapéuticas: la metformina es un agente antihiperglucémico
utilizado para tratar la diabetes mellitus no insulino-dependiente (NIDDM). Este
farmaco mejora el control glucémico disminuyendo la produccion de glucosa
hepatica y la absorcion de la glucosa; también aumenta la captacion de glucosa
mediada por insulina. La metformina puede inducir la pérdida de peso y es el
farmaco de primera linea para tratar pacientes obesos con NIDDM. Ademas,
disminuye la glucosa plasmatica en ayunas, los niveles de glucosa en sangre
postprandial, la hemoglobina glicosilada (HbA1c) y puede tener un efecto positivo

en los niveles de lipidos [39].

Actualmente, se esta utilizando en pacientes con sindrome de ovario poliquistico
(SOP), en el tratamiento de la esteatohepatitis no alcohdlicas (EHNA) y en
diabetes gestacional debido a que son enfermedades que presentan resistencia a
la insulina. Sin embargo, estas indicaciones se consideran en etapa experimental
[40].

Farmacocinética: después de una administracion unica por via oral (a dosis de
0.5-1.5 g) en sujetos sanos, el farmaco se absorbe de forma incompleta en el
tracto gastrointestinal y tiene una biodisponibilidad oral absoluta de 50-60% debido
a que el farmaco experimenta un metabolismo de primer paso. Se ha observado
que la metformina se une ligeramente a las proteinas plasmaticas y tiene un
volumen de distribucion de 4 L/Kg. Se elimina principalmente por secrecion tubular

renal activa y tiene una semivida de eliminacién de 4-5 h [37, 40, 41].

Los estudios con dosis unica y administracion intravenosa, en sujetos sanos,
demostraron que la metformina se excreta sin cambios en la orina y no
experimenta metabolismo hepatico (no se han identificado metabolitos en
humanos) ni excrecion biliar. Aproximadamente el 90% del farmaco se elimina en
24 horas en individuos con funcién renal sana. El aclaramiento renal de la
metformina es aproximadamente 3.5 veces el de la depuracién de creatinina
indicando que la secrecion tubular es el principal modo de eliminacion de la
metformina [39-41].
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Mecanismo de accidén: los mecanismos de accion de la metformina difieren de
las otras clases de agentes antihiperglucémicos orales. La metformina disminuye
la produccion de glucosa hepatica y la absorcion intestinal de glucosa; también,
incrementa la sensibilidad a la insulina aumentando la captacion y el uso de la
glucosa periférica. Estos efectos estan mediados por la activacién inicial de la
proteina cinasa activada por AMP (AMPK); una enzima hepatica que desempefia
un papel importante en la sefializacion de la insulina, en el equilibrio energético de
todo el cuerpo y en el metabolismo de la glucosa. La activacion de la AMPK es
necesaria para que se produzca el efecto inhibidor de la metformina sobre la
produccion de glucosa por las células hepaticas. EI aumento en el uso de la
glucosa periférica puede deberse a una mejor unién de insulina a sus receptores.
La administracion de metformina también aumenta la actividad de la AMPK en el
musculo esquelético. Se sabe que la AMPK causa el despliegue de GLUT4, en la
membrana plasmatica, originando una captacion de glucosa no insulino
dependiente [40, 41].

Efectos adversos: uno de los efectos adversos mas comunes de la metformina
es la irritacion gastrointestinal, que incluye diarrea, calambres, nauseas, vomitos y
aumento de la flatulencia. Otro de los efectos secundarios potencialmente grave
del uso de la metformina es la acidosis lactica; una complicacion rara que en la
mayoria de los casos parece estar relacionada con trastornos comoérbidos como la
alteraciéon de la funcién hepatica o renal, en lugar de la metformina misma [40].
También, se ha documentado que la metformina podria disminuir los niveles
sanguineos de la hormona estimulante de la tiroides, en personas con

hipotiroidismo, pero aun se desconoce su mecanismo [40, 41].
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3.4.2 Famotidina
Nombres quimicos: Famotidina, Apogastina, Bestidina, Famodil, Gastridina,

Brolin.

Nombre Sistematico IUPAC: 3 - [[2- (diaminometilidenamino) - 1,3 - tiazol - 4 - il]

metilsulfanil] - N '- sulfamoilpropanimidamida
Férmula molecular: CgH 5N702S3

Peso molecular: 337.45 g/mol

NH,

% )\NHZ

O

\ N S
HN\S \\(\/

O NH,

Figura 3.4 Estructura quimica de la famotidina [42]

Descripcion: Polvo cristalino de color blanco a amarillo palido, soluble en
dimetilformamida, acido acético glacial, levemente soluble en metanol, muy poco
soluble en agua y practicamente insoluble en etanol, acetato de etilo y cloroformo,
tiene un punto de fusién de 163-164 °C, un valor de log P de -0.57 a un pH de 9.2,
y un pKa de 7.1 [42, 43].

Historia: Bovet y Staub, en 1937, demostraron por primera vez la actividad
antihistaminica en una serie de aminas con una fraccion de éter fendlico. En 1944,
Bovet y colaboradores describieron el maleato de pirilamina, antagonista
histaminico eficaz de dicha categoria. Poco después se descubrieron la
difenhidramina y la tripelenamina altamente eficaces. En el decenio de 1980 se

sintetizaron los antagonistas no sedantes del receptor histaminico H4 para tratar
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cuadros alérgicos. A pesar de los buenos resultados para bloquear la respuesta
alérgica a la histamina, los antihistaminicos del tipo Hi no inhibieron otras
respuestas, en particular la secrecion del acido gastrico. El descubrimiento de los
receptores H, y antagonistas de H; por parte de Black y colaboradores permitio
contar con una nueva clase de agentes que antagonizaron la secrecién acida

inducida por histamina como cimetidina y famotidina [44].

Indicaciones terapéuticas: Es un inhibidor de los receptores H,. Este agente se
recomienda para el tratamiento de corto plazo de la ulcera duodenal, la ulcera
gastrica y el reflujo gastroesofagico. También, esta indicado para el tratamiento de
mantenimiento de la ulcera duodenal y el manejo de cuadros hipersecretores,
como el sindrome de Zollinger-Ellison y los adenomas endocrinos multiples; la

taquifilaxia compromete su uso prolongado [43, 45].

Farmacocinética: La famotidina se metaboliza en el higado a famotidina S-éxido
(S-Famotidina). EI metabolito no parece inhibir la secrecion acida gastrica. La
famotidina administrada por via oral experimenta un metabolismo minimo a través
del higado. La distribucién en tejidos y fluidos del cuerpo humano no se ha
caracterizado completamente. El volumen aparente de distribucion del farmaco se
indica que es de 1.1-14 L/Kg en adultos y no parece estar alterado
sustancialmente en pacientes con disfuncién renal. Después de la administracion
oral esta ampliamente distribuida, apareciendo en concentraciones altas en rifion,
higado, pancreas y glandula submandibular. El farmaco se une de 15-20% a
proteinas. Se excreta principalmente en la orina mediante filtracion glomerular y
secrecion tubular. Aproximadamente, de 25-30 6 65-80% de una dosis se excreta
sin cambios en la orina dentro de las 24 horas siguientes a la administracion oral o
IV, respectivamente, el resto de la dosis administrada se elimina por vias
metabdlicas [45]. La concentracion plasmatica maxima se produce
aproximadamente dos horas después de la administracion oral. La
biodisponibilidad de la famotidina es del 40 al 45%, y puede incrementarse

ligeramente con alimentos o disminuirse un poco con antiacidos [46].
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Mecanismo de accién: La famotidina se une competitivamente a los receptores
H, situados en la membrana basolateral de la célula parietal en el estomago,
bloqueando los efectos de la histamina. Esta inhibicidon competitiva da como
resultado una reduccién de la secrecion basal y nocturna de acido gastrico, el cual
es liberado en respuesta a estimulos que incluyen alimentos, cafeina, insulina,

betazol o pentagastrina [45-47].

Efectos adversos: Las reacciones adversas comunicadas en mas del 1%
incluyen cefaleas (4.7%), mareos (1.8%), constipacion (1.2%) y diarrea (1.7%).
Otras reacciones adversas que se han comunicado incluyen fiebre, astenia, fatiga,
palpitaciones, nauseas, vomitos y malestar abdominal, anorexia, boca seca,
anormalidades en las enzimas hepaticas, trombocitopenia, edema de las orbitas,
dolor, artralgias, parestesias, alteraciones psiquicas (depresion, ansiedad,
disminucion de la libido, alucinaciones, insomnio y somnolencia),
broncoespasmos, alopecia, acné, prurito, erupcion cutanea y rubor. Aunque los
estudios de reproduccién realizados en animales de laboratorio no aportaron
evidencias de alteraciones de la fertilidad o dafio del feto no se ha establecido la

inocuidad de la famotidina en el embarazo o la lactancia [42, 43, 45].
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4 METODOLOGIA

4.1 Métodos bioanaliticos para cuantificar metformina y famotidina
4.1.1 Desarrollo del método

El desarrollo y la validacion de los métodos bioanaliticos se llevo a cabo por medio
de la técnica de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC). Para este
propésito se utilizé un cromatégrafo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and
Measuring Instruments Division, Kyoto, Japdén) equipado con un detector
UV-visible dual SPD-10A; un inyector automatico SIL-10A (VP); una bomba
LC10AT (VP); un horno para columna CTO-10A; un desgasificador DGU 14A y un
sistema de control SCL-10A (VP) acoplados a un equipo de computo. El control
del equipo asi como el procesamiento de los datos obtenidos se realizaron

utilizando el software LC solution.

Para realizar el analisis cromatografico cuantitativo de la metformina se utilizé una
columna Spherisorb ODS-2 (C18), con un tamafio de particula de 5 ym, 150 mm
de longitud y 4.6 mm de diametro interno. Como sistema de elucion se utilizé una
fase movil cuaternaria compuesta por agua (grado HPLC, Honeywell), MeOH
(grado HPLC, Honeywell), ACN (grado HPLC, Honeywell) y trietilamina (Sigma
Aldrich) en una proporcion 60:20:20:0.05, ajustada a un pH de 2.9 con acido
fosforico (85%), un flujo de 0.6 mL/min y un volumen de inyeccion de 20 uL. La

longitud de onda utilizada fue de 225 nm.

