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Resumen

Existe gran variabilidad en los parametros farmacocinéticos de los pacientes
tratados con metformina y es importante estudiar las causas que puedan llevar
a esta variacion. El primer paso para estudiar este fendmeno consiste en
obtener dichos parametros farmacocinéticos y para eso se requiere de un
método bioanalitico sensible, lineal, exacto, selectivo y reproducible. EI
proposito de esta tesis fue desarrollar y validar un método bioanalitico apto
para el estudio de la farmacocinética de la metformina en pacientes y/o
voluntarios sanos. Las muestras de plasma se precipitaron con HCIO, con
posterior neutralizacion con KOH, el sobrenadante acuoso se inyectd al
cromatografo. Se wutiliz6 un HPLC-PDA Shimadzu Prominence
LC2030C3DPlus, equipado con una columna RP-C18 de Agillent, fase movil
KH,PO, 12.5 mM/SDS 0.002mM: ACN (73:27), flujo de 1.0 ml/min,
deteccion con PDA a 233 nm para metformina (tiempo de retencion 6 min) y
320 nm para ranitidina (tiempo de retencién 12 min). El método desarrollado
demostro ser sensible (LIC 71 ng/ml), lineal (R*>> 0.99 y un intervalo de
cuantificacion que va de 71 a 2391 ng/ml), exacto (94<%R<112), selectivo (no
se encontraron interferencias endogenas ni exogenas) y reproducible (CV<
9.41%). El método bioanalitico desarrollado y validado para la determinacion
de metformina en plasma, demostr6 ser adecuado para su utilizacion en

estudios de farmacocinética y biodisponibilidad.
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Abstract

A great variability in the pharmacokinetic parameters of patients treated with
metformin has been widely reported. The first step to study this phenomenon is
to have a reliable bioanalytic method to acquire such pharmacokinetic
parameters. The desired method should be sensitive, linear, accurate, selective and
precise. The purpose of this thesis was to develop and validate a bioanalytical
method for the determination of metformin in plasma suitable for the study of the
pharmacokinetics of metformin in patients and / or healthy volunteers. Plasma
samples were precipitated with HCIO, with subsequent neutralization with KOH,
the aqueous supernatant was injected into the chromatograph. A Shimadzu
Prominence LC2030C3DPlus HPLC-PDA was used, equipped with an Agillent
RP-C18 column, KH,PO, 12.5 mM / SDS 0.002mM: ACN (73:27) as mobile
phase with a 1.0 ml / min flow, and, UV detection at 233 nm for metformin
(retention time 6 min) as well as 320 nm for ranitidine (retention time 12 min).
The developed method proved to be sensitive (LLOQ 71 ng / ml), linear (R2>
0.99 and a quantification range going from 71 to 2391 ng / ml), accurate (94 <%
R <112), selective (no endogenous or exogenous interferences found) and precise
(CV <9.41%). The developed bioanalytical method for the determination of
metformin in plasma, proved suitable for use in pharmacokinetic and

bioavailability studies
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1. Introduccion

1.1 ;Qué es la diabetes y por qué es importante estudiarla?

Meéxico estd en la lista de los 10 paises con mayor numero de personas que viven con
diabetes. En el 2012 habia un poco mas de 6.4 millones de personas que se sabian
afectadas por la enfermedad. Se estima que para 2030, la prevalencia sera del 12-18%
y para el 2050 del 14 al 22% [1].

La Diabetes se encuentra entre las primeras causas de muerte en México, representa un
gasto de 3,430 millones de doélares al afo en atencion y complicaciones. El total de

personas con diabetes podria ser el doble. (Federacion Mexicana de Diabetes, A.C.).
Existen dos tipos de diabetes:

La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune que lleva a la destruccion de
las células B del pancreas. El pancreas de estos pacientes no secreta insulina, por lo
tanto, solo son candidatos a terapias a base de insulina e inhibidores del cotransportador
dependiente de sodio y glucosa tipo 2 (SGLT2). Es decir, fArmacos cuya accién no
tiene relacion con la capacidad del paciente para producir o responder a la accién de la

hormona [2].

La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad crénico-degenerativa de etiologia
multifactorial [3]. Existen factores genéticos y epigenéticos involucrados, pero en los
ultimos anos, se ha demostrado que la obesidad y el sedentarismo juegan un papel muy
importante en su aparicion y posterior desarrollo [4] [5]. La dieta rica en grasas y

carbohidratos, el sedentarismo, aunado a la historia familiar del paciente, da lugar a la



aparicion de depositos ectopicos de grasa, de particular importancia son aquéllos que
se dan en higado y musculo. Estos adipocitos ectdpicos, suelen ser hipertroficos y
resistentes a la insulina [4]. Los miocitos y hepatocitos también desarrollan resistencia
a la insulina. El primer signo de alarma es la hiperinsulinemia [3] [4]. Después de la
ingesta de alimentos, los hepatocitos deberian relevar el proceso de gluconeogénesis por
el proceso de glucogénesis, sin embargo, los hepatocitos no responden a la insulina, y
como consecuencia, continian produciendo glucosa y liberandola al torrente
circulatorio, contribuyendo asi a la hiperglicemia sensada por las células 3, que, en
respuesta, produciran mas insulina [3] [4]. Ademas de la glucosa, estos hepatocitos
también liberan triglicéridos provocando dislipidemia que se suma a la hiperinsulinemia
[4]. La glucosa elevada, eventualmente dana las células pancreaticas, y es en este
momento, cuando el organismo es incapaz de mantener sus niveles séricos de glucosa

y se establece la diabetes [1].

1.2 Farmacos disponibles para el tratamiento de la diabetes.

Se han desarrollado varios grupos de farmacos con capacidad hipoglicemiante, que

buscan reestablecer la homeostasis de la glucosa por diversos mecanismos:

1. Farmacos que promueven la secrecion de insulina, también conocidos como
secretagogos [6]:
a. Independientes de glucosa:

1. Sulfonilureas (SU), como la glibenclamida, cuya accion principal
es bloquear los canales de potasio dependientes de ATP, lo que
provoca despolarizacidén, entrada de calcio y liberacion de
insulina. Su principal efecto secundario es que puede provocar
hipoglucemia.

1. Meglitinidas (MG), como la repaglinida que, al igual que las SU,
bloquean los canales de potasio dependientes de ATP, pero en un

sitio de union distinto al de las SU, estimulando la secrecidén de



insulina en el periodo postprandial sin originar una liberacion de
insulina sostenida entre las comidas, reduciendo asi el riesgo de
hipoglicemia.

b. Dependientes de glucosa:

1. Miméticos de incretinas, como exenatida y liraglutida, pertenecen
a un grupo de farmacos de imitan efectos enddégenos de hormonas
incretinicas como el péptido similar al glucagon-1, GLP-1, por sus
siglas en inglés, inlcuyendo la mayor secrecion de insulina
glucosa-dependiente.

1. Inhibidores de la dipeptidil-peptidasa IV (IDPP-IV). Inhiben la
accion de esta enzima y bloquean la degradacion de hormonas
incretinicas, como el GLP-1 y el péptido insulinotropico glucosa-
dependiente (GIP). Estas hormonas gastrointestinales causan un
incremento en la secrecidon de insulina, aumentando tanto su
concentracion en el plasma como su tiempo de accidn.

2. Antihiperglucemiantes [6]. Inhibidores de las a-glucosidicas, como la acarbosa
y el miglitol. Estos farmacos inhiben las a-glucosidasas intestinales retrasando
la digestion de carbohidratos lo que lleva a una disminucion de la hiperglucemia
postprandial.

3. Inhibidores del cotransportador dependiente de sodio y glucosa tipo 2 (SGLT-
2), como la vidagliptina, sitagliptina y saxagliptina [6]. Impiden la reabsorcion
de hasta el 90% de la glucosa en el tabulo contorneado proximal de la nefrona.
Producen glucosuria y disminuyen los niveles plasmaticos de glucosa.

4. Sensibilizadores a la insulina [6].

a. Tiazolidinedionas (TZD). La de mayor aplicacion es la pioglitazona.
Este grupo de farmacos son los unicos verdaderos sensibilizadores a la
insulina, ya que su mecanismo de accion involucra el remodelado de
lipidos, disminuyendo la presencia de adipocitos hipertroficos que son

resistentes a la insulina y promoviendo la formacion de nuevos adipocitos



sensibles a la hormona. EIl mecanismo de accién mejor estudiado y
comprendido involucra la activacién del receptor activado por los
proliferadores de peroxisomas gamma, PPAR-y, que se encuentra
mayormente expresado en el tejido muscular, tejido graso e higado.
También aumentan la captacion de la glucosa por el transportador
GLUT-4 del musculo esquelético, disminuyen la gluconeogénesis y
reducen la concentracion de acidos grasos en plasma y la sintesis de
triglicéridos.

b. Biguanidas. La unica biguanida que se usa en la clinica en nuestros dias
es la metformina. Existen dos mecanismos de accion descritos en la
bibliografia, el primero involucra el bloqueo del complejo I de la cadena
respiratoria, el segundo, que se cree responsable de los efectos
pleiotropicos de este farmaco, consiste en la union de la metformina con
la subunidad o de la Adenosina Monofosfato Protein-cinasa, o0 AMPK
por sus siglas en inglés. El bloqueo de esta enzima pone a la célula en
modo catabolico inhibiendo tanto la lipogénesis como la gluconeogénesis

y activando la B-oxidacién de lipidos.

1.3 ;Por qué seleccionar metformina para este estudio?

La metformina es el farmaco de primera linea cuando hay pérdida de la homeostasis
del metabolismo de la glucosa [3] [7] [8] [9] [10] . Es un medicamento que se utiliza en
Europa desde hace 40 afios y en México desde 1993 [5]. Tiene efectos pleiotropicos
que aun en nuestros dias no estan completamente dilucidados. Sin embargo, se ha

demostrado que [5] [7];

e Esun antihiperglicémico porque no estimula la secrecién de insulina.
¢ Disminuye la absorcion de glucosa a nivel intestinal.
¢ Disminuye la gluconeogénesis.

e Disminuye la glucogendlisis.



e Aumenta la captacion y utilizacién de glucosa por los tejidos musculo-
esquelético y adiposo.

e Aumenta la sintesis de glucdgeno del tejido musculo-esquelético, sin modificar
la sintesis de glucogeno hepatico.

e Aumenta la oxidacion de glucosa en el tejido musculo-esquelético.

¢ Disminuye la hiperinsulinemia y mejora la resistencia a la insulina.

e Disminuye el colesterol total, colesterol de baja densidad y triglicéridos.

e Favorece la reduccion y mantenimiento del peso corporal.

e Disminuye la adhesividad plaquetaria.

¢ Mejora la funcion endotelial.

o Util en prevencién o retardo para el desarrollo de la DT2.

e La baja de niveles de glicemia con metformina, solo se observa en personas

diabéticas y con resistencia a la insulina, no tiene efecto sobre las personas sanas.

La suma de los factores enlistados anteriormente, aunado a la alta disponibilidad
del farmaco (las patentes han caducado y existen medicamentos seguros, eficaces y

baratos), explican que la metformina sea el firmaco de primera eleccion.
Sin embargo, hay condiciones en las que no debe utilizarse [5] [7]:

e Hipersensibilidad a la metformina.

¢ Disfuncién renal.

¢ Insuficiencia cardiaca congestiva

e Acidosis metabdlica agua o cronica, cetosis diabética.
e Alcoholismo.

e DTI.

e Hipoxia.

e Hepatopatias con elevacion de transaminasas.



Ademas de las situaciones enlistadas, existe evidencia de que alrededor del 30% de los
pacientes mexicanos no responden al tratamiento [9]. Una posible explicacién es la
presencia de polimorfismos en los transportadores involucrados en la absorcion y

secrecion tubular de la metformina.

Para saber si el paciente es susceptible a la terapia con metformina puede evaluarse la
concentracion en plasma del medicamento después de la administracion oral. Esta

concentracion puede determinarse utilizando técnicas cromatograficas.

A pesar de que existen varios métodos publicados para la determinacion de metformina
en plasma humano [11] [12] [13] [14] [15] , la mayoria de ellos se disefiaron para
monitorear la concentracién de metformina en estado estacionario, y por lo tanto, los
requisitos que debe reunir son diferentes a los que aplican para un método analitico para
evaluar farmacocinética. Durante el desarrollo analitico, se evaluara la adecuacion de
los métodos documentados a los requerimientos de las normas vigentes [16] [17] [18]
[19] [20] [21] [22] y, de ser necesario, se disefiaran modificaciones que permitan
alcanzar los criterios de aceptacion establecidos. Los métodos publicados se

examinaran a profundidad en la discusién de esta tesis.

1.4 Propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y farmacodinamicas de
la metformina.

La metformina es una molécula pequeia, su formula molecular es C;H;;Ns, su peso
molecular es 129.16 g/mol, con pKa de 12.4 [23] que a pH fisiologico se encuentra

completamente ionizada.

La metformina se absorbe parcialmente (=55 % £ 16%) [24] del intestino delgado a
través del transportador para monoaminas (PMAT) de la cara luminal y el

transportador de cationes organicos OCT1 que se encuentra en la cara basolateral de



los enterocitos [9] [25] [26] [27]. La Cmax se alcanza aproximadamente a las 3 horas y
va de 0.6 a 3.5 pg/ ml de sangre [25] [28] [29] [30]. EI principal mediador para la
entrada de metformina a los hepatocitos es el OCT1. Una vez en el hepatocito, la
principal accion de la metformina es bloquear el complejo I de la cadena respiratoria,
lo que lleva al aumento de concentracion de AMP/ADP y bloquea el proceso de
gluconeogénesis del hepatocito. Ademads, se ha demostrado la capacidad de este
farmaco para unirse a la subunidad a de AMPK lo que inhibe la lipogénesis y favorece
la oxidacion de acidos grasos [7] [31]. Derivado de su naturaleza polar, la metformina
no se une a las proteinas del plasma ni es sustrato para las enzimas del Citocromo P450.
Se excreta sin modificar en orina a través del transportador multidrogas y de extrusion

de toxinas 1 (MATE]) [7].