Para el analisis cromatografico de la famotidina se utilizé una columna
LiChrospher 100 RP-18, con un tamafo de particula de 5 ym, 250 mm de longitud
y 4.6 mm de diametro interno. Como sistema de elucion se utilizd6 una fase maévil
ternaria compuesta por agua (grado HPLC, Honeywell), MeOH (grado HPLC,
Honeywell) y trietilamina (Sigma Aldrich) en una proporcion 80:20:0.05, ajustada a
un pH de 2.9 con acido fosférico (85%), un flujo de 1.0 mL/min y un volumen de

inyeccion de 20 pL. La longitud de onda utilizada fue de 287 nm.
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Las soluciones de metformina y famotidina empleadas durante el desarrollo y la
validacién de los métodos bioanaliticos fueron preparadas utilizando estandares

marca Sigma-Aldrich con una pureza de 99.8% y 99.0%, respectivamente.

4.1.2 Diseio de experimentos para el desarrollo de los métodos

cromatograficos.
Para encontrar las condiciones cromatograficas oOptimas de los métodos
propuestos se realizd un disefio de experimentos factorial 2°. Los factores se
seleccionaron considerando la informacién previamente descrita en la literatura
sobre métodos analiticos para cuantificar ambos farmacos [48]. Asi, los factores
evaluados para la metformina fueron: la proporcion de H;O, el pH de la fase movil
y el flujo, mientras que, para la famotidina fueron: la proporcion de MeOH, el pH de
la fase movil y el flujo. Los niveles de cada uno de los factores se resumen en las
Tablas 4.1y 4.2.

Tabla 4.1 Factores y niveles evaluados en el disefio experimental para la

metformina
Factor Nivel alto Nivel bajo
Proporcion de H,0 (%) 70 50
pH de la fase mévil 3.1 2.73
Flujo (mL/min) 1.0 0.6

Tabla 4.2 Factores y niveles evaluados en el disefio experimental para la

famotidina
Factor Nivel alto Nivel bajo
Proporcion de MeOH (%) 30 10
pH de la fase movil 3.11 2.73
Flujo (mL/min) 1.1 0.9

La aleatorizacion del disefio se realizd utilizando el software estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI. Las respuestas evaluadas para el disefio de

experimentos fueron: tiempo de retencion, factor de coleo y area del pico obtenido;
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también se evalud la influencia de cada uno de los factores sobre las respuestas

mencionadas anteriormente.

En todos los experimentos llevados a cabo para el desarrollo del método se utilizé
una solucion de metformina o famotidina, en fase mdévil, a una concentracién de
10 pg/mL.

4.1.3 Preparacion de soluciones
4.1.3.1 Soluciones stock
Las soluciones stock del estandar de metformina y famotidina se prepararon a una
concentracion de 1000 pM utilizando como diluyente H,O y MeOH,

respectivamente.

4.1.3.2 Solucion de Hank (HBSS)

La pre-mezcla de sales de Hank (MP Biomedicals, LLC, 1710120); 0.35 g de
bicarbonato de sodio (JT Baker) y 5.96 g de HEPES sal de sodio (Sigma Aldrich)
se disolvieron en 980 mL de agua (grado HPLC, Honeywell). Posteriormente, se
ajusté el pH a 7.4 con HCl o NaOH 1 M y se completé el volumen a 1 L con agua.

La solucion se conservo en refrigeracion y en un frasco ambar.

4.1.4 Evaluacion del sistema
Una vez establecidas las condiciones cromatograficas, se evaluo la adecuabilidad,
la linealidad y la precisién del sistema. Para ello, se diluyd convenientemente la

solucién stock usando la fase movil como diluyente.

4.1.4.1 Adecuabilidad

La adecuabilidad del sistema se determind analizando cinco inyecciones de una
solucion de metformina o famotidina a una concentracién de 10 ug/mL. Para cada
inyeccion se calculé el factor de capacidad, la resolucion, el factor de coleo vy el

numero de platos tedricos. Finalmente, se calculd el CV entre las réplicas.

4.1.3.2 Precision
La precision del sistema se llevo a cabo por medio del analisis de seis réplicas en

tres niveles de concentracion. Para la metformina los tres niveles de concentracion
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fueron: 45, 105 y 130 uM, mientras que, para la famotidina fueron: 15, 40 y 70 pM.
Cada una de las réplicas se preparo de forma independiente a partir de la solucién

stock (1000 uM); las diluciones empleadas se resumen en las Tablas 4.3 y 4.4.

Tabla 4.3 Diluciones realizadas para preparar los puntos control (QCs) de la

metformina
Nivel de Volumen de Aforo con Concentracién
concentracién alicuota (uL) FM (mL) final (UM)
Bajo 450 10 45
Medio 1050 10 105
Alto 1300 10 130

Tabla 4.4 Diluciones realizadas para preparar los puntos control (QCs) de la

famotidina
Nivel de Volumen de Aforo con Concentracion
concentracién alicuota (uL) FM (mL) final (M)
Bajo 150 10 15
Medio 400 10 40
Alto 700 10 70

4.1.3.3 Linealidad

La linealidad del sistema se determind por medio del analisis de tres curvas de
calibracion. Para la metformina los niveles de concentracion fueron: 15, 25, 35, 60,
70, 90, 100, 110, 120 y 140 uM, y para la famotidina fueron: 5, 10, 20, 30, 50, 60 y
90 uM. Cada curva se prepard mediante diluciones independientes a partir de la
solucién stock (Tablas 4.5 y 4.6). Con la respuesta analitica obtenida se realizé
una regresion lineal por el método de los minimos cuadrados calculando la
ordenada al origen, la pendiente de la recta, el coeficiente de determinacion (r%) y

el coeficiente de correlacion (r).
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Tabla 4.5 Diluciones realizadas para preparar las curvas de calibracion de la

metformina
Nivel de_ ) V9Iumen de Aforo con Coqcentracién
concentraciéon alicuota (uL) FM (mL) final (uM)
1 150 10 15
2 250 10 25
3 350 10 35
4 600 10 60
5 700 10 70
6 900 10 90
7 1000 10 100
8 1100 10 110
9 1200 10 120
10 1400 10 140

Tabla 4.6 Diluciones realizadas para preparar las curvas de calibracion de la

famotidina
Nivel de Volumen de Aforo con Concentracion
concentracion alicuota (uL) FM (mL) final (uM)
1 50 10 5
2 100 10 10
3 200 10 20
4 300 10 30
5 500 10 50
6 600 10 60
7 900 10 90

4.1.5 Validacion de los métodos bioanaliticos
La validacion de los métodos bioanaliticos se llevd a cabo de acuerdo con los
criterios establecidos en la guia de validacién de métodos bioanaliticos “Guidance
for Industry Bioanalytical Method Validation”, emitida por la FDA, en septiembre
del 2013. De acuerdo con esta guia, los parametros de desempefo a evaluar
durante la validacion de un método bioanalitico en su modalidad cromatografica
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son: selectividad, linealidad, precision, exactitud, recobro, limite de cuantificacion y

estabilidad de la muestra.

Todas las soluciones empleadas durante la validacion de los métodos
bioanaliticos se prepararon a partir de la solucion stock utilizando como diluyente

la solucion de Hank pH 7.4.

4.1.5.1 Linealidad

Se determin6é por medio del analisis de los datos obtenidos de seis curvas de
calibracion, preparadas en diferentes dias, en los intervalos de 15 a 140 yM y de
5 a 90 yM para la metformina y la famotidina, respectivamente. Los niveles de
concentracion empleados fueron 15, 25, 35, 60, 70, 90, 100, 110, 120 y 140 yM
para la metformina y de 5, 10, 20, 30, 50, 60 y 90 yM para la famotidina. El analisis
estadistico de los datos se realizd empleando el software estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI; los parametros calculados, en cada caso, fueron
la ordenada al origen, la pendiente de la recta, el coeficiente de determinacion (r?)

y el coeficiente de correlacion (r).

4.1.5.2 Exactitud, precision y recobro

Para evaluar estos parametros del método se prepararon de manera
independiente 5 muestras en tres niveles de concentracién: 45 pyM (nivel bajo),
105 pM (nivel medio) y 140 uM (nivel alto) para la metformina y 15 uM (nivel bajo),
40 pM (nivel medio) y 70 uM (nivel alto) para la famotidina.

La exactitud del método se determind calculando, en primer lugar, la
concentracion recuperada por muestra y el valor promedio entre las réplicas. Una
vez obtenido el valor promedio se determiné la diferencia con respecto al valor

nominal de cada concentracion evaluada.

Por otra parte, la precision se evalué en términos de repetibilidad y precision
intermedia. La repetibilidad se determiné mediante el calculo del coeficiente de
variacion entre las réplicas de la concentracion recuperada para cada muestra y

en los diferentes niveles de concentracion; mientras que, la precision intermedia
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se determiné estimando la variacion entre la concentracion recuperada de

muestras preparadas en dias y por analistas diferentes.

Finalmente, para evaluar el recobro se prepararon 5 muestras adicionales, en los
tres niveles de concentracion y utilizando fase mévil como diluyente. Con los datos
obtenidos se compard la respuesta analitica obtenida entre las muestras

preparadas con fase movil y las muestras preparadas con la soluciéon de Hank.

4.1.5.3 Limite de cuantificacion

Para calcular el limite de cuantificacion se prepararon diluciones seriadas hasta
obtener la concentracion minima que presentara: una respuesta analitica
identificable de por lo menos cinco veces la senal de ruido, un coeficiente de
variacion no mayor al 20% y una exactitud en la concentracién recuperada del
t+ 20%. Para ello, se analizaron los resultados de cinco inyecciones en el sistema

cromatografico.

4.1.5.4 Estabilidad
La estabilidad de la muestra se evalué en solucién de Hank pH 7.4, a corto y a

largo plazo asi como, en tres ciclos de congelacion-descongelacion.
o Estabilidad de la muestra a corto plazo

Para evaluar este parametro se prepararon muestras, por ftriplicado, en los
siguientes niveles de concentracion: 45, 105 y 130 para la metformina y 15, 40 y
70 uM para la famotidina. Previo a su almacenamiento a temperatura ambiente
durante 24 horas, las muestras fueron analizadas en el sistema cromatografico
(condicion inicial). Con los datos obtenidos se calculd la concentracion
recuperada, la desviacion absoluta con respecto al valor nominal y la desviacion

estandar.
o Estabilidad de la muestra a largo plazo

La estabilidad de la muestra a largo plazo se evaluo empleando la metodologia
mencionada en el parrafo anterior, excepto, que el almacenamiento de las

muestras se realiz6 a -47°C durante un periodo de 30 dias.
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o Estabilidad de la muestra en ciclos de congelacion-descongelacion

Para evaluar este parametro las muestras se analizaron empleando tres ciclos de
congelacion-descongelacion. De la misma manera, se prepararon muestras en los
tres niveles de concentracion y se analizaron con la metodologia utilizada para
evaluar la estabilidad a corto y largo plazo. Posteriormente, las muestras se
congelaron a -47°C durante 24 horas; al término de este periodo las muestras se
descongelaron a temperatura ambiente. Esta etapa representa el término del
primer ciclo. Una vez descongeladas las muestras, se analizé un alicuota con el
meétodo bioanalitico desarrollado; el resto de la solucion se almacend de nueva
cuenta a -47°C para iniciar el segundo ciclo. Este procedimiento se repitié hasta
completar los tres ciclos de congelacion-descongelacion. Finalmente, con los
datos analiticos obtenidos en cada ciclo se calculé la concentracion recuperada,

su desviacion absoluta con respecto al valor nominal y la desviacion estandar.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Métodos bioanaliticos para cuantificar metformina y famotidina

5.1.1 Desarrollo de los métodos bioanaliticos
Para el desarrollo del método bioanalitico se tomaron como base algunos de los
métodos cromatograficos descritos en la literatura [49-57]. Con base en las
condiciones cromatograficas reportadas se evaluaron distintas columnas,
diferentes sistemas de elucidn y distintos valores de pH hasta obtener las
condiciones cromatograficas que permitieron observar un pico con caracteristicas

cercanas a un comportamiento gaussiano simétrico.

Por otro lado, para establecer la longitud de onda de maxima absorcion tanto para
la metformina como para la famotidina se registré un espectro de absorcion en el
UV, de una solucién de referencia preparada con fase movil, en el intervalo
espectral de 200-400 nm (Figuras 5.1 y 5.2). De acuerdo con los resultados
obtenidos la metformina presenta maximos de absorcion a 235 y 210 nm, mientras

que, la famotidina presenta maximos de absorcion a 287 y 214 nm.
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Figura 5.1 Espectro de absorcién en el UV para la metformina
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Figura 5.2 Espectro de absorcion en el UV para la famotidina

La longitud de onda utilizada para la metfomina y la famotidina fue 225 nm y
287 nm respectivamente, ya que, a esa longitud de onda la sefial analitica no

resultaba ser afectada por el ruido instrumental.

Posteriormente, para establecer las condiciones cromatograficas Optimas del

método de cuantificacion se realizé un disefio de experimentos factorial 23.

Los disenos factoriales se usan ampliamente en experimentos que incluyen varios
factores cuando es necesario estudiar el efecto conjunto de los factores sobre una
respuesta. El disefio puede aplicarse entonces, para mejorar el desempeifio o bien,

para obtener procesos robustos a las fuentes de variabilidad externas [58].

Los factores evaluados para la metformina fueron: la proporcion de H-O, el pH de
la fase movil y el flujo; para la famotidina fueron: la proporcion de MeOH, el pH de
la fase movil y el flujo. Por otro lado, los niveles alto y bajo de cada factor se
seleccionaron con base en las recomendaciones publicadas en la USP 37 para

métodos cromatograficos [48].
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5.1.1.1 Diseio de experimentos factorial para la metformina [58]
En la Tabla 5.1 se resume la aleatorizacion del disefio asi como los valores

obtenidos para el factor de coleo del pico en las diferentes condiciones de analisis.

Tabla 5.1 Aleatorizacion del disefio factorial y resultados obtenidos para evaluar el
factor coleo del pico.

Numero Proporcion de pH de la fase . .
('1(_; _ H,0 mévil Flujo (mL/min) Factor Coleo

analisis 2
1 50 3.1 1.0 1.984
2 70 3.1 1.0 1.897
3 50 3.1 0.6 1.993
4 70 2.73 1.0 1.794
5 70 3.11 0.6 1.919
6 50 2.73 0.6 1.885
7 50 2.73 1.0 1.875
8 70 2.73 0.6 1.853
9 50 3.11 1.0 1.968
10 70 3.11 1.0 1.907
11 50 3.11 0.6 1.982
12 70 2.73 1.0 1.781
13 70 3.11 0.6 1.903
14 50 2.73 0.6 1.836
15 50 2.73 1.0 1.859
16 70 2.73 0.6 1.855

Los coeficientes calculados mediante el analisis estadistico permitieron estimar el

siguiente modelo factorial:

Factor coleo: 0.676562 + 0.41875*pH — 0.165345*Flujo + 0.0129595*Proporcion
de agua en la fase movil + 0.129934*pH*Flujo — 0.00424342*pH *Proporcion de

agua en la fase movil — 0.00440625*FIujo*Proporcion de agua en la fase movil.

En la Tabla 5.2 se resumen los valores obtenidos del analisis de varianza del

modelo. Como se observa en la informacion presentada, el valor obtenido en la
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prueba F para el significado de la regresion en cada factor se encuentra entre 5.26
y 134.79, cabe mencionar que el valor mas alto de F corresponde al pH de la fase
movil. Por otro lado, el valor P estimado para los factores es menor a 0.05,
excepto para el flujo. Asimismo, en las interacciones entre los factores, se observa
que el valor de F para la interacciéon BC es mayor que el de las interacciones AC y
BC, ademas, el valor P estimado para todas las interacciones es mayor a 0.05.
Estos hallazgos permiten concluir, con el 95% de confianza, que tanto el flujo
como las interacciones no afectan de manera significativa el factor de coleo del

pico.

En la Grafica 5.1 se puede observar que los principales factores que afectan el
factor de coleo son el pH y la proporcion de agua en la fase movil. En contraste, la
Grafica 5.2 ilustra que, ninguno de los factores presenta una interaccidn

significativa.

Finalmente, la Figura 5.3 representa el diagrama de Pareto de los factores
evaluados en el disefio. De manera general, el diagrama concuerda con las
conclusiones mencionadas anteriormente, es decir, el factor de coleo es afectado

por el pH y la proporcidn de agua en la fase mévil.
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Tabla 5.2 Analisis de varianza para el modelo

Grados
Fuente Suma de de Cuadr:ado Razoén-F Valor-P
cuadrados . Medio
Libertad
A: pH 0.0415141 1 0.0415141 134.79 0.0000
B: Flujo 0.00162006 1 0.00162006 5.26 0.0510
C: [H20] 0.0139831 1 0.0139831 45.40 0.0001
AB 0.000390063 1 0.000390063 1.27 0.2931
AC 0.00104006 1 0.00104006 3.38 0.1034
BC 0.00124256 1 0.00124256 4.03 0.0795
Bloques 0.000742562 1 0.000742562 2.41 0.1591
Error Total 0.002464 8 0.000308
Total 0.0629964 15
(corr.)
R? 96.0887 %
R2
(ajustada 92.6663 %
por g.l)
Grafica 5.1 Grafica de efectos principales
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Figura 5.3 Diagrama de Pareto de los factores evaluados
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Con respecto a las graficas de superficie y de contornos de la superficie de la
respuesta estimada (Figuras 5.4a y 5.4b, respectivamente) es importante
mencionar que de acuerdo con el modelo establecido el factor de coleo éptimo se
obtiene con una proporcion del 60% de agua en la fase movil, un rango de pH
entre 2.7-2.9 y un flujo de 0.6-1.0 mL/min.

Por otro lado, empleando la grafica de contornos de superficie de la respuesta
estimada a un flujo de 1.0 mL/min (Figura 5.5a) es posible establecer que el
menor valor para el factor de coleo se obtiene en un rango de pH de 2.7-2.9 y una
proporcion de 50-70% de agua en la fase mévil. En este contexto, cuando el pH
tiene un valor de 2.92 (Figura 5.5b) la mejor respuesta se obtiene con rangos
entre 60-70% para la proporcion de agua en fase moévil y 0.6-1.0 mL/min para el

flujo.
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(a)
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Figura 5.4 Graficas de superficie de respuesta estimada (a) Cubo de superficie de
la respuesta estimada fijando la proporcion de agua (factor C) al 60%. (b) Grafica
de contorno de la superficie de respuesta estimada fijando la proporcion de agua
al 60%.
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(a)
Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada
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Figura 5.5 Gréficas de superficie de respuesta estimada (a) Grafica de contorno
de la superficie de respuesta estimada fijando el flujo (factor B) a 1.0 mL/min. (b)
Gréfica de contorno de la superficie de respuesta estimada fijando el pH (factor A)
a 2.92 unidades.
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En sintesis, el disefio de experimentos permite maximizar la respuesta por medio

de la combinacién de los tres factores. En este caso, las condiciones 6ptimas de

trabajo para obtener un factor de coleo de 1.98 son: un pH de 3.11, un flujo de

1.0 mL/min y una proporcion de agua en la fase movil del 50%.

Finalmente, con base en estas consideraciones, las condiciones cromatograficas

seleccionadas para validar la metodologia analitica se resumen en la Tabla 5.3.

En la Figura 5.6 se muestra un cromatograma obtenido para la metformina

empleando el método cromatografico desarrollado.