1.5 Analisis de metformina en plasma.

Las propiedades fisicoquimicas de la metformina hacen que su analisis cromatografico

sea un verdadero reto.

CH, H

1,1-Dimetilbiguanida.
METFORMINA
Férmula quimica: C4H4N5
Peso molecular (g/mol): 129,16

Figura 1 Estructura, nombre quimico, formula condensada, peso molecular de la metformina (Drugban, 2019)

Es una molécula basica, muy soluble en agua y solventes polares, insoluble en solventes

no polares, con un pKa de 12.4 (fig. 1) [23].

La cromatografia de liquidos en fase reversa, RPLC por sus siglas en inglés, es el modo
de cromatografia mas popular en nuestros dias porque permite el analisis de una gran
variedad de compuestos [24]. En la RPLC los analitos se distribuyen entre una fase
estacionaria no polar y una fase moévil polar. La fase estacionaria estd fabricada sobre
una base de silice a la que se unen quimicamente cadenas alifaticas que modifican su
selectividad y capacidad de retencién' [32]. La fase movil estd constituida por agua a

la que se le afiaden diferentes modificadores, principalmente sales que permitan

! Las fases estacionarias mas comunes son: octadecilsilano (C18), octilsilano (C8), butilsilano (C4),
cianosilano (CN), fenilsilano (PH) y aminosilano (NH).
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controlar el pH y la fuerza idnica® y solventes® que modifiquen la fuerza de la fase movil
[32]. La fuerza de la fase moévil representa la capacidad de la mezcla de remover los
analitos de la fase estacionaria. A mayor fuerza de la fase mévil menor retencion de los
analitos en la fase estacionaria [32]. El proposito de la técnica es lograr una buena

separacion de los analitos en el menor tiempo posible [32].

La seleccion de la combinacion de fase estacionaria y fase movil dependera de las
caracteristicas del analito y la naturaleza de la matriz. En términos generales, se trabaja
con los analitos en estado no ionizado para favorecer su interaccion con la fase
estacionaria que es no polar. Cuando se trabaja con compuestos basicos, se recomienda
trabajar alrededor de dos unidades de pH arriba del pKa del analito de interés [24] [33].
Sin embargo, la base de silice de la que estan fabricadas las columnas es de naturaleza
acida, razon por la cual no pueden utilizarse a un pH arriba de 8, ya que a potenciales
de hidrogeno mas altos la cama de silice se hidroliza y se pierde la fase estacionaria. Al
trabajar a pH bajo, la metformina se ioniza completamente, no tiene afinidad por la fase
estacionaria y no se retiene en la columna, haciendo practicamente imposible su

separacidn y posterior cuantificacion [24] [33].

La cromatografia de liquidos en fase normal, NPLC, tampoco es una opcion, debido a
que en este tipo de cromatografia se requiere que el analito sea soluble en solventes no

polares [32].

Entre las opciones disponibles para resolver este problema, se encuentra la
cromatografia de par iénico o IPC por sus siglas en inglés. La IPC es una modificaciéon
de RPLC desarrollada por varios autores liderados por Schill en la década de los 70
[24]. Estos investigadores, descubrieron que el afiadir un anién o catidén organico a la

fase movil podria resolver el problema de los analitos que se encuentran totalmente

2 Sales de fosfatos, acido formico, acido acético, citratos, tris (Separation Fundamentals, Agillent
Technologies, December 11, 2007)

3 Tetrahidrofurano (THF), acetonitrile (ACN), metanol (MetOH). Siendo el THF el de mayor fuerza y
el MetOH el de menor fuerza. (Torres-Lapasio, 2019)
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ionizados. La técnica consiste en agregar a la fase acuosa un modificador, tipicamente
moléculas anfipaticas con una cola hidréfoba y una cabeza hidrofilica con carga. La
cola hidrofébica interactiia fuertemente con la fase estacionaria, mientras que la cabeza
hidrofilica interactia con el analito ionizado (figura 2). En este caso, como la
metformina es una molécula basica, es conveniente agregar un par i6nico de carga
negativa. Existen varias opciones entre las que se encuentran los sulfonatos (cadenas de
5 a 12 carbonos) con Na* o K* como contraiéon, acido trifluoroacético, acido a-
hidroxibutirico, acido heptafluorobutanoico, entre otros. La retencion y selectividad de
la fase movil puede ajustarse modificando la longitud de la cadena alifatica, el contraion

y la concentracion del par i6nico [24].
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Figura 2: Interaccion entre el par ionico y el analito en una columna CI18. Aditivos: a) hexi{amina, b)1-dodecilsulfonato, c)
tetrafluoroborato y d) tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metil-imidazolio. (Garcia -Alvarez-Coque, 2015)
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Ademads de la dificultad inherente a la naturaleza fisicoquimica de la metformina,
también hay problemas relacionados con la concentracion. Se espera una Cmax de
alrededor de 3.0 pg/ml [25] [28] [29] [30], lo que implica que se requiere un limite de
cuantificacion de al menos 0.15 pg/ml para cumplir los requerimientos de la

normatividad nacional [21].

La metformina absorbe la luz ultravioleta, presenta un solo maximo de absorcién a 233
nm [23], lo que hace posible su analisis utilizando un detector de arreglo de diodos, o
PDA por sus siglas en inglés [34]. El uso de este detector permite hacer un analisis que
es tanto cualitativo como cuantitativo. La corrida cromatografica puede monitorearse
en un amplio intervalo de longitudes de onda, lo que permite obtener un espectro de
absorcion UV-Vis completo. El espectro aunado al tiempo de retencion del analito
puede considerarse una prueba de identidad [34]. Los cromatogramas pueden
presentarse como proyecciones tridimensionales (fig.3) o mapas de contorno, y puede
evaluarse la homogeneidad de pico (figs.4 y 5), lo que ayuda a evaluar la calidad de la

separacion cromatografica.

mAU

Metformina™®

30

Fenformina

P

220

210

Figura 3: Proyeccion tridimensional de un andlisis de metformina con fenformina como estandar interno utilizando un detector
de arreglo de diodos (PDA).
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Figura 4: Homogeneidad o pureza del pico de metformina que muestra un mdximo de absorcion a 233 nm y un nivel de

impurezas del 0.0003%.
PeakPurity
Peak ‘6
Retention Time ~ © 2,408 min
Compound Name  : Metformina
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35
30 Upslope purity: -0.315450 (Similarity=0.684550) (Threshold=1.000000)
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Figura 5: Homogeneidad o pureza del pico de metformina que muestra un nivel de impurezas del 39.11%. Se observan dos
mdximos de absorcion, a 233y 670 nm. El mdximo que se presenta a 670 nm es clara muestra de baja resolucion o pobre
relacion sefial / ruido del detector.
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En los métodos bioanaliticos es recomendable afadir un estandar interno, con el
proposito de normalizar la metodologia y corregir posibles errores sistematicos que
ocurren en los andlisis. De acuerdo con la ITUPAC un estandar interno es: “un compuesto
ariadido a una muestra de concentracion conocida para facilitar la identificacion y/o

cuantificacion de los componentes de la muestra” [10].
Antes de elegir un estandar interno, es necesario considerar lo siguiente [10]:

e Debe ser cuantificable y tener buena resolucion.

e No debe estar presente en la muestra, por lo que no puede ser un metabolito o
producto de descomposiciéon del analito.

e Sus propiedades fisicoquimicas deben ser parecidas a las del analito de interés.

e Debe ser estable.

e Debe ser facil de conseguir.

Enla bibliografia se encuentra que se han utilizado diferentes sustancias como estandar
interno para el andlisis de metformina en plasma, como fenformina [11] [12],

salbutamol [12], ranitidina [13], y atenolol [15].

1.6 Validacion del Método Analitico.

Finalmente, dado que los resultados obtenidos de los andlisis cromatograficos sirven de
base para la toma de decisiones relacionadas con la terapia a base de metformina, es un
requisito indispensable asegurar la calidad de la informacion obtenida de los analisis.
Es por esta razén que es de primordial importancia validar el método analitico

cumpliendo estrictos requisitos de calidad.

La validacién del método analitico es un paso obligatorio para evaluar la habilidad del

método desarrollado de proveer resultados exactos en el uso rutinario [35].

Revisamos en primer lugar la NOM-177-SSA1-2013 Que establece las pruebas y

procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a que deben
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sujetarse los Terceros Autorizados que realicen las pruebas de intercambiabilidad. Esta norma

define los criterios que deben reunirse para que un método bioanalitico sea apto para

establecer farmacocinética y biodisponibilidad, y es de observancia obligatoria en

nuestro Pais. Ademas de la NOM-177, se revisaron:

. Guidelines for Bioavailability & Bioequivalence Studies. Central Drug Standard

Control Organization, Directorate General of Health Services, Ministry of
Health & Family Welfare, Gobierno de la India, Nueva Delhi, Marzo 2005.
Bioanalytcal Method Validation Guidance for Industry, FDA, Estados Unidos
de América, 2018.

Guideline on bioanalytical method validation, EMA, Comunidad Europea,
2012.

Japanese Guidance on Bioavailability and Bioequivalence, NIHS, Japon, 2000.

5. Bioequivalencia y Biodisponibilidad, Anvisa, Brasil, 2016.

Bioanalytical Method Validation. ICH M10 Guideline 2019.

Y diversos articulos de divulgacion cientifica en el tema:

7.

8.

Bioanalytical method development and validation: Critical concepts and
strategies. Mohammad Mahdi Moein, Aziza El Beqqali, Mohamed Abdel-
Rehim. Journal of Chromatography B, 1043 (2017) 3-11.

Advances in validation, risk and uncertainty assessment of bioanalytical
methods. E. Rozet, R.D. Marini, E. Ziemons, kB. Boulanger. Ph. Hubert.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 55 (2011) 848-858.
Bioanalytical chromatographic method validation according to current
regulations, with a special focus on the non-well-defined parameters limit of
quantification, robustness and matrix effect. = Oskar Gonzalez, Maria
Encarnacion Blanco, Gorka Iriarte, Luis Bartolomé, Miren Itxaso Maguregui,
Rosa M. Alonso. Journal of Chromatography A. 1353 (2014) 10-27.

10. Validation of chromatographic methods in biomedical analysis. Viewpoint and

discussion. Roger Causon. Journal of Chromatography B, 689 (1997) 175-180.
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La comparacion de la bibliografia analizada puede verse en extenso en el Anexo 1. A
continuacion se definiran los parametros incluidos en el citado Anexo y en el disefio de
nuestra validacion, haciendo énfasis en lo incluido en la NOM-177-SSA1-2013, dado

que es la normatividad vigente y de observancia obligatoria en nuestro Pais.

Linealidad. “Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
una respuesta proporcional a la concentracion del compuesto en la muestra.” (NOM-177-SSA1-
2013). Este parametro se incluye en toda la bibliografia revisada, algunos
autores/editores lo manejan como calibracion, sin embargo, la esencia de la prueba es

la misma por lo que, para fines de este trabajo, las consideramos equivalentes.

Selectividad. “Es la capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el
compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos en la muestra”. (NOM-177-SSA1-
2013). Existe discrepancia entre los diversos autores/editores analizados, algunos de
ellos hacen distincion entre Selectividad y Especificidad, incluyendo en Selectividad
compuestos enddgenos relacionados con la matriz biologica utilizada, mientras que en
Especificidad se incluyen compuestos exdgenos como metabolitos, productos de
degradacién y farmacos concomitantes. La NOM-177-SSA1-2013, no hace distincién
entre Selectividad y Especificidad. En nuestro proyecto evaluamos en el rubro de

Selectividad compuestos endogenos y exogenos.

Precision (RyR). En la NOM-177-SSA1-2013 este parametro se divide en dos pruebas:
Repetibilidad, que corresponde a la primera R, que se define como: La precision bajo las
mismas condiciones de operacion en un intervalo corto de tiempo” y Reproducibilidad
intralaboratorio, la segunda R: “La precision bajo las variaciones que comunmente pueden
ocurrir dentro del laboratorio: diferentes dias, diferentes analistas”. En estas pruebas existe
considerable discrepancia entre los diferentes autores/editores revisados. Este
parametro también se conoce como Robustez y ha tomado gran importancia en la

actualidad, siendo el rubro que mayor polémica levanta entre los expertos. Los criterios
de aceptacion de las entidades normativas [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] se limitan al
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calculo del coeficiente de varianza de los resultados, sin embargo, los articulos revisados
dan especial importancia a este parametro de validacién, sugiriendo que se incluyan
otras técnicas de andlisis de datos, como por ejemplo, el uso de Andlisis de Varianza
(ANOVA) de un solo factor [35] [36], o multifactorial [35] [37]; considerar diferentes
niveles o fases de Robustez incluyendo cambios en las condiciones de analisis
(composicion de la fase mévil, modificaciones de pH), cambios de columna, de equipo,
de laboratorio [35] [37] ademas del cambio de analista y dia considerado en la

normatividad.

Exactitud. “Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia” (NOM-177-SSA1-2013). Se usan los mismos datos que se obtienen de las
pruebas de Precision. También es fuente de controversia en cuanto al analisis de datos.
Las fuentes normativas se limitan al calculo de los porcentajes de recobro, mientras que
los articulos estudiados incluyen el calculo del sesgo [35] [36] y andlisis de residuales
[36].

Estabilidad. “Propiedad del compuesto por analizar en una matriz bioldgica, de conservar sus
caracteristicas, desde el momento de muestreo hasta el andlisis de todas las muestras, asi como su
reandlisis (en caso de realizarse este ultimo)” (NOM-177-SSA1-2013). Esta prueba también
es considerada por todos los autores/editores consultados, y aunque existen ligeras
discrepancias en el numero de réplicas a analizar y las concentraciones que deben
incluirse en el estudio, se encontré que hay un consenso en cuanto a las pruebas que
deben incluirse: la estabilidad de las soluciones stock, la estabilidad de la muestra
procesada, la estabilidad de la muestra en el automuestreador, los ciclos de
congelacion/descongelacion y la estabilidad de la muestra a largo plazo [16] [17] [18]
[19] [20] [21] [22] [35] [36] [37] [38].