Tabla 5.3 Condiciones cromatograficas para cuantificar metformina

Fase movil ACN:MeOH:H20:TEA (20:20:60:0.05)
Columna Spherisorb ODS2 (C18) 5 ym, 4.6 x 250 mm
pH de la fase movil 2.92
Flujo (mL/min) 0.6 mL/min
Vol. de inyeccion 20 pL
Longitud de onda 225 nmy 287 nm
Temperatura Ambiental
mAU (x100)

1.5
1.0
0.5

0.0-

{Detector A Ch1:225nm
|Detector A Ch2:287nm

P N

A

0 10 20 30

40 50

T

T

80 90 min

Figura 5.6 Cromatograma obtenido para la metformina a una concentracion de

140 uM
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5.1.1.2 Diseio de experimentos factorial para la famotidina [58]

Para calcular el modelo correspondiente a la famotidina se utilizé el procedimiento

descrito anteriormente para la metformina. Es este caso, los factores evaluados

fueron la proporcion de MeOH, el pH de la fase mévil y el flujo. En la Tabla 5.4 se

resume la aleatorizacion del disefio asi como los valores obtenidos para el factor

de coleo del pico en las diferentes condiciones de analisis.

Tabla 5.4 Aleatorizacion del disefio factorial y resultados obtenidos para evaluar el

factor coleo del pico.

Numero Proporcion de pH de la fase . .
(’:k_a _ MeOH mévil Flujo (mL/min) Factor Coleo

analisis
1 10 2.73 1.1 1.065
2 10 2.73 0.9 1.08
3 30 2.73 0.9 1.288
4 10 3.11 1.1 1.079
5 10 3.11 0.9 1.075
6 30 3.11 1.1 1.305
7 30 3.11 0.9 1.295
8 30 2.73 1.1 1.288
9 10 2.73 1.1 1.068
10 10 2.73 0.9 1.057
11 30 2.73 0.9 1.290
12 10 3.11 1.1 1.050
13 10 3.11 0.9 1.094
14 30 3.11 1.1 1.306
15 30 3.11 0.9 1.283
16 30 2.73 1.1 1.299

En las Tablas 5.5, 5.6 y 5.7 se resumen el modelo factorial, el analisis de

varianza, y las principales graficas obtenidas a partir del disefio factorial.
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Tabla 5.5 Modelo factorial estimado y analisis de varianza para el modelo

Modelo Factorial:

Factor coleo:

0.89523+0.0592105*pH+0.00651316*FIlujo+0.00617171*Proporcion de metanol
en la fase mévil — 0.0394737*pH*Flujo — 0.000131579*pH *Proporcién de metanol
en la fase mévil + 0.005375*Flujo*Proporcién de metanol en la fase movil.

Analisis de varianza para el modelo:

Grados
Fuente Suma de de Cuadr_ado Razoén-F Valor-P
cuadrados Li Medio
ibertad
A: pH 0.000169 1 0.000169 1.14 0.3159
B: Flujo 2.5x10”" 1 2.5x10”7 0.00 0.9682
C: Metanol 0.199362 1 0.199362 1350.46 0.0000
AB 0.000009 1 0.000009 0.06 0.8112
AC 0.000001 1 0.000001 0.01 0.9364
BC 0.00046225 1 0.00046225 3.13 0.1148
Bloques 0.000049 1 0.000049 0.33 0.5804
Error Total 0.001181 8 0.000147625
Total 0.201234 15
(corr.)
R2 99.4131 %
R2
(ajustada 98.8996 %
por g.l)

47



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 5.6 (a) Diagrama de Pareto de los factores evaluados, (b) Grafica de los efectos principales para la respuesta,

(c) Interacciones entre los factores del disefio experimental.
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Tabla 5.7 (a) Grafica de superficie estimada y (b), (c), (d) Graficas de contornos de la superficie de respuesta estimada.
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Considerando lo antes expuesto, el mejor factor de coleo para el pico se obtiene
empleando un pH de 3.11, un flujo de 1.1 y una proporcion de metanol en la fase
movil del 10%. Cabe mencionar, que pueden modificarse debido a que un

aumento en el componente acido de la fase movil dafaria la columna.

Finalmente, las condiciones cromatograficas seleccionadas para validar la
metodologia analitica se resumen en la Tabla 5.8. En la Figura 5.7 se muestra un
cromatograma obtenido para la famotidina empleando el método cromatografico

desarrollado.

Tabla 5.8 Condiciones cromatograficas para validar el método

Fase movil MeOH:H,0:TEA (20:80:0.05)
Columna LiChrospher 100 RP-18, 5 um, 4.6 x 250 mm
pH de la fase movil 2.92
Flujo (mL/min) 1.0 mL/min
Vol. de inyeccion 20 yL
Longitud de onda 287 nmy 233 nm
Temperatura Ambiental
mAU (x10)
1Detector A Ch1:233nm
3 0{Detector A Ch2:287nm
2.0
1.04

0 10 20 30 40 30 €0 70 40 90 min

Figura 5.7 Cromatograma obtenido para la famotidina a una concentracién de
90uM
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5.1.2 Evaluacioén del sistema
Una vez establecidas las condiciones cromatograficas de trabajo, se desarrollo el
protocolo de validacion del método. Para ello, en primer lugar, se evaluo el
sistema cromatografico. Si bien, este parametro de calidad no es requisito en la
guia de validacion de métodos bioanaliticos “Guidance for Industry Bioanalytical
Method Validation”, en este trabajo, se evalud la adecuabilidad con la finalidad de
establecer la confiabilidad del sistema cromatografico antes de procesar las

muestras durante el uso rutinario del método [59].

5.1.2.1 Adecuabilidad

La adecuabilidad del sistema es una parte integral de muchos procedimientos
analiticos, incluyendo los cromatograficos. Este parametro permite establecer que
el equipo e instrumentos de medicidn, las operaciones analiticas y las muestras a
analizar constituyen un sistema analitico adecuado para la ejecucion del analisis
[59].

La evaluacion de este parametro se llevdo a cabo por medio del analisis de la
respuesta obtenida con cinco inyecciones de una misma muestra; con los
resultados obtenidos se calculd el CV entre las réplicas, el factor de capacidad (k’),

la resolucion (R), el factor de coleo (T) y el numero de platos tedricos.

El factor de capacidad (k’) es una medida del grado de interaccion del analito con
la fase estacionaria y, su valor puede ajustarse modificando la fuerza de elucién
de la fase movil hasta que, el valor del factor de capacidad (k') se encuentre
dentro del intervalo entre 2 y 10. Este factor se emplea tanto para evaluar la

retencion como para ajustar la separacion de los analitos [60].

El factor de coleo (T) es una medida de la simetria del pico. Cuando se incrementa
el coleo de un pico cromatografico la exactitud para la cuantificacion de un analito
disminuye. La principal consecuencia reside en la dificultad para poder calcular el
area bajo la curva del pico debido a que el programa de integracion no es capaz
de distinguir donde y cuando termina la sefal. Se recomienda tener un valor de
T<2.
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El numero de platos tedricos es una medida de la eficiencia de la columna. Los
factores que pueden afectar el numero de platos tedricos incluyen el tamafio de
particula, el flujo de la fase movil, la temperatura de la columna, la viscosidad de la
fase movil y el peso molecular del analito. Se recomienda un valor de N > 2000
[60].

La resoluciéon (R) es una medida relacionada con el grado de separacion entre dos
picos cromatograficos adyacentes. Es una funcion de la eficiencia de la columna y
se calcula para asegurar que los compuestos que eluyen cerca, se resuelvan unos
de otros. Es deseable una resolucion mayor a 2 entre el pico de interés y la sefal

mas cercana.

Como se menciond anteriormente, este parametro de calidad del método se
evalué mediante el analisis de cinco inyecciones de una solucién de metformina o
famotidina a una concentracion de 10 pg/mL. Los resultados obtenidos para la
metformina y famotidina se muestran en las Tablas 5.9 y 5.10, respectivamente.
Los resultados obtenidos en cada una de las determinaciones para ambos
marcadores, se encuentran dentro de los criterios de aceptacion. Aun mas, el
coeficiente de variacion entre las réplicas es menor al 2%, por lo tanto, el sistema

cromatografico es adecuado para la ejecucion de los analisis.
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Tabla 5.9 Adecuabilidad del sistema para analizar metformina

Fase Mévil HBSS Criterios de
aceptacion
Factor de 1.84 1.36 T<2
coleo
Resolucién 12 12 R>2
K’ 2 2 K" >2
No. de
platos 3099 5026 N > 2000
tedricos
Inyeccién Area
1 1099149 1092497
2 1099166 1092512
3 1098607 1094242
4 1098519 1093613
5 1098555 1094255
Promedio 1098799 1093424
DE 328.6293 878.4189
%CV 0.03 0.08

Tabla 5.10 Adecuabilidad del sistema para analizar famotidina

Fase Mévil HBSS Criterios de
aceptacion
Factor de 115 118 T<2
coleo
Resolucion 11.17 11.59 R>2
K’ 2 2 K" >2
No. de
platos 2913 3157 N > 2000
teodricos
Inyeccion Area
1 109263 87438
2 109360 87915
3 107355 88364
4 109379 88478
5 108673 87805
Promedio 108806 88000
DE 861.2758 424 8747
%CV 0.79 0.48
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5.1.2.2 Precision del sistema

La precision del sistema se refiere a la variabilidad inherente asociada a la
respuesta analitica, la cual puede ser originada por el analista, equipo e
instrumentos de medicion; en general, es el grado de concordancia relativa de la

respuesta analitica [59].

Este parametro de calidad del método se evalué a través del coeficiente de
variacion de la respuesta analitica de 6 réplicas, en tres niveles de concentracion.
Para la metformina fueron: 45, 105 y 130 uM, mientras que, para la famotidina
fueron: 15, 40 y 70 uM utilizando como diluyente la fase movil. En las
Tablas 5.11 y 5.12 se resumen los valores de la respuesta analitica obtenida, para
cada nivel de concentracion, en ambos farmacos. El coeficiente de variacion
obtenido en los tres niveles de concentracion tanto para la metformina como para

la famotidina es menor al 2%, por lo tanto, se concluye que el sistema es preciso.