Acarreo. “Efecto generado por la aparicion o aumento de la sefial del analito o estandar interno
causado por la contaminacion de muestras anteriores” (NOM-177-SSA1-2013). La NOM-
177, solo incluye este parametro para los métodos por espectrometria de masas, la

mayoria de los autores/editores revisados recomiendan inyectar entre uno y tres
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blancos de fase mévil después de la inyeccion del limite superior de la curva de

calibracién para verificar la elucion completa de la matriz [18] [20] [22] [37] [38].

Integridad de la dilucion. Este parametro no se incluye como tal en la NOM-177-SSA1-
2013, aunque si es parte de las muestras que se incluyen en las pruebas de Precision y
Exactitud. La ICH la define como: “La evaluacion del proceso de dilucion de una muestra
que ast lo requiera para asegurar que se conserva la precision y la exactitud en la determinacion
del analito”. Todos los autores/editores que la incluyen [17] [18] [20] [22] [35] [37],
coinciden en que no es valido extrapolar muestras. Si alguna muestra tuviera una
concentracion mayor que la incluida en el intervalo de calibracion, debera preparase

una dilucién con la misma matriz de la muestra.

Sensiblidad. En la NOM-177-SSA1-2013 se incluye como Limite Inferior de
Cuantificacion (LIC) y se define como “La concentracion mds baja del analito que puede
medirse cumpliendo con la precision y exactitud, determinada en funcion de las necesidades de
cuantificacion del estudio”. En términos generales, las diferentes normas revisadas
consideran que la sensibilidad del método bioanalitico esta dada por este LIC, sin
embargo, en los articulos se incluyen otros criterios ademas del LIC, como el célculo
de la pendiente de la curva de calibracién [36], o la determinacion de la sefial del blanco

en el tiempo de retencién del analito [37].

Recobro Absoluto. Esta prueba no se incluye en la NOM-177-SSA1-2013, sin embargo,
se decidi6 incluirla porque la informacion que aporta para la evaluacion del método
analitico desarrollado suma a la robustez y no presenta mayor dificultad ni aumento
significativo en el costo del proceso. La NIHS define al Recobro como: “Una medida de
la eficiencia a la que un método analitico es capaz de recuperar al analito a traveés del procesamiento
de la muestra”. Se compara la respuesta obtenida de la muestra preparada en la matriz

biolégica comparada con una solucion del analito [19] [36] [20].
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1.7 Justificacion

La metformina es el farmaco de eleccion cuando se presenta pérdida de la homeostasis
del metabolismo de la glucosa [3] [4] [5] [7] [8] [25] . Es una molécula de bajo peso
molecular, de naturaleza basica y muy polar [23]. Sus propiedades fisicoquimicas
hacen dificil su analisis por técnicas cromatograficas. Derivado de la baja
reproducibilidad que se ha encontrado en las técnicas cromatograficas publicadas [11]
[12] [13] [14] [15], nos hemos dado a la tarea de desarrollar un método analitico que
cumpla con los pardmetros que requerimos. Dado que la calidad de los datos de un
analisis biofarmacéutico es de primordial importancia para la toma de decisiones, es
indispensable que el método analitico utilizado para la obtencion de los datos cumpla

con los mas estrictos criterios de calidad.

El método analitico debe demostrar, al menos, lo incluido en la NOM-177-SSA1-2013:

* Linealidad »  Precision
FExactitud e Sensibilidad
« Robustez *  Selectividad

» Estabilidad

1.8 Objetivo General

Desarrollar y validar un método bioanalitico para la cuantificaciéon de metformina en

plasma humano utilizando un sistema HPLC/PDA.
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1.9

Objetivos Especificos

Revisar Bibliografia.
Desarrollar el Método Analitico:

Desarrollar el Sistema Cromatografico.

Desarrollar el Método de Extraccion de Muestra.
Validar el Método Analitico:

Definicion de los Parametros de Validacion y los Criterios de
Aceptacion de las pruebas a realizar (Protocolo de Validacion)
Realizar las Pruebas de Validacion del método analitico.

Evaluar y dictaminar los resultados.
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2. Materiales y Métodos.

2.1 Equipo, Materiales, Consumibles, Sustancias de Referencia,
Reactivos y Material Biolodgico.
2.1.1 Equipo

Cromatografo de liquidos Shimadzu Prominence LC2030C3DPlus.
Equipado con detector de arreglo de diodos (PDA), automuestreador con
control de temperatura, horno para columna, bomba cuaternaria para
gradiente de baja presion, software y equipo de computo para el
procesamiento de datos, Ups

Colector para placas de extraccion de 96 pozos Waters

Bomba de vacio para colector para placas de extraccion
Microcentrifuga criogénica Eppendorf 5415R

Centrifuga clinica DLAB DM014

Ultracongelador Revco (-70°C)

Congelador Frigidaire (-20°C)

Refrigerador Nieto (5°C)

Balanza analitica Ohaus Voyager

Potenciometro Oakton

Sistema de purificacion de agua Milli-Q

Sistema de Ultrafiltracidén para Fase Movil Supelco

2.1.2 Materiales

Micropipeta Eppendorf de 500-2500 pl
Micropipeta Transferpette Brand de 100-1000 ul
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e Micropipeta Biopette Labnet 100-1000 pl
e Micropipeta Pipetman Gilson 50-200 pl
e Micropipeta Axygen 2-20 pl

e Micropipeta Axygen 10-100 ul

2.1.3 Consumibles
e Placa de extraccion de 96 pozos con 30 mg de empaque HLB por pozo
e Columna HPLC y precolumna Zorbax Extend C-18 4.6 x 150 mm, 5 um
e Columna HPLC y precolumna Restek Ultra C-18 4.6 x 150 mm, 5 pm
e Columna HPLC Zorbax Eclipse XDB-Phenyl 4.6 x 150 mm, 5 pm
e Columna HPLC Zorbax Sb-Aq 4.6 x 150 mm, 5 pm
e Columna HPLC Zorbax RP 4.6 x 150 mm, 5 um
e Viales para HPLC de 1.5 ml
e Insertos de vidrio 250 ul pie polimérico
e Septas PTFE/Silic. Roja, 8.7 mm
e Tubos Eppendorf de 1.5 ml
e Jeringas para insulina
e Membranas de filtracion Nylon Syr Filter, 4mm
e Tubos para centrifuga de 15 ml Santa Cruz
e Membranas de filtracion Durapore PVDF 0.45 um
e Puntas para micropipeta 1000 ul Axygen
e Puntas para micropipeta 100 pl Axygen
e Tiras de pH 0.0-14.0

2.1.4 Materiales de Referencia

e Pioglitazona. Sigma. LRAB3624
e Metformina. Sigma. LRAB3694
e Rosiglitazona. USP. F0J407
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e Fenformina. Sigma. MKCD3844

e Ranitidina. Sigma. LRAB9973

e Salbutamol. Ventolin solucion, 5 mg/ml. GSK. Lote: 4TM4M

e Omeprazol, capsulas de 20 mg. Synthon México, S.A. de C.V. No. Lote:
Z18076A

e Ibuprofeno, Advil Max 400 mg, Pfizer de México, S.A. de C.V. No. Lote:
XJ20190128

e Glibenclamida, pastillas de 5 mg. Novag Infancia S.A. de C.V. No. Lote:
710449

2.1.5 Reactivos
e Fosfato monobasico de potasio. KH,PO,. J.T. Baker. Lote: M02C08
e Duodecil sulfato de sodio. SDS. Sigma Life Science. Lote: SLBT5968
e Acido fosforico. H;PO,. LT Baker. Lote: K28C57
e Acido perclérico. HCIO, Sigma. Lote: SHBJ0892
e Hidroxido de potasio. KOH. JT Baker. Lote: 512964
e Acetonitrilo grado HPLC. JT Baker. Lote: V49C57
e Diclorometano. CH,Cl,. Sigma. Lote: SHBK8159
e Agua MilliQ

2.1.6 Material Biologico

e Plasma humano donado por la Unidad de Medicina Transfusional del

Hospital Civil de Guadalajara
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2.2 Desarrollo Analitico.

El método desarrollado, sera utilizado para determinar la concentraciéon de metformina

en plasma de voluntarios sanos durante un estudio de farmacocinética.

En la bibliografia consultada se encontr6 que la concentracién maxima en plasma
(Cmax) va de 600 ng/ml a 3 500 ng/ml. [25] [28] [29] [30] . Se encontrd una referencia
de Cmax en mexicanos de 2 352.3 + 736.3 ng/ml [28].

Con base en esta informacion y en el requerimiento de la NOM-177-SSA1-2013 que
indica que se requiere un limite inferior de cuantificacion (LIC) equivalente a un 5% de
Cmax, y considerando una Cmax tedrica de 3 000 ng/ml, se propuso un intervalo de

cuantificacion que vaya de 150 — 3 000 ng/ml de plasma.

De acuerdo con lo incluido en la NOM-177-SSA1-2013 y demas bibliografia consultada

(Anexo 1), el método analitico desarrollado debera:

e Ser validado en el sitio de analisis y alcanzar el propoésito para el que ha sido
desarrollado.

e Las curvas de calibracién y las muestras de control se deberdn preparar en la
misma matriz bioldgica que las muestras a analizar.

e La corrida no debera exceder los 20 minutos.

e  Larespuesta analitica de las interferencias proéximas al tiempo de retencién deberd
ser menor al 20% para el LIC y del 5% para el estandar interno.

e En cada corrida analitica debera incluirse una prueba de Adecuabilidad del
Sistema. El Coeficiente de Varianza (CV) de la respuesta del analito y del estandar
interno deberd ser maximo 3%.

e En cada corrida analitica deberd incluirse una curva de calibracién de 6 niveles

mas un Blanco Muestra (BM) y un Blanco Cero (BO). El intervalo de
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cuantificacion del método analitico deberd cubrir de los 150 a los 3000 ng/ml. En
caso de que el intervalo de cuantificacion planteado sea demasiado amplio y no se
logren cumplir los criterios de aceptacion, podra disminuirse el Limite Superior de
Cuantificacion (LSC) para satisfacer los criterios establecidos. De darse esta
situacion, deberd evaluarse la Integridad de la Dilucion. Los resultados de la curva
de calibracion deberan cumplir los criterios establecidos en la prueba de Linealidad
del Método Analitico.

El Recobro calculado de las Muestras Control debera ser de + 15% para todos los
niveles, a excepcion del LIC que podra ser de + 20%.

El Coeficiente de Varianza de las Muestras Control debera ser <15% para todos

los niveles, a excepcion del LIC que podra ser < 20%.

2.2.1 Definicidén de condiciones cromatograficas.

Para

definir las condiciones cromatograficas, primero procuramos buenos resultados

con el analito y el estandar interno en solucién. Una vez alcanzados los criterios de

aceptacion con los analitos en solucion, procedimos a probar métodos de extraccion de

muestra. Nos enfrentamos a dos problemas fundamentales:

La naturaleza basica y muy polar de la metformina, hacia dificil su retencién en
la columna. Fue necesario aumentar la retenciéon para poder obtener buena
resolucion entre la metformina y los demdas componentes no retenidos del
plasma.

Al aumentar la retencion de la metformina en la columna, la retencion del
estandar interno podia ser demasiada y requerir de corridas muy largas (mas de

20 minutos).

En todos los casos se utilizo un buffer de KH,PO,: SDS y ACN como componente
organico [11][12][13][14] [25] (Ver punto 2.2.4.1 Preparacion de la Fase Moévil).

Se probaron varias Fases Estacionarias, modificando la proporcién de los solventes,

la temperatura de la columna y el flujo.
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e Columna HPLC y precolumna Zorbax Extend C-18 4.6 x 150 mm, 5 pm.

e Columna HPLC y precolumna Restek Ultra C-18 4.6 x 150 mm, 5 pm.

e Columna HPLC y precolumna Zorbax Eclipse XDB-Phenyl 4.6 x 150 mm, 5
pm.

e Columna HPLC y precolumna Zorbax Sb-Aq 4.6 x 150 mm, 5 pm.

e Columna HPLC y precolumna Zorbax RP 4.6 x 150 mm, 5 um.

Los mejores resultados se obtuvieron con la columna HPLC Zorbax RP 4.6 x

150 mm, 5 pm.

Se probaron tres concentraciones de SDS para tratar de mejorar la retencion de
los analitos en la columna: 0.001 M, 0.002 M, 0.003 M. La que dio mejores
resultados fue: 0.002 M. La concentraciéon de KH,PO, que se utiliz6 fue de
0.006 M.

También fue necesario cambiar de Estandar Interno mas de una vez.

e La Fenformina [11] se retiene demasiado en la columna y la corrida
resulta demasiado larga.

e El Salbutamol [12] funciona bien en la Columna Zorbax Extend C-18 y
la Restek Ultra C-18, pero se fracciona en las columnas para compuestos
basicos como la Zorbax Sb-Aq y la Zorbax RP.

e Finalmente, la ranitidina [13] cumplié con los requisitos de tiempo de

retencion, resolucion y forma de pico requeridos (figs 6 y 7).

Las condiciones cromatograficas definitivas fueron:
e Cromatégrafo de liquidos Shimadzu Prominence LC2030C3DPlus.
Equipado con detector de arreglo de diodos (PDA), automuestreador con

control de temperatura, horno para columna, bomba cuaternaria para
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gradiente de baja presidn, software y equipo de computo para el

procesamiento de datos.
Detector: PDA: a 233 nm para la metformina y 320 nm para la ranitidina.

Fase Moévil: KH,PO, 0.006 M/SDS 0.002 M: ACN, 73:27., Flujo: 1.0

ml/min.

Columna y precolumna: HPLC Zorbax RP 4.6 x 150 mm, 5 pm.
Temperatura de la Columna: 30°C.

Temperatura del Automuestreador: 20°C

Volumen de Inyeccion: 10 ul

Tiempo de corrida: 13 min.

[Operate: |
Data 1:LAVADO008 Jcd PDA Ch1 233nm 4nm | Data2:LAVADO00S Jed PDA Ch2 320nm 4nm |
Calouiate |
w
DataT:LAVADOO08 Icd PDA Ch1 233nm, 4nm Time 0.000 Inten. 0 A

15000-{Data2 LAVADO00S Icd PDA Ch2 320nm, 4nm.