Tabla 5.11 Precision del sistema para la cuantificacion de metformina

Area (mUA)

No. De muestra Nivel Bajo Nivel Medio Nivel Alto

45 uyM 105 uM 130 uM

1 915193 2149279 2637932

2 911980 2140318 2636761

3 904762 2149863 2660244

4 926798 2131270 2642028

5 910948 2131960 2637894

6 901807 2128041 2639495
Promedio 911914.7 2138455.2 2642392.3

DE 8792.3 9518.7 8933.7

% CV 0.96 0.45 0.34
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Tabla 5.12 Precision del sistema para la cuantificacién de famotidina

Area (mUA)
No. De muestra Nivel Bajo Nivel Medio Nivel Alto
15 uM 40 uM 70 uM
1 48445 128101 224229
2 49043 127979 224333
3 48275 128093 224587
4 48300 127725 223867
5 47647 128042 224091
6 48905 127584 225170
Promedio 48435.8 127920.7 224379.5
DE 501.1 2154 455.8
% CV 1.03 0.17 0.20

5.1.2.3 Linealidad del sistema
La linealidad del sistema es la verificacion de que la respuesta analitica y la
concentracion del analito se ajustan, a un modelo matematico, en un intervalo de

concentraciones pertinentes a la aplicacién analitica [59].

La linealidad del sistema se evalué mediante el analisis de tres curvas patrén con
diez niveles de concentracion para la metformina y siete niveles para la famotidina.
El ajuste de la respuesta obtenida, en funcién de la concentracion, se llevé a cabo
por medio de una regresion lineal simple mediante el uso del software estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI.

5.1.2.3.1 Linealidad del sistema de la metformina

Los datos obtenidos para la linealidad del sistema de la metformina permitieron

estimar el siguiente modelo lineal ajustado:
Area (mUA): - 10762.4 + 20569.5 * Concentracion (uM)

El valor de la pendiente y de la ordenada al origen se estimé por medio del método
de minimos cuadrados. Desde el punto de vista estadistico, la pendiente
(B1= 20569.5) es el cambio de la media de la distribucién del area bajo la curva
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producido por un cambio unitario en la concentracion, mientras que, la ordenada al
origen (Bo= — 10762.4), es la media de la distribucion de la respuesta del area bajo

la curva cuando la muestra se encuentra sin analito [61].

Para evaluar el modelo de regresion ademas de estimar la pendiente y la
ordenada al origen es necesario probar hipétesis y establecer los intervalos de
confianza de los parametros del modelo; las hipétesis se relacionan con la
significancia de la regresion y deben establecerse tanto para la ordenada al origen

como para la pendiente. De manera general, las hipotesis que se plantearon son:
Prueba de la 31

HoZ [.))1 =0
Haq: [31 #0

Prueba de la B,

Para poder probar dichas hipotesis se empled una prueba t asi como el método
del valor P. Los valores estimados se resumen en la Tabla 5.13 para cada uno de

los coeficientes de regresion.

En el caso del estadistico t, la hipotesis nula se rechaza si [to| > ty2,n-2)- Con un
valor de confianza del 95%, a/2 tiene un valor de 0.025, mientras que, los grados
de libertad se refieren al numero de observaciones menos 2 (en este caso fueron
30 observaciones), es decir, para este analisis se emplearon 28 grados de libertad
y un valor de tqp,n-2) de 2.048 [61].

Con base en lo antes expuesto, el valor de la prueba t para la pendiente
(t= 287.074) es mayor que su correspondiente valor critico (to.0zs 28 = 2.048), es
decir, la hipotesis nula se rechaza; por lo tanto, se deduce que existe una relacion
lineal entre la respuesta y la concentracidon. Por otra parte, para la ordenada al
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origen, el valor de la prueba t (= |1.73354|) es menor a su valor critico
(to.025, 28= 2.048), por lo tanto, la hipotesis nula no se rechaza, y se deduce que, la

ordenada al origen pasa por cero.

Con respecto al método del valor P, es importante mencionar que se rechaza la
hipétesis nula si el valor P asociado es igual o menor que el nivel de significancia
(a) establecido (en este caso a=0.05). Como se observa en la Tabla 5.13, el valor
P de la pendiente, es mucho menor que el valor de a; por lo tanto, se confirma el
rechazo de la hipoétesis nula. En contraste, el valor P de la ordenada al origen es

mayor que el valor a, por ende, la hipotesis nula no puede rechazarse.

Tabla 5.13 Analisis de la regresion del modelo de linealidad del sistema de la

metformina
Minimos cuadrados Pruebat Probabilidad Intervalos de confianza
Parametro — ;
Coeficientes I?rror Estadistico Valor-P Inferior 95% Supe(z)rlor
tipico t 95%
Ordenada
al origen -10762.4 6208.34 -1.73354 0.09399974 -23479.62195 1954.782694
(Bo)
Pendiente

delarecta  20569.5  71.6522 287.074  4.0631-50  20422.73374 20716.27938
(B1)

Con relacién a los intervalos de confianza de los coeficientes de regresion cabe
destacar que en el caso de la ordenada al origen el intervalo incluye el cero y el
valor de su coeficiente, mientras que, el intervalo de confianza para la pendiente

incluye el valor del coeficiente y no incluye el cero [61].
Estos resultados confirman también las pruebas de significancia de la regresion.

La Grafica 5.3 ilustra el comportamiento entre la concentracién y la respuesta
analitica. Sin embargo, se deben considerar otros analisis estadisticos para
determinar si el modelo es util como predictor (comprobar la adecuabilidad del

modelo).
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Grafica 5.3 Linealidad del sistema

Concentracion (uM)

De acuerdo con lo descrito por D. Montgomery, los residuales, tienen un papel
importante en la investigacion de la adecuabilidad del modelo de regresion
ajustado, y en la identificacion de las diferencias con respecto a las hipotesis
basicas (como la varianza constante y la de errores no correlacionados). Por este
motivo, se calcularon los valores residuales a partir de los coeficientes de la

regresion [61].

Los residuales (e;) se definen como, la desviacién de los valores observados en la
respuesta y el valor ajustado correspondiente y; (valor estimado, originado por el
modelo ajustado). Entre las propiedades mas importantes de los residuales
destacan: la suma de los residuales (Zei) en cualquier modelo de regresion que
contenga una o, siempre es igual a cero y, la suma de los valores observados

(Zyi) es igual a la suma de los valores ajustados (2yi) [61].

Como se observa en la Tabla 5.14, el valor de Ze; se aproxima a cero, mientras

que Xy, es igual a %y;.
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Tabla 5.14 Valores ajustados y residuales para las observaciones de la linealidad

del sistema
Observacion Valor observado (y; ) ajus\tlaaclj%r ) Res(i:)u os estanltjzsrii(zj:gzs (dy)

1 304547 298397.264 6149.736041 0.394783193
2 500779 504503.7197 -3724.719684 -0.239108918
3 704010 710610.1754 -6600.175409 -0.423699213
4 1206666 1225876.315 -19210.31472 -1.233208928
5 1426102 1431982.77 -5880.770446 -0.377516908
6 1843451 1844195.682 -744.6818951 -0.047804962
7 2060888 2050302.138 10585.86238 0.679560964
8 2271473 2256408.593 15064.40666 0.967061761

9 2480946 2462515.049 18430.95093 1.183177556
10 2868898 2874727.961 -5829.960519 -0.374255157
11 308154 298397.264 9756.736041 0.626335079
12 501261 504503.7197 -3242.719684 -0.208166858
13 727640 710610.1754 17029.82459 1.093232049
14 1219046 1225876.315 -6830.314721 -0.43847304
15 1406933 1431982.77 -25049.77045 -1.608073631
16 1838957 1844195.682 -5238.681895 -0.336297941
17 2059202 2050302.138 8899.86238 0.571327951

18 2275044 2256408.593 18635.40666 1.196302621

19 2484173 2462515.049 21657.95093 1.390335287
20 2891182 2874727.961 16454.03948 1.05626944

21 309732 298397.264 11334.73604 0.727635017
22 516239 504503.7197 11735.28032 0.753348014
23 713445 710610.1754 2834.824591 0.181981974
24 1209921 1225876.315 -15955.31472 -1.024253732
25 1401220 1431982.77 -30762.77045 -1.974820491
26 1838848 1844195.682 -5347.681895 -0.343295211
27 2059387 2050302.138 9084.86238 0.583204052
28 2250152 2256408.593 -6256.593345 -0.401642913
29 2469047 2462515.049 6531.950931 0.419319533
30 2831216 2874727.961 -43511.96052 -2.793256589

Syi= 46978559

>yi =46978559

2ei =1.03028E-08 xdi= 6.59917E-13
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Por otro lado, el analisis de la grafica de los residuales es una forma muy eficiente
de investigar el ajuste adecuado del modelo de regresion; también, para
comprobar las premisas basicas. En este sentido, la Grafica 5.4 ilustra el
comportamiento de los residuales en una grafica de probabilidad normal. De
manera general, los residuales caen sobre la linea recta indicando un
comportamiento de distribucién normal. Segun Montgomery, los tamafos de
muestra pequefos producen con frecuencia graficas de probabilidad normal que
se desvian de la linealidad de manera significativa. Sin embargo, se requieren 20
puntos para producir graficas de probabilidad suficientemente estables; en este

caso particular el numero de muestras analizado fue de 60 [61].

Grafica 5.4 Grafica de probabilidad normal para la linealidad del sistema
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Para completar el analisis del modelo se realizé una grafica de distribucion de los
residuales para cada observacion. Esta grafica mide el numero de desviaciones

estandar que “se desvia’ cada valor observado de la variable Y en el modelo
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ajustado. Como se observa en la Grafica 5.5, los residuales se circunscriben en

una banda horizontal estrecha indicando que no existen defectos en el modelo.