12500+

10000

7500 Metformina

5000

] L L Ranitidina
o2

Figura 6 Cromatograma de metformina (233 nm, 6.1 min) y ranitidina (320 nm, 9.8 min) en solucion

o <
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[Operate : ]
Datal:A3 03lcd PDA Ch1 233m 4om | Data2:8M21cd PDACh1 233m 4 |

Time 2.772 Inen. 7945

3.1§d PDA Ch1 233fim,;
IData2:BM 2Joff PDA Ch1 233n(p4nm

1250+

1000+

750

Metformina Ranitidina

500+

250+

00 10 20 30 40 50 60 70 80 %0 100 110 120 120 140 min

Figura 7 Cromatograma de metformina (233 nm, 6.1 min) y ranitidina (320 nm, 9.8 min) en plasma

2.2.2 Desarrollo del método de tratamiento de muestra.

Se probaron diferentes protocolos de tratamiento de muestra (Fig. 8). En todos los
casos, se tomaron 500 pl de plasma + 50 pl de solucién de referencia E (ver tabla 4).
Todas las muestras fueron filtradas a través de una membrana de PVDF de 0.45 um
antes de su inyeccién al HPLC. Vea la seccidén 2.2.4.2 Preparacion de soluciones
reactivo para ver como se preparan las soluciones que se utilizaron durante el

tratamiento de las muestras.

Por un lado, se probo la acidificacion con H;PO, al 5% y posterior extraccion en

cartuchos de fase sélida. Se probaron los empaques enlistados a continuacion:

e C(Cl18: La metformina no se retiene en el cartucho.

e CN: La metformina no se retiene en el cartucho.

e HLB [1]: La metformina se retiene irreversiblemente en el cartucho. Con este
empaque se intentd tanto acidificar con H;PO, al 5% como alcalinizar con
hidroxido de amonio al 5% (de acuerdo con el inserto del proveedor). En
ninguno de los dos casos se logrd eluir la metformina del cartucho. Creemos
que esto se debe al elevado pKa de la metformina (12.4) [23]. que es bastante

mas alto que el pKa del hidroxido de amonio (9.8) [23].
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IC: También se intentd con cartuchos de intercambio cationico. El pH que se
alcanz6 con el hidréxido de amonio no fue suficiente para desionizar a la

metformina y tampoco se logré eluir la metformina del cartucho.

Por otro lado, se prob¢ la precipitacion de proteinas con dos estrategias fundamentales:

precipitacion con ACN, y precipitacion con HCIO4 4 M.

Para precipitar con ACN, se utilizé una proporcion 2:1 ACN: Plasma cargado [11].

Se centrifugé a 15,000 rpm por 10 minutos; se tomé el sobrenadante; y se
repitieron los protocolos de extraccion para los cartuchos HLB e IC. Se filtro el
eluido e inyectamos al HPLC. La metformina no se retuvo en el cartucho.

Se centrifug6 a 15,000 rpm por 10 minutos; se tomo el sobrenadante; se evaporo
a sequedad en un bafio maria a 40°C bajo corriente de aire; se reconstituyo en
500 pl de fase movil; y se inyecté al HPLC. Este método parecia funcionar
bien, resulto selectivo y lineal, sin embargo, al efectuar la prueba de acarreo,
habia un componente del plasma con un tiempo de retencién de 27 minutos.
Con el proposito de eliminar la interferencia de los 27 minutos, se lavaron las
muestras con diclorometano y se reconstituyeron en ACN. La muestra estaba
muy diluida y no se logro la sensibilidad definida en el alcance del método.
Para tratar de mejorar la sensibilidad, se evaporo6 la muestra a sequedad en un
bafio maria a 40°C bajo una corriente de aire y se reconstituyé en FM. El

método no resultd reproducible.

Para precipitar con HCIO, [14] [39]

A la muestra cargada se le afiadieron 100 pl de una solucion de HCIO, 4 M; se
dejo reposar por 10 min; se centrifugd a 15,000 rpm por 10 min; se decant6 el
sobrenadante; y se neutralizdé con 100 pl de KOH 4M; se dej6 reposar por 10

min mas; se centrifugd nuevamente a 15,000 rpm por 10 minutos; se decant6 el
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sobrenadante y se sometié a extraccion en los cartuchos de HLB e IC. La
metformina no se retuvo.

A la muestra cargada se le afiadieron 100 pl de una solucién de HCIO, 4 M
[14]; se dej6 reposar por 10 min; centrifugamos a 15,000 rpm por 10 min; se
decantd el sobrenadante; se neutralizd6 con 100 pl de KOH 4M [39]; se dejo
reposar por 10 min mas; se centrifugd nuevamente a 15,000 rpm por 10 minutos;
se decantd el sobrenadante y, utilizando tiras de pH, se midi6 el pH de las
muestras para intentar una inyeccién directa en el HPLC. Habia una enorme
variacion en el pH de las muestras procesadas, el pH cambiaba en un intervalo
entre 2 y 10 u-pH. Para resolver este problema se prepard un blanco de plasma
y se le agregaron 100 ul de KOH 4 M, se dej6 reposar 10 minutos y se midi6 el
pH; se agregaron 5 pl mas de KOH 4 M y se dejo reposar nuevamente; se repitio
esta operacion hasta que el pH de la muestra fue 4. Finalmente, se logrod
estandarizar un volumen de 120 pl de KOH 4 M: 100 pl de HCIO, 4 M.
Anadiendo estos volumenes de solucion a los 550 ul de plasma cargado, se
obtuvieron muestras con un pH que iba en un intervalo de 2 a 4, que resulta
apropiado para una inyeccion directa al HPLC. Este tratamiento de muestra

cumpli6 los requerimientos establecidos en el alcance del método.
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Figura 8: Protocolos de tratamiento de muestra probados durante el Desarrollo Analitico.
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2.2.3 Evaluacion y dictaminacidn preliminar del sistema cromatografico,

del método de extraccion y del intervalo de cuantificacion.

Durante el Desarrollo de este Método Analitico se definieron tres pruebas criticas:

Linealidad, Reproducibilidad y Acarreo.
2.2.3.1 Linealidad y Reproducibilidad Preliminares.

Para establecer el intervalo en el que el método es lineal, se prepararon soluciones de
referencia (ver 2.2.4.3 Preparacidon de las Soluciones de Referencia) y una curva de

calibracion de nueve niveles como se indica en las tablas 1y 2.

Tabla 1: Soluciones de Calibracion durante el Desarrollo Analitico

Solucién M2 R2 | ACN Metformina | Ranitidina

() | (u)|  (u) (ng/mL) (ng/mL)
A 5 160 835 389 12 825
B 10 160 830 778 12 825
C 20 160 820 1556 12 825
D 40 160 | 800 3112 12 825
E 80 160 | 760 6 224 12 825
F 120 160 | 720 9336 12 825
G 200 160 | 640 15 560 12 825
H 250 160 | 590 19 450 12 825
I 320 160 | 520 24 899 12 825
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Tabla 2: Curva de Calibracién utilizada durante el Desarrollo Analitico

Nivel Plasma | Metformina (ng/ml) Ranitidina (ng/ml)

BM* | 50 ul de ACN 500 pl 0 0

B0* | 50 ul de solucion R3 | 500 pl 0 1283
1 |50 uldesolucion A | 500 ul 37 1283
2 | 50 pl de solucion B 500 pl 75 1283
3 | 50 pl de solucion C 500 pl 149 1283
4 | 50 pul de solucion D | 500 pl 215 1283
5 | 50 pl de solucion E 500 pl 598 1283
6 | 50 pl de solucion F 500 ul 896 1283
7 | 50 pl de solucion G | 500 pl 1494 1283
8 |50 pldesolucion H | 500 pl 1 868 1283
9 | 50 pl de solucion 1 500 ul 2 391 1283

Las respuestas obtenidas del blanco muestra (BM) y blanco cero (B0) pueden verse en
la figura 9. Puede observarse que no hay respuesta en el tiempo de retencion de la

metformina ni tampoco en el tiempo de retencidn de la ranitidina.

Se inyect6 la curva por duplicado en dos dias diferentes, obteniendo los siguientes

resultados (figs. 10y 11):
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[ Operate : ]
Data1:80.1)cd PDA Ch1 233nm.4nm | Data2:BM.1.Jcd PDA Ch1 233nm.4nm |

Calculate |

Data2:BM.1[lcd PDA Ch1 233nm,40m

1250 \

1000

uv
1500~ - Data1:80.1Jcd PDA Cht 233nr‘, nm Time - - 6:838 - -Inten. 21 A

750+

500+

-

0.0 10 20 20 a0 50 60 70 80 9.0 10.0 110 12.0 13.0 140 min

Ranitidina

Figura 9 BM: muestra de plasma sin analito ni estandar interno (cromatograma color rojo), vs BO: muestra de plasma mds
estandar interno (cromatograma azul). Puede observarse que no hay respuesta para el analito ni el estandar interno en el BM.

e Elnivel 1 de la curva (37 ng/ ml) no se detect6 en el dia 1, solo se detectd en el
dia 2, al estar muy por debajo del limite de cuantificacion requerido, se decidid
iniciar la curva de calibracion en el nivel 2, es decir, 70 ng/ ml que sigue estando
muy por debajo de los 150 ng/ ml requeridos.

e FElnivel 9 de la curva de calibracion tiene buena reproducibilidad, repetibilidad
y exactitud, pero estd por debajo de la Cmax de 3,000 ng/ ml requerida. Para
resolver este problema, se incluird en la validacion una prueba de Integridad de
la Dilucion.

e Solo se requieren 6 puntos en la curva de calibracion. Para procurar que los
niveles sean equidistantes, en lo sucesivo, se incluyeron los siguientes niveles de

concentracion en las curvas de calibracidn (tabla 3):
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Tabla 3:Niveles de la Curva de Calibracién

Nivel | Metformina
(ng/ml)

1 71

2 106

3 284

4 851

5 1418

6 2 269

Met 8 ColbesionCuree Mew  (§iCompound (HGaroup
Id w sl Metfomra -
ﬂyml I; jAres Hatei)
Al ND ND ND ] L/
A2 50 71 3 o 7
A3 115 108 1 . / | ]
A4 304 107 0 Y=X*a*EXP(b)
25 i _
AS 539 95 2 > = 1.12233
ke =0.05944095
AB 821 97 0 1] R2=0.9996868
AT 1444 102 1 2] R=0.99628384
AB 1728 88 0 2] RS5= 1.76333e-1
.Ag 2255 lm 1 3.8 .-25 _ ;15 — 4.5 —— l'llu -LIIEU‘[ Fafia) |

Figura 10: Linealidad dia 1. Factor de Respuesta: Area, Ajuste: Exponencial. Concentracion de metformina (ng/ml), Porcentaje
de Recobro (%R) y Coeficiente de Varianza (CV) de cada punto de la Curva de Calibracion. ND: No detectado
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Met B Calbesion Curve View (&) Compound () Group
Id %R cv B h?::; Rty
ng/ml 2
B1 61 172 ND 5 )')/
B2 79 112 ND " i
05
B3 138 130 ND N
B4 300 106 ND 25 3 Y=X"a*EXP(b)
BS 454 80 ND el a= 1.09187
BE 888 105 ND a8 » b=1.14921
a7 1116 9 ND 20] R2=0.9902625
R=0.9951197
-2 5
B8 1677 95 ND i / RSS= 5.386586e-1
B9 2345 104 ND 3 30 Je 20 A5 B A5 :mu'_‘n-.e Awse)

Figura 11: Linealidad dia 2. Factor de Respuesta: Area, Ajuste: Exponencial Concentracién de metformina (ng/ml), porcentaje

2.2.3.2  Acarreo.

Para evaluar el acarreo, se inyect6 el nivel 9 de la curva de calibracion (2 391 ng/ ml)

de recobro (%R) y coeficiente de varianza (CV) de cada punto de la curva de calibracion. ND: No detectado

de metformina, seguida de 3 inyecciones de la fase movil. En la figura 12 puede

apreciarse que no hay sefial en las inyecciones de fase movil a lo largo del tiempo de

corrida, por lo tanto, se puede concluir que no hay acarreo detectable.
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Figura 12: Inyeccién de plasma cargado con 2 345 ng/ ml de metformina y 1 440 ng/ml de Ranitidina, con tres inyecciones
consecutivas de fase mévil. Puede verse claramente que no se detecta acarreo.
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2.2.4 Descripcion del método desarrollado.

2.2.4.1. Preparacion de la Fase Movil.
ACN

e Se filtr6 ACN grado HPLC con membrana de PVDF 0.45 um y se aplico vacio

hasta que ya no se apreciaban burbujas.

Agua Milli-Q.

e Se filtré agua Milli-Q con membrana de PVDF 0.45 um y se aplico vacio hasta

que ya no se apreciaban burbujas.
Buffer de KH,PO,: SDS

e Se pesaron 577 mg de SDS que se disolvieron en 800 ml de agua Milli-Q.

e Se pesaron 850 mg de KH,PO, que se disolvieron en 200 ml de agua Mili-Q.

e Ambas soluciones se mezclaron lentamente para evitar la formacién de
burbujas.

e Seajustd el pH a 5.2 con H;PO, al 10%.

e Se filtr6 con membrana de PVDF 0.45 um y se aplic6 vacio por 5 minutos

hasta que ya no se apreciaban burbujas.

Composicion de la Fase Mévil: 73:27 Buffer: ACN. Al terminar la corrida
cromatografica se lavo el equipo con Agua: ACN 50/50 a un flujo de 1.0 ml/min
durante 60 minutos. Nota: Sila columna se va a almacenar, se pasa ACN al 100% a un

flujo de 1.0 ml/min durante 30 minutos mds.
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2.2.4.2 Preparacion de Soluciones Reactivo.

Acido perclorico 4 M (HC1O,). Se disolvieron 60 ml de HCIO, concentrado en 30 ml

de agua destilada y se llevaron a 100 ml con agua destilada.

Hidréxido de Potasio 4 M (KOH). Se pesaron 22.4 g de KOH, se disolvieron en 60 ml

de agua destilada y se llevaron a 100 ml con agua destilada.

Acido fosforico al 5% (H;PO,). Se tomaron 5 ml de H;PO, concentrado, se disolvieron

en 80 ml de agua destilada y se llevaron a 100 ml con agua destilada.

Acido fosforico al 10% (H;POy4). Se tomaron 10 ml de H3;PO, concentrado, se

disolvieron en 80 ml de agua destilada y se llevaron a 100 ml con agua destilada.

2.2.4.3 Preparacion de las Soluciones de Referencia.

Preparacion de las soluciones de metformina (M). Se pesaron 10 mg de metformina
clorhidrato, equivalentes a 7.8 mg de metformina base, se transfirieron a un matraz
volumeétrico de 10 ml, se disolvieron en 5 ml de ACN, y se llevaron a volumen con ACN,
esta solucion tenia una concentracion final de 0.78 mg/ml (Solucion M1). De esta
solucidn se tomo 1 mly se llevd a 10 ml con ACN (Solucion M2), esta solucion tenia una

concentracion final de 0.078 mg/ml de metformina base.

Preparacion de las soluciones de ranitidina (R). Se pesaron 10 mg de ranitidina
clorhidrato (estandar interno), equivalentes a 9.0 mg de ranitidina base, se transfirieron a
un matraz volumétrico de 10 ml, se disolvieron en 5 ml de agua Milli-Q, y se llevaron a
volumen con agua Milli-Q, esta solucidén tenia una concentracién final de 0.9 mg/ml
(Solucion R1). Se tom6 1 ml de Solucién R1 y se llevo a 10 ml con ACN, esta solucion
tenia una concentracion final de 0.09 mg/ml (Soluciéon R2). Se tomaron 160 ul de la
solucidén R2 y se llevaron a 1 ml con ACN, esta solucién tenia una concentracion final de

1.44 x 10° mg/ml que equivalen a 1440 ng/ml (Solucién R3)
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2.2.4.4 Preparacion de las Soluciones de Calibracion.
Se tomaron los volumenes indicados en la tabla 4 para preparar las soluciones de calibracion, y
de ahi se tomaron los volumenes indicados en la tabla 5 para preparar la curva de calibracion en
plasma.

Tabla 4: Soluciones de Calibracion

M2 R2 | ACN Metformina | Ranitidina
Solucion

() | (u)|  (u) (ng/mL) (ng/mL)
A 10 160 830 780 14 400
B 15 160 | 825 1170 14 400
C 40 160 | 800 3120 14 400
D 120 | 160 | 720 9 360 14 400
E 200 160 | 640 15 600 14 400
F 320 160 | 520 24 960 14 400

Preparacion de la curva de calibracion

Tabla 5: Curva de Calibracién en Plasma

Nivel Plasma Metformina Ranitidina
ng/ml ng/ml
BM* | 50 ul de ACN 500 pl 0 0
B0* | 50 ul de solucién EI3| 500 ul 0 1 440
1 | 50 pl de solucion A | 500 pl 71 1 440
2 | 50 pl de solucion B | 500 pl 106 1 440
3 |50 pl de solucion C | 500 pl 284 1 440
4 | 50 ul de solucion D | 500 pl 851 1 440
5 |50 pl desolucion E | 500 pl 1418 1 440
6 | 50 ul de solucion F | 500 pl 2269 1 440

2.2.4.5 Condiciones cromatogrdficas.

e Columna y precolumna: Zorbax RP 4.6 x 150 mm, 5 pm
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Fase Movil: KH,PO, 0.006 M/SDS 0.002M: ACN, 73:27
Flyjo: 1.0 ml/min

Temperatura de la columna: 30°C

Temperatura del automuestreador: 15°C

Detector: PDA: metformina a 233 nm, ranitidina 320 nm
Volumen de inyeccion: 10 pl

Tiempo de corrida: 13 min

2.2.4.6 Tratamiento de muestra:

Se tomaron 500 pl de plasma y se agrego el volumen de solucion indicado en la
tabla 5 que correspondiera con la concentracién nominal de la muestra que se
estaba preparando

Se agregaron 100 pul de HCIO, 4 M y se agito

Se dejo reposar la muestra durante 10 min

Se centrifugé a 15,000 rpm a 15°C por 10 min

Se tomo el sobrenadante

Se agregaron 120 ul de KOH 4 M y se agito.

Se dejo reposar por 10 min

Se centrifugo a 15,000 rpm a 15°C por 10 min

Se tomo el sobrenadante

Se midio el pH con tiras de papel para verificar que se encontrar en el intervalo
de2a4

Se acondicion¢ el filtro de membrana de PVDF de 0.45 pm con agua Milli-Q
Se filtr6 la muestra

Se inyectaron 10 pl
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2.3 Validacidon del Método Analitico.

2.3.1 Definicion de los Parametros de Validacion y los Criterios de

Aceptacion de las pruebas a realizar (Protocolo de Validacion)

2.3.1.1 Adecuabilidad del sistema
Se inyect6 por quintuplicado una solucién preparada con 50 pl de solucion E de la tabla
5y 500 pl de ACN. Se filtr6 por membrana de PVDF de 0.45 um. Esta prueba se llevo

a cabo al principio de cada corrida analitica.

De las respuestas producidas por metformina/ranitidina se obtuvo:

e (CV entre las respuestas producidas por metformina y ranitidina.

Criterios de aceptacién:

e (CV<3%.

2.3.1.2 Linealidad.
Se evaluo6 la linealidad inyectando por duplicado la curva de calibracién preparada
como se incluye en las tablas 4 y 5. Esta curva se prepar6 por quintuplicado. Blanco

Matriz (BM) y Blanco Cero (B0) no se incluyeron en los calculos.

De las respuestas producidas por metformina / ranitidina, se obtuvo:

e Relacion del Area de metformina/ranitidina.
e Relacion de la Altura de metformina/ranitidina.

e Analisis de residuales. Se analiz6 la diferencia entre los valores observados de y y
los valores y ajustados o residuales utilizando los datos de las 5 curvas de
calibracion preparadas. Se construyo una grafica de residuales estudentizados
(residual crudo/error estandar) vs el numero de desviaciones estandar para evaluar

la bondad de ajuste del modelo [35] [36].
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Se busco el modelo matematico mas sencillo que se ajustara a nuestros datos,
considerando que podia ser lineal, logaritmico o ponderado [16] [17] [18] [19] [20]
[21] [22] [35] [36] [40].

Se construy6 la grafica concentracion vs funcion de respuesta (Area), de acuerdo

con los resultados del analisis de residuales. [12].
Se obtuvo la ecuacion de la recta [16] [18] [19] [20] [21] [22] [36] [37] [38].

Se calcul6 el Coeficiente de Determinacion (R?) [16] [18] [19] [20] [21] [22] [36]
[37] [38].

Se calcul6 el porcentaje de recobro (%R) [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [37] [38].

Criterios de aceptacion para Linealidad:

R*>0.98. [16] [18] [19] [20] [21] [22] [36] [37] [38]

Se especificé que para que el método fuera apto para su uso en un estudio de
farmacocinética, la variacion debia ser +15% de la concentracion, exceptuando el
primer punto que podia ser +20% de la concentracidon nominal. 50% de los puntos
de la curva debian cumplir ese criterio en cada corrida de validacion [16] [17] [18]
[19] [20] [21] [22] [37] [38].

Los residuales debian presentar valores aleatorios, el 95% de estos valores debian
caer en el intervalo que va de -2 a 2 desviaciones estandar. Si se observaba

heterocedasticidad conforme aumentaba la concentracion, seria necesario utilizar

un modelo de regresién ponderado [21] [22] [36] [37] [40].

2.3.1.3  Selectividad.

Se analizaron 6 plasmas de distinta fuente + plasma lipémico + farmacos
concomitantes [18] [19] [21] [22] [36] [37].
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Para los 6 plasmas de distinta fuente + plasma lipémico:

Se prepar6 un BM con cada una de las fuentes y el plasma lipémico.
Se preparo6 el nivel 3 (MCM) de la curva de calibracién incluida en la tabla 5

con cada uno de los plasmas a analizar.

Para los farmacos concomitantes:

Muestra Cargada de Concentracion Media (MCM). Se prepard por
cuadruplicado el nivel 3 (MCM) de la curva de calibracién incluida en la tabla
5.

Glibenclamida. Se molieron dos pastillas de glibenclamida en un mortero. Se
afiadieron 20 ml de acetonitrilo y se agito, se filtr6 con un papel Whatman del
numero 1 y se recupero el filtrado. Se coloco en un matraz volumétrico de 25
ml y se aford con agua. Se tomaron 100 pl de esta solucion y se llevaron a 5 ml
con acetonitrilo. Se tomaron 50 pul y se cargd una muestra MCM. Se filtr6 por
membrana de 0.45 pm y se inyect6 al cromatdgrafo [41].

Ibuprofeno. Se tomo una capsula de ibuprofeno y se disolvid su contenido en 20
ml de acetona. Se afor6 a 25 ml con acetona. Se tomaron100 pul y se llevaron a 5
ml con acetonitrilo. Se tomaron 100 ul y se llevaron a 1 ml con acetonitrilo. Se
tomaron 50 pul y se cargd una muestra MCM. Se filtr6 por membrana de 0.45 um
y se inyect6 al cromatografo [41].

Omeprazol. Se tomod una capsula de omeprazol y se disolvio su contenido en
15 ml de etanol. Se filtré con un papel Whatman del nimero 1 y se recuper?6 el
filtrado. Se coloc6 en un matraz volumétrico de 25 ml y se aford con etanol. Se
tomaron 50 pul de esta solucion y se llevaron a 5 ml con acetonitrilo. Se tomaron
50 pl y se cargd una muestra MCM. Se filtr6 por membrana de 0.45 um y se
inyect6 al cromatografo [41].

Pioglitazona. Se prepard una solucion de referencia pesando 10 mg de

pioglitazona, se llevo a 10 ml con metanol. Se tomaron 500 ul y llevar a 5 ml con
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acetonitrilo. Se tomaron 105 ul y se llevaron a 1 ml con acetonitrilo. Se tomaron
50 pl y se cargd una muestra MCM. Se filtr6 por membrana de 0.45 um y se

inyect6 al cromatografo [42].

Nota: La NOM-177-SSA1-2013 incluye un plasma hemolizado, sin embargo, se sabe que la

metformina se introduce a los eritrocitos [ 7], por lo que no deben analizarse muestras hemolizadas.

Criterios de aceptacion para Selectividad:

e Sihabia respuesta en el TR del analito, debia ser menor al 20% para el analito
y del 5% para el EI. [18] [19] [21] [22] [36] [37].

2.3.1.4 Estabilidad de la muestra [18] [19] [21] [22] [37] [38].

Estabilidad de las soluciones.

Solucion de comparacién. Se prepararon las soluciones de metformina y ranitidina se
indica en 2.2.4.4 Preparacion de las Soluciones de Calibracion. Las soluciones de

referencia se prepararon el mismo dia de su uso.

e  Solucidn de referencia. Se tomaron 50 pl de solucién D recién preparada, y 500 pl
de ACN. Se filtr6 con membrana de PVDF de 0.45 pm y se inyect6 por duplicado.
e  Solucidon de prueba. Se tomaron 220 ul de solucion M2 y 160 ul de solucion R2
ambas almacenadas a -20°C, y se llevaron a 1000 ul con ACN. Se tomaron 50 pl
de esta solucion y se llevaron a 500 pl con ACN. Se filtr6 con membrana de PVDF

0.45 pm y se inyect6 por duplicado.
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De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvieron:

Se obtuvieron las respuestas de metformina y ranitidina. Se calculd el porcentaje de

concentracion de las soluciones de acuerdo con la siguiente férmula [41]:

AMP/ARP x CMR

AMR/ARR CMP

x 100

Donde:

App: Area de metformina de prueba

Agp: Area de ranitidina de prueba

Apr: Area de metformina de referencia

Agg: Area de ranitidina de referencia

Cur: Concentracion de metformina de referencia
Cup: Concentracion de metformina de prueba

Criterios de aceptacion:

e Las soluciones fueron consideradas estables si la desviacién del porcentaje de

concentracion con respecto a la solucion de referencia no era mayor al 15%.

Estabilidad de muestras en el automuestreador.

e Preparacion de MCB y MCA. Se prepard, por duplicado, el nivel 2 (MCB) y 5
(MCA) de la curva de calibracion incluida en la tabla 5. Se inyect6 cada muestra
por duplicado a intervalos definidos. las muestras se conservaron en el

automuestreador durante toda la prueba.

De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvo:

e La concentracion de metformina en las muestras interpolando en la curva de

calibracion y se calcul6 el porcentaje de recobro (%R).
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Criterios de aceptacion:

e Las muestras fueron consideradas estables si la desviacion de la respuesta analitica
promedio con respecto a la obtenida con muestras recién preparadas no fue mayor

que 10%.

Ciclos de congelacion/descongelacion.

e Preparacion de MCB. Se tomaron 20 pl de solucion M2 + 980 ul de ACN. Se
tomaron 50 pl de esta solucién + 450 pl de plasma. Se prepard por duplicado. Las
muestras se almacenaron a -70°C, por lo menos 12 horas antes de su analisis. Se
evaluaron 3 ciclos de congelacion/descongelacion con periodos de
congelacion/descongelacion de al menos 12 horas entre cada uno.

e  Preparacion de MCA. Se tomaron 160 pl de solucion M2 + 740 pl de ACN. Se
tomaron 50 pl de esta solucion + 450 pl de plasma. Se preparo por duplicado. Las
muestras se almacenaron a -70°C, por lo menos 12 horas antes de su analisis. Se
evaluaron 3 ciclos de congelacion/descongelacion con periodos de
congelacion/descongelacion de al menos 12 horas entre cada uno.

e  Lasmuestras se atemperaron y se les afladieron 50 pl de soluciéon R3. Las muestras

se sometieron al tratamiento de muestra y se inyectaron al cromatografo.

De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvo:

e La concentraciéon de metformina en las muestras interpolando en la curva de

calibracion y se calculo el %R.