Grafica 5.5 Grafica de los residuos en funcion de las observaciones

Normalmente, se deben graficar los residuales en funcion de los valores ajustados
y no con los valores observados debido a que los residuales y los valores
ajustados no estan correlacionados, mientras que, los residuos y los valores
observados estan correlacionados (Grafica 5.5). Considerando lo antes expuesto,
la Grafica 5.6 ilustra los residuos en funcién de los valores ajustados y la
Grafica 5.7 ilustra los residuales en funcién del regresor; en ambos casos se

observa que los residuales se pueden confinar en una banda horizontal.
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Residuos

Grafica 5.6 Grafica de los residuos en funcion de los valores ajustados

Valores ajustados (Vi)

Grafica 5.7 Grafica de los residuos en funcién del regresor
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Para probar el significado de la regresion también se puede usar el analisis de la
varianza [61]. Para ello, se plantearon las siguientes hipotesis para la ordenada al

origen y la pendiente:

Ho: el modelo estadistico no describe una relacion lineal

H+: el modelo estadistico describe una relacion lineal

En la prueba de hipétesis se utilizoé la prueba F. La hipotesis nula (Ho: B1 = 0) se
rechaza si: Fo > Fq102. En este caso, la significancia de la prueba se establecio
con un valor de 0.05 (a) y un tamafio de muestra con 30 observaciones. Como se
observa en la Tabla 5.15 el valor obtenido para Fy es mayor al valor critico, por lo
tanto, es posible concluir que el modelo describe una relaciéon lineal. Aun mas, el
valor P para este analisis (menor a 0.05) apoya la conclusion realizada en el
sentido de que existe una relaciéon estadisticamente significativa entre el area y la

concentracion con un nivel de confianza del 95%.

Finalmente, se realizé un analisis estadistico de la regresion. En la Tabla 5.16 se
resumen los valores de los parametros calculados que describen el modelo. El
coeficiente de determinacion (r?) indica que el modelo ajustado explica el 99.96 %
de la variabilidad en el area (es la proporcidon de la variacion explicada por el
regresor x), mientras que, el valor del coeficiente de correlacion (0.9998) indica

una relacion fuerte entre las variables.

Tabla 5.15 Analisis de varianza de la regresion lineal con carencia de ajuste

Suma de Grados Cuadrado Razén- Valor- F
Fuente de . ot
cuadrados libertad medio Fo P critica

Modelo 2.07121x10™ 1 2.07121x10" 82411.73 <0.05 4.20

Residuo 7.0371x10° 28 2.51325x108

Total

13
(Corr.) 2.07192x10 29
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Tabla 5.16 Datos estadisticos de la regresion lineal del sistema

Parametro Valor
Ordenada al origen -10762.4
Pendiente de la linea recta 20569.5
Coeficiente de correlacién (r) 0.99983
Coeficiente de determinaciéon (R?) 0.99966
Coeficiente de variacion de la 0.58%
regresion

5.1.2.3.2 Linealidad del sistema de la famotidina
El mismo procedimiento descrito en el numeral 5.1.2.3.1 se realiz para calcular el

siguiente modelo lineal para la famotidina:

Area (mUA): - 489.3 + 3210.35 * Concentracién (uM)

En la Tabla 5.17 se resume el analisis de la regresién del modelo de linealidad del

sistema y en la Tabla 5.18 se muestran los valores ajustados y residuales para las

observaciones de la linealidad del sistema.

Tabla 5.17 Analisis de la regresion del modelo de linealidad del sistema

Minimos cuadrados Prueba t Probabilidad Intervalos de confianza
Parametro
Coeficientes  Error tipico Estadistico t Valor-P Inferior 95% S%%%/nor
0
Ordenada
al origen -489.3 593.6886526 -0.824168863 0.42006989 -1731.904333  753.3049288

(Bo)
Pendiente
de la recta 3210.35 12.54093837 255.9894747 4.4427E-35 3184.099741

(B1)

3236.596712
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Tabla 5.18 Valores ajustados y residuales para las observaciones de la linealidad

del sistema
<. Valor Valor Residuos ReSidl.ms
Observacion observado . - . estandarizados
. ajustado (yi) (ei) .
(yi) (di)
1 14876 15594.54491 -718.5449127 -0.452915173
2 33396 31678.38953 1717.610473 1.08264888
3 63736 63846.07876 -110.0787569 -0.06938514
4 94601 96013.76799 -1412.767986 -0.89049974
5 162401 160349.1464 2051.853555 1.293329884
6 190245 192516.8357 -2271.835675 -1.431989609
7 289511 289019.9034 491.0966369 0.309549361
8 14956 15594.54491 -638.5449127 -0.402489357
9 33179 31678.38953 1500.610473 0.945868853
10 64580 63846.07876 733.9212431 0.462607224
1 94384 96013.76799 -1629.767986 -1.027279767
12 162326 160349.1464 1976.853555 1.246055681
13 190336 192516.8357 -2180.835675 -1.374630243
14 289390 289019.9034 370.0966369 0.233280313
15 14758 15594 .54491 -836.5449127 -0.527293253
16 33029 31678.38953 1350.610473 0.851320447
17 64697 63846.07876 850.9212431 0.53635498
18 93348 96013.76799 -2665.767986 -1.68029409
19 162633 160349.1464 2283.853555 1.439564752
20 190,560 192516.8357 -1956.835675 -1.233437957
21 290114 289019.9034 1094.096637 0.689633952
2yi = 2547056 2yi = 2547056  Xei=-1.09139E-10 2di=-6.88338E-14

La Grafica 5.8 ilustra el comportamiento observado al relacionar la concentracion

y la respuesta analitica, mientras que, la Grafica 5.9 muestra el comportamiento

de los residuales en una grafica de probabilidad normal. De manera general, los

residuales caen sobre la linea recta indicando un comportamiento de distribucion

normal.
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Grafica 5.8 Linealidad del sistema para cuantificar famotidina
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Grafica 5.9 Grafica de la probabilidad normal para la linealidad del sistema
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Asimismo, la Tabla 5.19 muestra la grafica de los residuos en funcion de las
observaciones, la grafica de los residuos en funcion de los valores ajustados y la
grafica de los residuos en funcion del regresor. Como se puede observar, la
grafica de los residuos en funcion de los valores ajustados y la grafica de los
residuos en funcidén del regresor presentan una distribucién de doble arco, este
tipo de distribucién indica que la varianza de los errores no es constante. El
método mas comun para mejorar la varianza en los errores consiste en aplicar una
transformacién adecuada a la variable regresora o a la respuesta o bien, usar el

meétodo de minimos cuadrados ponderados.

Finalmente, la Tabla 5.20 muestra el analisis de varianza con carencia de ajuste y
en la Tabla 5.21 se resumen los valores de los parametros calculados que
describen el modelo. Los resultados obtenidos indican que mas del 99% de la
variabilidad obtenida en la respuesta esta explicada por el modelo de linealidad
ajustado, concluyendo asi que, con un nivel de confianza del 95%, existe una

relacion estadisticamente significativa entre el area y la concentracion.
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Tabla 5.19 (a) Grafica de los residuos en funcion de las observaciones, (b) Grafica de los residuos en funcion de los

valores ajustados, (c) Grafica de los residuos en funcion del regresor.
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Tabla 5.20 Analisis de varianza de la regresion lineal con carencia de ajuste

Grados

Fuente Suma de d Cuadrado Razén- Valor- F
cuadrados . medio Fo P critica
libertad
Modelo 1.73618x10" 1 1.73618x10"" 65530.61 <0.05 4.38
Residuo 5.03389x10’ 19 2.64942x10°
Total 11
(Corr.) 1.73668x10 20

Tabla 5.21 Datos estadisticos de la regresion lineal del sistema

Parametro Valor
Ordenada al origen -489.3
Pendiente de la linea recta 3210.35
Coeficiente de correlacién (r) 0.999855
Coeficiente de determinacion (R?) 0.99971
Coeficiente de variacion de la 0.44%
regresion

5.1.3 Validacion de los métodos bioanaliticos
Una vez concluida la validacion del sistema se realizé la validacion de los métodos
bioanaliticos de acuerdo con los criterios establecidos en la Guia de validacion de
métodos bioanaliticos “Guidance for Industry Bioanalytical Method Validation”
emitida por la FDA. De manera general, esta guia se emplea para procedimientos
bioanaliticos donde se aplique, entre otras técnicas, la cromatografia para
determinar cuantitativamente los farmacos y/o metabolitos en matrices biolégicas
[30]. Los parametros que conformaron la validacion fueron los siguientes:
linealidad, precision (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud, limite de

cuantificacion, recobro y estabilidad.

A continuacidon, se describen los resultados obtenidos para cada uno de los

parametros de desempefio evaluados.
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5.1.3.1 Linealidad del método
La linealidad del método se determiné por medio del analisis de seis curvas de
calibracion, preparadas en diferentes dias. El ajuste de la respuesta obtenida para
la famotidina y la metformina, en funcion de su concentracion, se llevo a cabo por

medio de una regresion lineal simple mediante el uso del software estadistico
STATGRAPHICS Centurion XVI.

5.1.3.1.1 Linealidad del método para cuantificar metformina

Los datos obtenidos para la linealidad del método permitieron estimar el siguiente

modelo lineal ajustado:
Area (mUA): -732.88 + 20044.2 * Concentracioén (uM)

En la Grafica 5.10 se ilustra la relacidén existente entre el area y la concentracion.
Como se observa, la respuesta obtenida es directamente proporcional a la

concentracion.

Grafica 5.10 Linealidad del método para cuantificar metformina
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En la Tabla 5.22 se muestran los valores estimados para la prueba t y el valor P
para cada uno de los coeficientes de regresion. En el caso del estadistico t para la
pendiente si |to] > ta2n2) existe una relacion lineal entre la respuesta y la
concentracion, mientras que, para la ordenada al origen si |to| < ty2,n-2) la ordenada
al origen pasa por cero. Con base en lo antes expuesto el valor de la prueba ¢ para
la pendiente (t=274.111) es mayor a su valor critico (t.025, 5s= 2.000), asimismo, el
valor de la prueba t para la ordenada al origen (t=-0.115671) es menor a su valor
critico (to.02558= 2.000). En el caso del valor P para ambos coeficientes de
regresion, podemos observar (Tabla 5.22) que el valor estimado para la ordenada
al origen es mayor que el nivel de significancia (a=0.05), mientras que, el valor

estimado para la pendiente es menor a 0.05.