Criterios de aceptacién:

. Las muestras fueron consideradas estables si %R esta dentro del intervalo del
+15%.
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Muestra procesada.

e  Se analizo6 por duplicado el nivel 5 (MCA) de la curva de calibracion incluida en
la tabla 5 previamente procesados y almacenados a temperatura ambiente. Se

analizaron periédicamente inyectando cada una por triplicado.

De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvo:

e La concentracién de metformina en las muestras interpolando en la curva de

calibracion y se calcul6 el porcentaje de recobro (%R).

Criterios de aceptacion:

° Las muestras fueron consideradas estables si %R esta dentro del intervalo del
+15%.

Muestras sin procesar.

Se prepararon 6 MCB y 6 MCA como se indica a continuacion:

e  Preparacion de MCB. Se tomaron 20 pl de solucion M2 + 980 ul de ACN. Se
tomaron 50 pl de esta solucion + 450 pl de plasma. Se preparo6 por duplicado. Las
muestras se almacenaron en las mismas condiciones que las muestras de estudio
durante 13 semanas.

e  Preparaciéon de MCA. Se tomaron 160 pl de solucion M2 + 740 pl de ACN. Se
tomaron 50 pl de esta solucion + 450 pl de plasma. Se prepard por duplicado.
Las muestras se almacenaron en las mismas condiciones que las muestras de
estudio durante 13 semanas.

e  Se atemperaron las muestras y se afadieron 50 pl de solucién EI3. Las muestras

se sometieron al tratamiento de muestra y se inyectaron al cromatégrafo.

De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvo:

e La concentracién de metformina en el plasma interpolando en la curva de

calibracion y se calculo el porcentaje de recobro (%R).
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Criterios de aceptacién:

° Las muestras fueron consideradas estables si %R esta dentro del intervalo del
+15%.

2.3.1.5 Precision (RyR) y exactitud del método.

Repetibilidad y Exactitud (Pruebas Interdia e Intranalista).

Se prepararon las curvas incluidas en las Tablas 4 y 5 en 3 dias diferentes. Se prepararon

los puntos 1,3 4y 5 por triplicado [16] [17] [18] [19] [21] [22] [36].

De las respuestas producidas por metformina / ranitidina, se obtuvieron:

e Los porcentajes de recobro (%R) de las concentraciones obtenidas interpolando en
la curva de calibracion [16] [17] [18] [19] [21] [36] [37].

e Secalculo el CV de las concentraciones calculadas [16] [18] [19] [20] [21] [22].

e Se hizo un analisis de varianza de una sola via [35] [36] [37].

e Se calculo el porcentaje de sesgo (%Sesgo= ((concentracidon experimental-

concentracion real) / concentracion real) *100) [35] [36].

Criterios de aceptacion para Precision:

e EI CV debia ser menor o igual al 15% de la concentracion, exceptuando el primer
punto que debia ser menor o igual al 20% de la concentracion nominal, [16] [18]
[19] [20] [21] [22].

e FEl1 ANOVA no debia arrojar diferencias significativas entre los datos. [35] [36].

Criterios de precisidén para Exactitud:

e El %Sesgo debia ser +15% en todas las concentraciones, exceptuando el primer
punto que debia ser de + 20%. [35] [36].
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e El porcentaje de recobro (%R) debia ser +15% de la concentracién nominal,
exceptuando el primer punto que debia ser +20% de la concentracién nominal [16]

[17] [18] [19] [21] [36] [37].

Reproducibilidad y Exactitud. (Pruebas Interdia e Interanalista).

Reproducibilidad internalista. Se utilizaron los datos obtenidos en los dos ultimos dias
de la prueba de precisién. Otro analista analizé 4 concentraciones de la curva, 3 réplicas

2 dias.

De las respuestas producidas por metformina / ranitidina, se obtuvieron:

e Los porcentajes de recobro (%R) de las concentraciones obtenidas interpolando en la
curva de calibracion [16] [17] [18] [19] [21] [36] [37].

e Se calculd el CV de las concentraciones obtenidas interpolando en la curva de
calibracion [16] [18] [19] [20] [21] [22].

e Se hizo un analisis de varianza de dos factores. [35] [37].

e Se calculo el porcentaje de sesgo (%Sesgo= ((concentracién experimental-

concentracion real) / concentracion real) *100) [35] [36].

Criterios de aceptacion para Precision:

e EI CV debia ser menor o igual al 15% de la concentracion, exceptuando el primer
punto que debia ser menor o igual al 20% de la concentracion nominal, [16] [18]
[19] [20] [21] [22].

e FEl1 ANOVA no debia arrojar diferencias significativas entre los datos [35] [37].

Criterios de precision para Exactitud:

e El %Sesgo +15% en todas las concentraciones, exceptuando el primer punto que
debia ser de + 20%. [35] [36].
e El porcentaje de recobro (%R) debia ser +15% de la concentracién nominal,

exceptuando el primer punto que debia ser +20% de la concentraciéon nominal [16]

[17] [18] [19] [21] [36] [37].
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2.3.1.6 Acarreo

Se inyectaron 3 corridas de Fase Movil después de una inyeccion del Limite Superior

de Cuantificacion.

Criterios de aceptacion:

o La respuesta de la Fase Mo6vil no debia ser mayor al 20% del LIC y 5% del EI.
[17] [19] [20] [22] [37] [38].

2.3.1.7 Integridad de la Dilucion.

Se prepard una dilucion de una muestra cargada por encima del LSC. La dilucién fue
tal que la respuesta obtenida del analisis se pudo interpolar en la curva de calibracion.

Se preparo por quintuplicado [17] [18] [20] [22] [37].

De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvo:

e La concentraciéon de metformina en las muestras interpolando en la curva de

calibracion y se calculo el porcentaje de recobro (%R).

Criterios de aceptacidén:

° La dilucion fue considerada integra si %R estd dentro del intervalo del +15%.

2.3.1.7 Sensiblidad.
Se determiné por el LIC de la prueba de Linealidad.

De las respuestas producidas por metformina y ranitidina, se obtuvo:

e La concentracién de metformina en las muestras interpolando en la curva de

calibracion y se calcul6 el porcentaje de recobro (%R).
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e  Se calculo el coeficiente de varianza (CV).

Criterios de aceptacién:

e FEl %R del LIC debia ser +20% de la concentracion nominal.

° El CV del LIC debia ser <20%.

2.3.1.8 Recobro Absoluto.

Se compararon los recobros de la curva de calibracion en plasma (tabla 5), vs curva de

calibracion en solucidn (tabla 6) [35] [36].

Tabla 6: Curva de Calibracion en Solucion

Concentracion | Concentracion
Nivel ACN
metformina ranitidina
1 50 ul de solucion A| 500 ul | 71 ng/ml 1600 ng/ml
2 50 pl de solucion B | 500 pl | 142 ng/ml 1600 ng/ml
3 50 pl de solucion C| 500 pl | 284 ng/ml 1600 ng/ml
4 50 ul de solucion D| 500 pl | 586 ng/ml 1600 ng/ml
5 50 ul de solucion E | 500 pl | 1172 ng/ml 1600 ng/ml
6 50 pl de solucion F | 500 pl | 1500 ng/ml 1600 ng/ml

De las respuestas producidas por metformina / ranitidina, se calculd:

El recobro absoluto.

% Recobro absoluto = (Recobro Plasma / Recobro solucion) x 100

Criterios de aceptacidén para recobro:

El recobro absoluto de la muestra tratada debia ser de al menos el 50%.
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3. Resultados.

3.1 Adecuabilidad del Sistema.

Durante la validacion, se evalu6 la Adecuabilidad del Sistema al principio de cada corrida
analitica (fig. 13). Se inyectd por quintuplicado una solucién preparada con 50 pl de

solucién E de la tabla 5y 500 ul de ACN.

Resultados (fig. 13):

e EI CV entre las respuestas producidas por metformina y ranitidina va de 0.131 a

1.948 y cumple los criterios de aceptacion:

Fecha Met/Rani

22-ago 0.586 Adecuabilidad del Sistema
26-ago 1.948 3

2B-ago 0.858

29-ago 0.131

02-sep 0.206

03-sep 0.410

09-sep 0.604

10-sep 0.610

11-sep 0.416

12-sep 0.461

17-sep 0.408

19-sep 0.402

23-sep 1.004

30-sep 1.418

01-oct 0.261

07-oct 0.697

10-oct 0.161 P2 R RS RREE SRR REIYEEUEEEEE
15-oct 0.297 1383823868029 nasasacs88E8a0as
16-oct 0.410 —— Met/Rani Lsc
17-oct 0.440

Figura 13: Adecuabilidad del Sistema. Se muestra que la adecuabilidad de todos los dias de andlisis cumple con los criterios de
aceptacion

3.2 Linealidad

Se evaluo6 la linealidad inyectando por duplicado la curva de calibracién preparada

como se incluye en las tablas 4 y 5. Esta curva se prepard por quintuplicado. Blanco
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Matriz (BM) y Blanco Cero (B0) no se incluyeron en los calculos. Las pesadas exactas

y correcciones por peso molecular y pureza del estandar pueden verse en la figura 14.

Dial |26/08/2019 Ranitidina
Peso Met CorrPM .
10.2 0.7798 Pureza Met 0.9980 Alic. R2= 0.1600 ml
(mg) Met
P i inal=
eso Rani 11.0 CorPM 1 08961 |PurezaRani| 0.9940 Vol Final 1.0000 m
(mg) Rani -
Alic. = 0.0500 ml
P
eso corr 7.9 FDMet | 100000 |M2(ng/ml)| 793816 Vol Final= |  0.5500 ml
Met (mg)
p
eso cort 9.8 FDRani | 100000 |R2(ng/ml)| 97977.8 ConcFinal=| 14251 ng/ml
Rani (mg)
Alicuota Vol Final Conc Alicuota Vol Final | ConcFinal Nivel
(ml) (ml) (ng/ml) (ml) (ml) (ng/ml)
0.01 1 794 0.05 0.55 72 1
0.02 1 1588 0.05 0.55 144 2
0.04 1 3175 0.05 0.55 289 3
0.12 1 9526 0.05 0.55 866 4
0.2 1 15876 0.05 0.55 1443 5
0.32 1 25402 0.05 0.55 2309 6

Figura 14 Calculos al preparar la curva de calibracion

Resultados:
e La funcién de respuesta que resulté mas reproducible fue el Area.

e EIl modelo que mejor se ajustd a los datos obtenidos durante el experimento,
requirio la transformacién a logaritmo natural tanto de la concentracién como
del area [16] [17] [18] [19] [20] [22] [21] [37] [38]. En la figura 16, se muestran
los resultados promedio de la prueba de linealidad, se muestra la concentracion
promedio de cada nivel de la curva, el %R promedio de cada nivel de la curva,
la grafica Ln(Conc ng/ml) vs Ln(area de la metformina/area de la ranitidina), la
ecuacion de la recta, la pendiente (a), el intercepto (b), el coeficiente de
determinacién (R?), el coeficiente de correlacion (R), y el analisis de residuales
(RSS), y puede observarse que se cumplen los criterios de aceptacion incluidos

en el protocolo de validacién. En las figuras 17-21 se muestran los resultados
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individuales de cada una de las curvas de calibracion. Puede comprobarse que

todas ellas cumplen los criterios de aceptacion previamente establecidos.

En las figuras 16 ala 21, puede observarse que la variacion estuvo en un intervalo
comprendido entre el 0.98 y el 6.34%. EI 83.3% de los puntos de la curva
cumplieron ese criterio en cada corrida de validacion [16] [17] [18] [19] [20] [21]
[22] [37] [40].

En la tabla 7, se presenta un cuadro comparativo de distintos criterios que
permiten evaluar la calidad de la curva de calibracion. Puede observarse que el
valor de la pendiente es muy cercano a 1, lo que puede interpretarse como que
los cambios que suceden en x varian en relacion 1:1 con los cambios que suceden
en y. Los valores de R? son todos mayores a 0.99 lo que puede traducirse como

que los valores experimentales son muy cercanos a los valores calculados [40].

Analisis de residuales. En la figura 15 puede observarse que no hay
heterocedasticidad; que el 50% de los datos tuvieron valores positivos y el 50%
restante tuvieron residuales negativos; que los residuales se distribuyeron
aleatoriamente y que ninguno cay6 fuera del intervalo de -2 a 2 desviaciones

estandar [36] [37] [38] [40].
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Figura 15: Grdfica de andlisis de residuales de las 5 curvas de calibracion preparadas. Puede observarse que no hay
heterocedasticidad, que los valores son aleatorios y en el intervalo comprendido entre -2 y 2 desviaciones estandar.
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Figura 16: Resultados promedio de la prueba de linealidad.
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Figura 17: Curva A. Se muestra la concentracion promedio de cada nivel de la curva, el %R prome:dz'o de cada nivel de la curva,
el CV promedio de cada nivel de la curva, La grdfica Ln (Conc ng/ml) vs Ln (Area del analito/ Area del SI), la ecuacion de la
recta, la pendiente (a), el intercepto (b), el coeficiente de determinacion (R?), el coeficiente de correlacion (R).
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Figura 18: Curva B. Se muestra la concentracion promedio de cada nivel de la curva, el %R prome:dio de cada nivel de la curva,
el CV promedio de cada nivel de la curva, La grdfica Ln (Conc ng/ml) vs Ln (Area del analito/ Area del SI), la ecuacion de la
recta, la pendiente (a), el intercepto (b), el coeficiente de determinacién (R?), el coeficiente de correlacion (R).
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Figura 19: Curva C. Se muestra la concentracion promedio de cada nivel de la curva, el %R promgdz'o de cada nivel de la curva,
el CV promedio de cada nivel de la curva, La grdfica Ln (Conc ng/ml) vs Ln (Area del analito/ Area del SI), la ecuacion de la

recta, la pendiente (a), el intercepto (b), el coeficiente de determinacién (R?), y el coeficiente de correlacion (R)
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Figura 20: Curva D. Se muestra la concentracion promedio de cada nivel de la curva, el %R promedio de cada nivel de la curva,
el CV promedio de cada nivel de la curva, La grafica Ln (Conc ng/ml) vs Ln (Area del analito/ Area del SI), la ecuacion de la

recta, la pendiente (a), el intercepto (b), el coeficiente de determinacion (R?), y el coeficiente de correlacion (R)

B Calbasion Curve View @) Componrd () G

Id et %R v (-
ng/ml ] A
E1 73 100 6.83 ¥ A
£2 128 88 9.43 | A
E3 332 115 0.43 o S
E4 926 107 0.92 y . b-0.348754
ES 1485 103 0.33 “ N el 00062845
E6 2352 102 0.69 A —— . |

Figura 21 Curva E. Se muestra la concentracion promedio de cada nivel de la curva, el %R promedio de cada nivel de la curva, el
CV promedio de cada nivel de la curva, La grdfica Ln (Conc ng/ml) vs Ln (Area del analito/ Area del S), la ecuacion de la recta,
la pendiente (a), el intercepto (b), el coeficiente de determinacion (R?), y el coeficiente de correlacion (R)
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Tabla 7: Tabla de comparacion de criterios de evaluacion de las curvas de calibracion

ID m b R?
A 1.0399 0.8981 0.9938
B 1.0400 0.9418 0.9970
C 1.0196 0.9114 0.9986
D 0.9642 0.9098 0.9984
E 1.0525 0.9488 0.9966
Promedio | 1.0232 0.9220 0.9969
S 0.0351 0.0220 0.0019
EE 0.0143 0.0177 0.0009
cv 3.4255 2.3892 0.1930

3.3 Selectividad.

Se analizaron 6 plasmas de distinta fuente + plasma lipémico + farmacos
concomitantes [18] [19] [21] [22] [36] [37].

Resultados:

¢ En ninguna de las 6 fuentes de plasma analizadas se presentaron interferencias
al tiempo de retencion de la metformina y tampoco al tiempo de retencion de la
ranitidina. El plasma lipémico se corrié dos veces y se confirmé que existe
interferencia al tiempo de retenciéon de la metformina, pero no en el de la

ranitidina. Es de primordial importancia asegurarse que el voluntario cumpla
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con el ayuno requerido en el protocolo de investigacion clinica (fig. 22) [18] [19]
[21] [22] [36] [37].
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Figura 22: Imagen a, plasma lipémico cargado con metformina y ranitidina vs BM del plasma lipémico, puede observarse una
interferencia al tiempo de retencion de la metformina. Imdgenes b a la g, plasmas de 6 fuentes diferentes cargados con metformina
y ranitidina, puede observarse que no hay ninguna interferencia a los tiempos de retencion ni de la metformina ni de la ranitidina.

Se prepararon de manera independiente 4 muestras cargadas de concentracion
media a las que se anadieron alrededor de 800 ng/ ml de glibenclamida,
ibuprofeno, omeprazol y pioglitazona respectivamente. Ninguno de los
medicamentos concomitantes probados dio respuesta en el tiempo de retencion

de la metformina ni tampoco en el de la ranitidina (fig.23).
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Figura 23: Muestras cargadas de concentracion media preparadas de manera independiente a las que se les afiadieron
aproximadamente 800 ng/ml de glibenclamida, ibuprofeno, omeprazol y pioglitazona respectivamente. Se puede observar que no
hay interferencia en los tiempos de retencion ni de la metformina ni de la ranitidina

3.4 Estabilidad de la muestra [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [37]
[38].

Estabilidad de las soluciones:

Solucion de comparacion. El dia 17 de septiembre, se prepararon las soluciones de
metformina y ranitidina como se indica en 2.2.4.4 Preparacién de las Soluciones de

Calibracion. Las soluciones de referencia se prepararon en el momento.

e Solucion de referencia. Se tomaron 50 ul de solucién D recién preparada, y 500
ul de ACN. Se filtr6 con membrana de PVDF de 0.45 um e inyectamos por
duplicado.

e Soluciones de prueba. Se tomaron 220 pl de solucion M2 y 160 ul de solucién
R2 almacenadas a -20°C que fueron preparadas el 9 de septiembre, 17 de

septiembre y 7 de octubre respectivamente, y se llevo a 1000 pl con ACN. Se
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tomaron 50 pl de esta solucién y se llevo a 500 pl con ACN. Se filtré con

membrana de PVDF 0.45 pum y se inyectd por duplicado.
Resultados:

e Como puede observarse en la tabla 8, después de 4 semanas se obtuvo un %R
para la metformina del 94% y para la ranitidina del 113%, con lo que se puede

concluir que las soluciones fueron estables al menos un mes.

Estabilidad de muestras en el automuestreador:

e Se prepar6 por duplicado el nivel 2 (MCB) y 5 (MCA) de la curva de calibracion
incluida en la tabla 5. Se inyect6 cada muestra por duplicado cada 6 horas
aproximadamente. Se conservaron las muestras en el automuestreador durante

toda la prueba.
Resultados:

e  Después de 28 horas, se obtuvo un %R del 108% para la solucion baja de
metformina, del 98% para la solucion alta de metformina y del 95% para la
ranitidina. Las muestras fueron estables en el automuestreador al menos 28 horas

como se muestra en la tabla 8.

Ciclos de congelacion/descongelacion:

e  Se preparo 6 veces el nivel 2 de la curva de calibracion (MCB). Se tomaron 20 pl
de solucién M2 + 980 ul de ACN. Se tomaron 50 pl de esta solucion + 450 ul de
plasma. Las muestras se almacenaron a -70°C por lo menos 24 horas antes del
analisis y entre cada ciclo de congelacién/descongelacion. Se evaluaron 3 ciclos
de congelacion/descongelacion.

e  Se prepar6 6 veces el nivel 5 de la curva de calibracion (MCA). Se tomaron 160 ul
de soluciéon M2 + 740 ul de ACN. Se tomaron 50 pl de esta solucion + 450 ul de

plasma. Las muestras se almacenaron a -70°C por lo menos 24 horas antes del
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analisis y entre cada ciclo de congelacion/descongelacidon. Se evaluaron 3 ciclos
de congelacion/descongelacion.
e  Se atemperaron las muestras y se les afiadieron 50 pl de solucién R3. Las muestras

se sometieron al tratamiento de muestra, Se filtraron e inyectaron al cromatdgrafo.

Resultados:

e EI %R a los tres ciclos de congelacién/descongelacion fue del 105% para la
concentracion baja y del 100% para la concentracion alta como se muestra en la
tabla 8. De estos resultados se pudo concluir que la muestra resultd estable

después de 3 ciclos de congelacion/descongelacion.

Muestras procesadas:

e MCM. Se analizé por duplicado el nivel 4 (MCM) de la curva de calibracion
durante 8 dias.

Resultados:

e En la tabla 8 puede observarse que las muestras procesadas son estables a
temperatura ambiente y protegidas de la luz hasta por 8 dias. Las muestras no se

deben refrigerar ni congelar porque se forma un precipitado cristalino.

Muestras sin procesar:

e  Se prepararon 6 MCB y 6 MCA como se indica a continuacion:

e  Preparacion de MCB. Se tomaron 20 pl de solucion M2 + 980 ul de ACN, se
mezclaron. Se tomaron 50 pl de esta solucion + 450 pl de plasma. Se prepararon
por duplicado. Se almacenaron en las mismas condiciones que las muestras de
estudio durante 3 meses.

e  Preparacion de MCA. Se tomaron 160 ul de solucion M2 + 740 pl de ACN, se
mezclaron. Se tomaron 50 pl de esta solucion + 450 pl de plasma. Se prepararon
por duplicado. Se almacenaron en las mismas condiciones que las muestras de

estudio durante 3 meses.
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e  Seatemperaron las muestras y afiadimos 50 pl de soluciéon R3. Se sometieron las

muestras al tratamiento de muestra e inyectamos.
Resultados:

e En la tabla 8 puede observarse que las muestras resultaron estables hasta por 13
semanas con un %R del 110%.

Tabla 8: Pruebas de Estabilidad.

Pruebas de Estabilidad
Estabilidad de soluciones (4 semanas)
Identificacidon Concentracion %R Ccv
Metformina Inicial 1429 + 7.14 ng/ml 100 0.50
Final 1343 + 1.13 ng/ml 94 0.08
L Inicial 1464 + 0.07 ng/ml 100 0.00
Ranitidina -

Final 1654 + 4.10 ng/ml 113 0.22

Estabilidad de la muestra en el automuestreador (28 horas)
Identificacidon Concentracion %R cv
Metformina Inicial 144 + 3.56 ng/ ml 100 2.47
Baja Final 156.16 + 3.54 ng/ml 108 2.27
Metformina Inicial 1443 +10.27 ng/ml 100 0.71
Alta Final 1415 + 10.27 ng/ml 98 0.73
Ranitidina Inicial 1425 +24.73 ng/ml 100 1.73
Final 1342 +24.73 ng/ml 95 2.59

Ciclos/descongelacion (3 ciclos)
Identificacion Concentracion %R cv
Metformina Inicial 130 +10.00 ng/ ml 91 7.58
Baja Final 150 +4.93 ng/ml 105 3.23
Metformina Inicial 1495 + 7.51 ng/ml 104 7.51
Alta Final 1412 + 47.84 ng/ml 100 3.40
Estabilidad de la muestra procesada (8 dias)

Identificacion Concentracion %R cv
Metformina Inicial 890 + 5.56 ng/ ml 102 0.02
Final 975 +41.00 ng/ml 110 4.21

64



3.4 Precision (RyR) y exactitud del método.
3.5.1 Repetibilidad y Exactitud (Pruebas Interdia e Intranalista).

La Analista 1, QFBT Alejandra Sanchez Solares preparo6 la curva incluida en las Tablas
2y 3 en 3 dias diferentes. Se incluyeron los puntos 1 (LIC) ,3 (MCB), 4 (MCM) y 5
(MCA) por triplicado. [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] [35] [36] [37] [38].

Resultados:

e En las tablas 9, 10, 11 y 12 puede apreciarse que se cumplen los criterios de
aceptacion. En el punto Al se obtuvo un %R=80, el criterio de aceptacion para
el primer nivel de la curva de calibracion va del 80-120%, por lo que se cumplio
el requerimiento. El %R de todos los demas puntos se encontraron dentro del
intervalo del 85-115% que esta dentro del intervalo definido [22] [16] [17] [18]
[20] [21] [37] [38].

e En las tablas 9, 10, 11 y 12 puede verse que se cumplen los criterios de
aceptacion ya que el CV se encuentra entre los valores de 0 - 20% en todos los
casos, con excepcion del punto Al del dia 2 que no pudo calcularse porque el
cromatograma no cumplié con los estandares de calidad de la corrida
cromatografica, sin embargo, la normatividad dicta que el 50% de los puntos
debe cumplir con los criterios de aceptacion y en nuestro caso el 92% de las
muestras cumpli6 dichos criterios [16] [17] [18] [20] [21] [22] [37] [38].

e Elanalisis de varianza no arrojo diferencia significativa entre los datos (fig. 24)
[36] [35].

e Enlatabla 13 puede apreciarse que el % Sesgo va del 2 al 4% y cumpli6 con los

criterios establecidos [36] [35].
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Tabla 9: Resultados dia 1, analista 1.

Dia 1. Funcién de Respuesta: Area. Modelo de ajuste: Logaritmo natural.

Conc

Tedrica 1 2 Promedio %R S cv

(ng/ml)
Al 72 81 80 81 112 0.7071 0.88
A3 289 282 282 282 98 0.0000 0.00
A4 866 765 763 764 88 1.4142 0.19
A5 1443 1367 1359 1363 94 5.6569 0.42
B1 72 80 82 81 112 1.4142 1.75
B3 289 292 292 292 101 0.0000 0.00
B4 866 826 836 831 96 7.0711 0.85
B5 1443 1428 1396 1412 98 22.6274 1.60
C1 72 59 70 65 89 7.7782 12.06
C3 289 318 292 305 106 18.3848 6.03
Cca 866 883 904 894 103 14.8492 1.66
C5 1443 1411 1416 1414 98 3.5355 0.25

Tabla 10: Resultados dia 2, analista 1.
Dia 2. Funcidn de Respuesta: Area. Modelo de ajuste: Logaritmo natural.
Conc Tedrica _
1 2 Promedio %R S cv

(ng/ml)
Al 72 58 ND 58 80 NA NA
A3 289 283 286 285 99 2.1213 0.75
A4 866 860 876 868 100 11.3137 1.30
A5 1443 1226 1242 1234 85 11.3137 0.92
B1 72 92 71 82 113 14.8492 18.22
B3 289 280 318 299 104 26.8701 8.99
B4 866 975 961 968 112 9.8995 1.02
B5 1443 1488 1537 1513 105 34.6482 2.29
C1 72 78 78 78 108 0.0000 0.00
Cc3 289 310 323 317 110 9.1924 2.90
C4 866 844 851 848 98 4.9497 0.58
C5 1443 1332 1316 1324 92 11.3137 0.85
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Tabla 11: Resultados dia 3, analista 1.

Dia 3. Funcién de Respuesta: Area. Modelo de ajuste: Logaritmo natural.

Conc

Tebrica 1 2 Promedio %R S cv

(ng/ml)
Al 72 70 66 68 94 2.83 4.16
A3 289 308 311 282 98 2.12 0.75
A4 866 866 880 764 88 9.90 1.30
A5 1443 1204 1359 1363 94 109.60 8.04
B1 72 85 82 81 112 2.12 2.62
B3 289 305 343 292 101 26.87 9.20
B4 866 973 959 831 9 9.90 1.19
B5 1443 1441 1485 1412 98 31.11 2.20
Cl 72 93 93 65 89 0.00 0.00
C3 289 348 342 305 106 4.24 1.39
c4 866 850 857 894 103 4.95 0.55
C5 1443 1300 1285 1414 98 10.61 0.75
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Tabla 12: Resumen de los Resultados de la prueba de Repetibilidad.