En el caso del analisis de varianza, los valores estimados se resumen en la
Tabla 5.23, en la cual, podemos observar que el valor de Fy es mayor al valor
critico, por lo tanto, existe una relacion estadisticamente significativa entre el area

y la concentracion.

Con base a lo antes expuesto, podemos concluir, con un nivel de confianza del
95%, que existe una relacion estadisticamente significativa entre el area y la
concentracion. Finalmente, en la Tabla 5.24 se resumen los valores de los

parametros calculados que describen el modelo.

Tabla 5.22 Analisis de la regresion para establecer el modelo de linealidad del

método
Minimos cuadrados Prueba t Probabilidad Intervalos de confianza

Parametro

Coeficientes Error Estadistico t Valor-P Inferior 95% Supcinor

tipico 95%

Ordenadaal ;4,40 3359  .0.115671 0.9083 -13415.56 11949.80
origen (Bo)
Pendiente

de larecta 20044.2 731244  274.111 5.6039x10™? 19897.82 20190.57

(B1)
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Tabla 5.23 Analisis de varianza de la regresion lineal con carencia de ajuste

Grados

Fuente Suma de d Cuadrz_ado Razon-F, Valor-P F critica
cuadrados . medio
libertad
Modelo 3.93354 x10™ 1 3.93354 x10"® 75136.76  <0.05 4.000
Residuo 3.0364x10" 58 5.23518x10°
Total 3.93658x10" 59
(Corr.)

Tabla 5.24 Datos estadisticos de la regresion lineal del método

Parametro Valor
Ordenada al origen -732.88
Pendiente de la linea recta 20044.2
Coeficiente de correlacion (r) 0.999614
Coeficiente de determinaciéon (R?) 0.999229
Coeficiente de variacion de la 0.82%
regresion

5.1.3.1.2 Linealidad del método para cuantificar famotidina

Los datos obtenidos para la linealidad del método permitieron estimar el siguiente

modelo lineal ajustado:
Area (mUA): 282.692 + 3205.13 * Concentracién (M)

En la Grafica 5.11 se ilustra la relacidon existente entre el area y la concentracion.
Como se observa, la respuesta obtenida es directamente proporcional a la

concentracion.
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Grafica 5.11 Linealidad del método para cuantificar famotidina
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Por otro lado, en la Tabla 5.25 se observan los valores estimados para la prueba ¢
y el valor P para cada uno de los coeficientes de regresion. En el caso del
estadistico t para la pendiente (t=351.507) su valor es mayor a su valor critico
(to.o2s, 40= 2.021); en contraste, el valor de la prueba t para la ordenada al origen
(t=0.654897) es menor a su valor critico (tp.o2540= 2.021). Asimismo, se puede
observar que el valor P estimado para la ordenada al origen es mayor que el nivel
de significancia (0=0.05), mientras que, el valor estimado para la pendiente es

menor a 0.05.

En cuanto al analisis de varianza, los valores estimados se resumen en la
Tabla 5.26, en la cual, se puede observar que el valor de Fy es mayor al valor
critico, por lo tanto, existe una relacién estadisticamente significativa entre el area

y la concentracion.

Estos hallazgos permiten concluir, con un nivel de confianza del 95%, que existe

una relacion estadisticamente significativa entre el area y la concentracion.

73



RESULTADOS Y DISCUSION

Finalmente, en la Tabla 5.27 se resumen los valores de los parametros calculados
que describen el modelo. El modelo ajustado explica el 99.96% de la variabilidad

en el area.

Tabla 5.25 Analisis de la regresion para establecer el modelo de linealidad del

método
Minimos cuadrados Prueba t Probabilidad Intervalos de confianza
Parametro
Coeficientes Error Estadistico t Valor-P Inferior 95% SUD?,”Or
tipico 95%
Ordenadaal .0, 6> 431650 0654897 0.5153 .580.7235  1155.10774
origen (o)

Pendiente
de la recta 3205.13 9.11827 351.507 1.9921x10™" 3186.7012 3223.55865

(B1)

Tabla 5.26 Andlisis de varianza de la regresion lineal con carencia de ajuste

Suma de Grados Cuadrado , ,
Fuente cuadrados d medio Razén-F, Valor-P F critica
libertad
Modelo 3.46108 x10" 1 3.46108 x10"" 123556.86  <0.05 4.08
Residuo 1.12048x10°8 40 2.8012x10°
Total 11
(Corr.) 3.4622x10 41

Tabla 5.27 Datos estadisticos de la regresion lineal del método

Parametro Valor
Ordenada al origen 282.692
Pendiente de la linea recta 3205.13
Coeficiente de correlacion (r) 0.999838
Coeficiente de determinacion (R?) 0.999676
Coeficiente de variacion de la 0.49%
regresion
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5.1.3.2 Precision y exactitud
Cuando un método es lineal, la variabilidad de un resultado analitico se debe a
factores aleatorios, como la incertidumbre de las mediciones debidas a: la balanza
analitica, el material graduado, el material volumétrico, los instrumentos de
medicion de la respuesta analitica, las corridas analiticas y los analistas, por
mencionar solo algunos. Estos factores se pueden clasificar en factores aleatorios

intramétodo, intralaboratorio e interlaboratorio [59].

La precision es el grado de concordancia relativa entre los resultados obtenidos
cuando el procedimiento es aplicado repetidamente. En este caso, la precision del
método fue evaluada mediante la repetibilidad y la reproducibilidad (FDA) o
precision intermedia (ICH) [22,33]. En el primer caso se evalud la variacién de la
respuesta analitica, el mismo dia, empleando 3 niveles de concentracion
(nivel bajo, medio y alto); mientras que, en la precision intermedia, se evalud la
variacion de la respuesta en dias y analistas diferentes. En las Tablas 5.28 y 5.29
se resumen los valores obtenidos para evaluar la repetibilidad y en las
Tablas 5.30 y 5.31 se muestran los valores obtenidos para establecer la precisién
intermedia del método. En todos los casos se puede observar que, el coeficiente
de variacion obtenido fue menor al 2%, es decir, la variacion obtenida se
encuentra dentro del limite establecido tanto en la guia de validacién como la

NOM-177 (el coeficiente de variacion no debe ser mayor que el 15%).

Por otra parte, la exactitud del método debe determinarse en todas las
metodologias de caracter cuantitativo [59], ya que, se relaciona con el concepto
de sesgo en las mediciones. La definicion de este parametro de calidad establece
que es la concordancia absoluta entre el resultado obtenido con el método y la
cantidad verdadera del analito presente en la muestra [33]. En las
Tablas 5.28 y 5.29 se resumen los valores obtenidos para evaluar la exactitud de
los diferentes métodos. Esta caracteristica de calidad se determiné por medio del
calculo de la diferencia entre el valor nominal de las concentraciones evaluadas y
las recuperadas. Como se deduce de la informacion presentada, para cada uno de

los niveles de concentracion, la diferencia absoluta con respecto al valor nominal
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es menor al 2%. Por lo tanto, el método desarrollado cumple con la especificacion

establecida tanto en la guia de validacién como en la NOM-177 (el valor promedio

de las determinaciones en cada nivel de concentraciéon debe estar dentro del

+ 15% del valor nominal de concentracién). De acuerdo con los resultados

obtenidos, se concluye que los métodos propuestos son exactos y precisos para

cuantificar metformina o famotidina, respectivamente.

Tabla 5.28 Resultados obtenidos para evaluar la repetibilidad y exactitud del método para
cuantificar metformina

Concentracion Recuperada (uM)

No. De muestra Nivel de concentracién
Bajo (45 ym) Medio (105 pM) Alto (130 pM)
1 44.63 103.00 127.52
2 44.68 102.79 127.85
3 44.64 102.56 127.46
4 44.65 102.75 128.17
5 44.87 103.97 127.14
Promedio 44.69 103.02 127.63
DE 0.10 0.56 0.40
%CV 0.2 0.5 0.3
Exactitud (%) 99.32 98.11 98.17

Diferencia respecto al

) 0.68 1.89 1.83
valor nominal

Tabla 5.29 Resultados obtenidos para evaluar la repetibilidad y exactitud del método para
cuantificar famotidina

Concentracion Recuperada (pM)

No. De muestra Nivel de concentracion
Bajo (15 um) Medio (40 uM) Alto (70 pM)
1 14.90 40.57 70.87
2 14.73 40.34 70.84
3 14.74 40.58 71.45
4 14.90 40.27 71.45
5 14.75 40.23 71.34
Promedio 14.80 40.40 71.19
DE 0.09 0.17 0.31
%CV 0.6 0.4 0.4
Exactitud (%) 98.69 101.00 101.70

Diferencia respecto al

- 1.31 1.00 1.70
valor nominal
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Tabla 5.30 Resultados obtenidos para evaluar la precision intermedia del método para cuantificar
metformina

Concentraciéon Recuperada (uM)

Concenlclraci()n Dia 1 . Dia 2 Promedio DE %CV
(uM) Analista 1 Anazllsta Analista1 Analista 2

44.63 44.68 45.74 44.54
44.68 45.11 4510 44 .28

45 44.64 44.86 45.31 44.42 44.77 0.38 0.85
44.65 44.75 44.67 44.16
44.87 44.61 45.28 44 .40
103.00 104.79 106.17 103.42
102.79 104.53 105.73 103.66

105 102.56 105.25 106.02 103.40 104.38 1.28 1.23
102.75 105.76 105.95 103.17
103.97 104.81 106.15 103.78
127.52 129.95 130.19 129.77
127.85 129.87 130.59 129.46

130 127.46 130.16 130.20 128.98 129.31 1.11 0.86
128.17 129.17 130.51 129.78
12714 129.33 130.64 129.52

Tabla 5.31 Resultados obtenidos para evaluar la precision intermedia del método para cuantificar
famotidina

Concentracién

Concentracion Recuperada (uM)

(uM) Dia 1 Dia 2 Promedio DE %CV
Analista1 Analista2 Analista1 Analista 2
14.93 14.82 14.74 15.01
14.76 14.84 14.77 14.88
15 14.78 14.80 14.87 14.73 14.81 0.08 0.52
14.93 14.85 14.76 14.75
14.74 14.77 14.74 14.82
40.64 40.38 40.37 40.41
40.41 40.46 40.24 39.67
40 40.66 40.67 40.32 40.13 40.36 0.24 0.61
40.35 40.75 40.40 40.19
40.30 40.11 40.55 40.19
70.99 71.10 71.19 71.25
70.96 70.30 71.13 71.26
70 71.57 71.31 71.41 71.42 71.25 0.30 0.42
71.58 71.13 71.49 71.04
71.46 71.56 71.46 71.46
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5.1.3.3 Recobro
Con la finalidad de conocer la relacidn que existe entre la respuesta obtenida de
una muestra procesada (aquella muestra que se extrae o que tiene contacto con la
matriz biolégica, en este caso, la solucibn de Hank) a una concentracion
especifica y la respuesta del analito no procesado a la misma concentracion
(metformina y famotidina en fase movil) se determin6 el recobro absoluto relativo.
Como se observa en las Tablas 5.32 y 5.33, el porcentaje de recobro absoluto fue
mayor al 98.65%, cumpliendo asi con lo especificado en la guia de validacion de
métodos bioanaliticos y en la NOM-177. En estos documentos se establece que el
porcentaje de recuperacién absoluta no necesariamente debe ser el 100%, pero
debe ser reproducible en cada nivel de concentracion; por consiguiente,
observamos que el coeficiente de variacion es menor al 15%, estableciendo que,

el recobro es preciso y reproducible.

Tabla 5.32 Resultados obtenidos para evaluar el recobro del método para
cuantificar metformina

Concentracion r;(eﬁf;i?n?:a m::fﬁ:riaindaeen X Recobro
(HM) en EM HBSS absoluto

Punto Bajo 885087 881317 99.57
Punto Medio 2140538 2143500 99.86
Punto Alto 2636079 2653716 100.67
Promedio 100.03

DE 0.57

%CV 0.57

Tabla 5.33 Resultados obtenidos para evaluar el recobro del método para
cuantificar famotidina

Concentracion X Areade X Area de X Recobro
(M) famotidina famotidina en absoluto
en FM HBSS

Punto Bajo 47119 46482 98.65
Punto Medio 128425 128672 100.19
Punto Alto 227654 227890 100.10
Promedio 99.65

DE 0.87

%CV 0.87
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5.1.3.4 Limite de cuantificacion
El limite de cuantificacion es una caracteristica de desempeno analitico que
determina la capacidad cuantitativa del método a concentraciones bajas del analito
en la muestra [59]. El limite de cuantificacion de los diferentes métodos
bioanaliticos para determinar metformina y famotidina fue definido como la minima
concentracion donde la relacion entre la seial analitica y el ruido instrumental fue

al menos 5 veces.

En las Tablas 5.34 y 5.35 se muestran los resultados obtenidos para evaluar este
parametro de calidad. Como se puede apreciar en la Tabla 5.34, la precision y la
exactitud para el limite de cuantificacion de la metformina presentan valores de
0.37 y 1.96 para el coeficiente de variacion y la diferencia absoluta,
respectivamente. Asimismo, en la Tabla 5.35, la precision y la exactitud para
establecer el limite de cuantificaciéon de la famotidina presentan valores de 1.69
para el coeficiente de variacion y 0.59 para la diferencia absoluta. Todos los
valores cumplen con los limites establecidos en la Guia de validacién y la
NOM-177: la diferencia absoluta con respecto al valor nominal y el coeficiente de
variacion no deben ser mayor al 20%, ademas, debe de tener una exactitud del
1 20%.

Finalmente, en las Figura 5.8 y 5.9 se observa un cromatograma obtenido para el
limite de cuantificacion de la metformina y la famotidina, respectivamente,

empleando el método cromatografico desarrollado.
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Tabla 5.34 Resultados obtenidos para evaluar la precision y la exactitud del limite

inferior de cuantificacion de la metformina

Concentracion
No. De muestra

Recuperada (uM)
1 15.39
2 15.27
3 15.27
4 15.26
5 15.28
Promedio 15.29
DE 0.06
%CV 0.37
Exactitud (%) 101.96
Diferencia absoluta
respecto al Valor 1.96
real (%)

Tabla 5.35 Resultados obtenidos para evaluar la precision y la exactitud del limite
inferior de cuantificacién de la famotidina

Concentracion

No. De muestra Recuperada (puM)

1 5.09
2 5.09
3 5.10
4 4.92
5 4.96
Promedio 5.03
DE 0.09
%CV 1.69
Exactitud (%) 100.59
Diferencia absoluta
respecto al Valor 0.59
real (%)
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Figura 5.8 Cromatograma obtenido para el limite de cuantificacion de la
metformina
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Figura 5.9 Cromatograma obtenido para el limite de cuantificacion de la

famotidina
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5.1.3.5 Estabilidad de la muestra
La estabilidad de un analito en un fluido biolégico estd en funcion de las
condiciones de almacenamiento, las propiedades quimicas del analito y de la

matriz bioldgica.

La importancia de evaluar este parametro reside en asegurar que el compuesto
permanece estable, en la matriz bioldégica, bajo ciertas condiciones de
almacenamiento (temperatura y tiempo) en caso de presentarse contratiempos
durante el analisis, es decir, esta evaluacion tiene como proposito determinar si las

muestras no presentan variacion en la concentracion.

La estabilidad se evalud a corto y largo plazo, asi como en ciclos de congelacién y
descongelacion. En la Tabla 5.36 se resumen los datos obtenidos para la
estabilidad de la metformina en las diferentes condiciones de almacenamiento. La
media de la diferencia absoluta respecto al valor nominal se encuentra entre
0.24% y 4.45%. Asimismo, en la Tabla 5.37 se muestran los datos obtenidos para
la estabilidad de la famotidina en las mismas condiciones de almacenamiento. La
media de la diferencia absoluta respecto al valor nominal se encuentra entre
0.16% y 2.79%. De acuerdo con la guia de validacion de métodos bioanaliticos y
la NOM-177 la muestra es estable cuando la variacion obtenida respecto al valor
nominal no excede el 15%. Por lo tanto, las muestras de metformina y famotidina
en soluciéon de Hank son estables a temperatura ambiente durante 24 h, en ciclos

de congelacién-descongelacion y durante 30 dias en congelacion.
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Tabla 5.36 Resultados obtenidos para evaluar la estabilidad de la metformina

Estabilidad 24 h en
el automuestreador
Ciclo 1
Congelacion-
Descongelaciéon
Ciclo 2
Congelacion-
Descongelacion
Ciclo 3
Congelacion-
Descongelacion
Estabilidad a largo
plazo

Puntos control

Baja (15 pM)

X Conc. + DE
(uM)

44.87 +0.29
4495 +0.32

4417 £ 0.68

43.78 + 0.58

44.89 +0.10

Diferencia
respecto al
VN (%)
0.34

1.6

3.31

4.18

0.24

Media (40 pM)

X Conc. + DE
(uM)

102.82 +0.72
104.18 £+ 0.34

103.76 £ 0.48

103.74 £ 0.47

103.56 + 0.47

Diferencia
respecto al
VN (%)
3.84

0.64

1.04

1.06

0.42

Alta (70 M)
X Conc. + DE | Diferencia
(uM) respecto al
VN (%)
127.73 £ 0.15 3.05
130.40 £ 0.13 3.18
129.52 £+ 0.72 3.92
128.82 + 0.61 4.45
130.78 £ 0.29 1.21
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Tabla 5.37 Resultados obtenidos para evaluar la estabilidad de la famotidina

Estabilidad 24 h
en el
automuestreador
Ciclo 1
Congelacion-
Descongelacion
Ciclo 2
Congelacion-
Descongelacion
Ciclo 3
Congelacion-
Descongelacion
Estabilidad a largo
plazo

Puntos control

Baja (15 pM)

X Conc. + DE | Diferencia
(uM) respecto al
VN (%)
14.99 £ 0.10 0.82
14.86 + 0.10 0.87
14.70 + 0.22 1.98
14.63 £ 0.23 2.43
14.88 £ 0.19 0.16

Media (40 pM)

X Conc. + DE
(uM)
40.02 £ 0.33
40.07 £ 0.14
39.90 +0.16

39.69 £ 0.06

40.06 + 0.53

Diferencia
respecto al
VN (%)
0.33

1.16

1.58

2.1

1.76

Alta (70 uM)

X Conc. + DE | Diferencia

(uM) respecto al
VN (%)
71.30£0.12 0.64
71.02 +£0.17 1.96
70.83+0.18 2.23
70.43 £ 0.38 2.79
70.97 £ 0.56 2.55
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6. CONCLUSIONES

Se desarrollaron y validaron dos métodos bioanaliticos por cromatografia
de liquidos de alta eficiencia (HPLC) para cuantificar metformina y
famotidina de acuerdo con los criterios establecidos en la guia de validacion
de métodos bioanaliticos “Guidance for Industry Bioanalytical Method

Validation” emitida por la FDA.

Los parametros de validacidon como linealidad, exactitud, precisidon, recobro
y estabilidad se encuentran dentro de los estandares recomendados por

ésta misma guia y cumplen con lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013.
Los resultados obtenidos representan una importante contribucion a los

estudios para evaluar el transporte in vitro de farmacos modelo en la linea

celular Caco-2.
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7. PERSPECTIVAS

e Llevar a cabo los estudios de selectividad para completar la validacion del
método como lo describe la guia para Validacion de Métodos Bioanaliticos
de la FDA.

e Aplicar las metodologias desarrolladas para determinar los coeficientes de
permeabilidad aparentes de ambos farmacos empleando la linea celular

Caco-2.
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