ANALISTA 1
Dia 1
Concentracién Concentracién Exactitud | Precisidon
Conocida Experimental (ng/ml) (%R) (%CV)
72 75 + 3.2998 104 4.89
289 293 + 6.1283 102 2.01
866 830 + 7.7782 96 0.90
1443 1396 + 10.6066 97 0.76
Dia 2
Concentracién . . L,
. Concentracion Exactitud Precisién
Conocida i
Experimental (ng/ml) (%R) (%CV)
(ng/ml)
72 73 + 7.4246 100 9.11
289 300 + 15.7921 104 421
866 895 + 8.7210 103 0.97
1443 1357 + 20.2704 94 1.35
Dia 3
Concentracién L, . .
. Concentracion Exactitud Precision
Conocida .
Experimental (ng/ml) (%R) (%CV)
(ng/ml)
72 71 + 1.6499 99 2.26
289 293 + 11.0780 102 3.78
866 830 + 8.2496 96 1.01
1443 1396 + 50.4403 97 3.67
Interdia/Intranalista
Concentracién Concentracién Exactitud | Precisidon
Conocida Experimental (ng/ml) (%R) (%CV)
72 73 + 4.1248 101 5.42
289 295 + 10.9994 102 3.33
866 851 + 8.2496 98 0.96
1443 1383 + 27.1058 96 1.92
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN Holul?'-'l.lz
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
A 15 1473.47637 98.2317578 71.0573745 H A: u 1 = uz
B 15 1554.33243 103.622162 44.5406928
C 15 1546.57427 103.104951 58.9074103 -
a=0.05
ANALISIS DE VARIANZA
Origen d P di Val
rigen de sumade  Grados de romedio 3 , .a or
las ) de los F Probabilidad critico para
L cuadrados libertad
variaciones cuadrados F
Ent
grzprjs 265.359879 2 132.679939 | 2.28095888  0.114706242  3.21994229
D
entrode 307660 42 58.1684925
los grupos

Total

2708.43657 44

Figura 24: Andlisis de Varianza de los resultados del analista 1. Puede observarse que la probabilidad es mucho mayor de 0.05 y

puede concluirse que no hay diferencia significativa de los datos analizados.

Tabla 13: Calculo del Sesgo para la prueba de Repetibilidad.

Conc Conc
Nivel Real Calculada | %Sesgo
ng/ml ng/ml
1 72 74 2
3 289 295 2
4 866 851 2
5 1443 1383 4

3.5.2 Reproducibilidad y Exactitud. (Pruebas Interdia e Interanalista).

Reproducibilidad internalista. Se utilizaron los datos obtenidos en los dos ultimos dias
de la prueba de precisién. La Analista 2, QFB Tania Smith Marquez preparo la curva

incluida en las Tablas 4 y 5, en 2 dias diferentes. Se incluyeron los puntos 1 (LIC) ,3

69



(MCB), 4 (MCM) y 5 (MCA) por triplicado. Las pesadas exactas y correcciones por

peso molecular y pureza del estandar pueden verse en la figura 25.

Dia1l 17/09/2019 Ranitidina
Peso Met Corr PM ) }
10.1 A 0.8961 Pureza Rani 0.9940 Alic. R2= 0.1600 ml
(mg) Rani
Peso Rani 10.5 Corr PM 0.7900 Pureza Met 0.9980 Vol Final= 1.0000 ml
(mg) Met Alic. = 0.0500 ml
Peso corr Met )
(mg) 7.9 FD Met 10000.0 M2 {ng,fml} T8603.3 Vol Final= 0.5500 ml
mg,
Peso corr Rani : )
(mg) 9.4 FD Rani 10000.0 | R2({ng/ml} | 93524.3 Conc Final= 1360.4 ng/ml
mg
Alicuota Vol Final Conc Alicuota Vol Final | ConcFinal Nivel
(ml) {ng/mi) (ml) (ml) {ng/mi)
0.01 1 786 0.05 0.55 71 1
0.02 1 1572 0.05 0.55 143 2
0.04 1 3144 0.05 0.55 286 3
0.12 1 9432 0.05 0.55 857 4
0.2 1 15721 0.05 0.55 1429 5
0.32 1 25153 0.05 0.55 2287 6

Figura 25: Preparacion de la curva de calibracion del dia 17 de septiembre.

Resultados:

e EIl %R fue del 89 al 114% cumpliendo los criterios de aceptacion. (tablas 14, 15
y 16) [18] [22] [36] [37] [21].

e Los CV fue del 0 al 12% cumpliendo los criterios de aceptacion. (tablas 14, 15y
16) [18] [22] [36] [37] [21].

e FEl andlisis de varianza realizado arrojé que no hay diferencia significativa entre
los datos. (Fig. 26) [36].

e Se calculd el porcentaje de sesgo de cada uno de los niveles de
concentracion analizados, los valores obtenidos van del 1 al 3% y se

cumplen los criterios de aceptacion establecidos. [35] [36]] (tabla 17).
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Tabla 14: Resultados individuales de la prueba de Reproducibilidad (Robustez)

Dia 1
A B C
Muestra %R v Muestra %R v Muestra %R v
A1 112 D.BB B1 112 175 Cl1 B9 12.06
Quimico 1 A3 08 0.00 B3 101 0.00 C3 106 6.03
Al BB 0.19 B4 96 0.85 c4 103 1.66
AS o4 042 B5 08 160 C5 08 0.25
Al B5 9.27 Bl 96 3.10 Cl 114 0.87
Quimico 2 A3 91 D.81 B3 100 0.49 C3 97 B.6B
Al 108 137 B4 109 0.76 c4 104 0.79
AS 111 0.44 B5 113 0.35 C5 111 1.56
Dia 2
A B C
Muestra %R v Muestra %R v Muestra %R v
Al 112 0.EB Bl 112 175 Cl B9 12.06
Quimico 1 A3 08 0.00 B3 101 0.00 C3 106 6.03
Al BB 0.19 B4 96 0.85 c4 103 1.66
AS o4 042 B5 08 160 C5 08 0.25
Al 97 3.05 Bl 104 151 Cl 106 0.00
Quimico 2 A3 107 161 B3 115 109 C3 114 0.B6
Ad 99 0.92 B4 106 0.23 c4 107 1.31
AS 101 1.03 B5 107 166 C5 109 2.13
Tabla 15: Resumen de la prueba de Reproducibilidad (Robustez)
ANALISTA 1 ANALISTA 2
Dia1 Dia1
Concentracion | Concentracion . L Concentracion | Concentracion . L
Conocida Experimental Bxactitud | Precision Conocida Experimental Bractitud | Precision
(%R) (%CV) (%R) (%CV)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
72 75 + 3.2998 104 4.89 71 73 + 1.1785 102 1.65
289 293 + 6.1283 102 2.01 286 319 + 3.7712 112 1.19
866 830 + 7.7782 9% 0.90 857 892 + 7.3068 104 0.82
1443 1396 + 10.6066 97 0.76 1429 1513 + 24.5130 106 1.61
Dia 2 Dia2
Concentracion | Concentracion . L Concentracion | Concentracion . L
Conocida Experimental Bractitud | Precisin Conocida Experimental Bractitud | Precision
(%R) (%CV) (%R) (%CV)
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
72 73 + 7.4246 100 9.11 71 70 + 2.8284 98 4.41
289 293 + 15.7921 104 421 286 275 + 9.1924 9 3.33
866 830 + 87210 103 0.97 857 919 + 89567 107 0.97
1443 1396 + 20.2704 94 1.35 1429 1598 + 12.4922 112 0.78
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Tabla 16: Resumen de la prueba de Reproducibilidad (Robustez) incluyendo desviacion estandar

Interdia/Interanalista
Concentracion Concentracion . L
. . Exactitud Precision
Conocida Experimental (%R) (%CV)
(o] (o]
(ng/ml) (ng/ml)

72 73 + 3.6828 101 5.02

287 295 + 8.7210 103 2.69

862 867 + 8.1907 103 0.92

1436 1476 + 16.9706 102 1.12

Tabla 17: Calculo de Sesgo para la prueba de Reproducibilidad

Concentracion

Concentracion

Ll Tearica (ng/ml) Experimental (ng/ml) e
1 72 74 2
3 287 2495 3
4 Bb2 Bb7 1
5 1526 1476 3
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Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

Ho:li#H,
HatHa=Hy
a=0.05
RESUMEN Dia1l Dia2 Total
Q1
Cuenta 4 4 4 4 4 4 24
Suma 394.5 434 408 374.581014 407.1914334 396.151929 2414.42438
Promedio 98.625 108.5 102 93.6452535 101.7978584 99.0379822 100.601016
Varianza 109.5625 21.6666667 72 15.5804016 53.10425897 51.8398623 63.1876781
Q2
Cuenta 4 4 4 4 4 4 24
Suma 396.424041 417.497151 402.838103 404.797307 429.4389689 437.252463 2488.24803
Promedio 99.1060102 104.374288 100.709526 101.199327 107.3597422 109.313116 103.677001
Varianza 164.151729 60.1122866 79.7660463 18.9925246 17.05366531 12.996086 60.2534905
Total
Cuenta 8 8 8 8 8 8
Suma 790.924041 851.497151 810.838103 779.378322 836.6304024 833.404392
Promedio 98.8655051 106.437144 101.354763 97.4222902 104.5788003 104.175549
Varianza 117.372204 39.911409 65.5183981 31.1209753 38.90612533 57.9520835
ANALISIS DE VARIANZA
Ori d P di
rigen ae Sumade  Grados de romedio . Valor critico
las . de los F Probabilidad
o cuadrados  libertad para F
variaciones cuadrados
Muestra  113.540259 1 113.540259 | 2.01304775 0.164551992 7.39559666
Columnas 497.218771 5 99.4437542 | 1.76311933 0.145407748 3.57439907
Interaccion 311.450025 5 62.2900051 | 1.10439024 0.375185057 3.57439907
Dentro del
2030.47808 36 56.4021689
grupo
Total 2952.68714 47

Figura 26: Andlisis de varianza de la prueba interdia-interanalista. Puede observarse que no hay diferencia significativa entre los

datos analizados.
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3.6  Sensibilidad.
Se determino por el LIC de la prueba de Linealidad. En la figura 27 puede observarse

que no hay interferencias en el tiempo de retenciéon ni de metformina ni de ranitidina.

También se observa una forma de pico y resolucién apropiada para realizar la

determinacion.

|0wa‘be s
Data1:A1.02)cd PDA Ch1 233nm.4nm | Data2:BM.2kcd PDA G 233nm.4nm |
|

Caleulate

Tine Inien A

talAf.0Z lcd PDA Chi 2330
Jata2:BM.2 lcdPDA Chi 233nm

1250

Ranitidina

1000

TS50+

S0+

250

Figura 27: Cromatograma Azul: primer nivel de la curva de calibracion correspondiente a 72 ng/ml de metformina. Cromatograma
Rojo: BM.  Puede observarse que no hay interferencia en los tiempos de retencion de la metformina ni la ranitidina, ademds de

que tanto la forma como el tamario de los picos son adecuados.
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Figura 28: Imagen donde se muestra que la pureza del nivel 1 de la curva de calibracion tiene una pureza del 99.54%.

En la figura 28 puede observarse que la pureza del nivel 1 de la curva de calibracion es
del 99.54% lo que confirma que el método desarrollado tiene la sensibilidad suficiente

para la aplicacion del método a un estudio de farmacocinética de metformina.

Resultados:

e La concentracion calculada del primer nivel de la curva de calibracién de la prueba
de linealidad fue de 74 + 3.5355 ng/ml, el %R=103% y el CV=4.98. Se cumplieron

los criterios de aceptacion establecidos (fig. 16).

3.7 Integridad de la Dilucion.

Se preparo por quintuplicado una muestra cargada con 3226 ng/ml de metformina. Se
tomaron 275 ul de la muestra y se llevaron a 550 pl con plasma blanco. Las muestras
se sometieron al tratamiento de muestra. Cada muestra se inyecto6 por triplicado [17]

[18] [20] [22] [37].

Resultados:

e Enlatabla 18 puede verse que las muestras tuvieron un recobro que va entre el 99

y el 114% y cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos.
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Tabla 18: Resultados de la prueba de Integridad de Dilucion

Lo Ccl)rTc Conc Experimental (ng/ml)
Réplicas| Tedbrica %R cv
(ng/ml) 1 2 3 Promedio
1 3226 3567 3816 ND 3692 + 176.07 114 5
2 3226 3503 3473 3727 3568 + 138.80 111 4
3 3226 3073 3716 3570 3453 + 337.09 107 10
4 3226 2994 3452 3594 3347 + 313.56 104 9
5 3226 2969 3249 3361 3193 + 201.91 99 6
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3.8 Recobro Absoluto.

Se compararon las respuestas de la curva de calibracidon en plasma (tabla 5), vs la curva de

calibracion en solucién (tabla 6).

Recobro Solucién e el @ e JO o
 ran —
Nivel Promedio %R S cv = P
os] y//
51 64.5 87 0.7071 1.0963 ! .
52 155.5 105 0.7071 0.4547 4 -/// Y=XAa*EXP(b)
0] o a=1.09525
S3 343 115 4.2426 1.2369 ] P b=0820118
sS4 922 103 1.4142 0.1534 = R’=0.9936
207 i R=0.9968
S5 1514.5 102 4.9497 0.3268 A
S6 2142 90 0.0000 0.0000 S T T T T T T
Recobro Plasma e e e Scasd [O A
._ih-'" - % i
Nivel Promedio %R S cv = o
Al 64.5 87 2.1213 3.2889 | O - - - —
A2 148 100 1.4142 0.9555 s 7 e
A3 322 108 7.0711 21960 =l
A4 900.5 101 3.5355 0.3926 ' " ; ~ :";“;27
A5 1495.5 101 7.7782 0.5201 N
AB 2228 94 24.0416 1.0791 i ——
. Plasma Solucion
Nivel %R
(ng/ml) (ng/ml)
1 87 87 100
2 100 105 95
3 108 115 94
4 101 103 98
5 101 102 99
6 94 90 104

Figura 29: Comparacion de la curva de calibracion vs curva de calibracion en plasma.
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Resultados:

e En las figuras 29 y 30 puede apreciarse que el %R al comparar la curva de
calibracion en solucion vs la curva de calibracion en plasma fue del 94 al 104%

cumpliendo los criterios de aceptacion establecidos.
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4. Discusion.

Existen varios métodos publicados para la determinacion de metformina en plasma [11]
[12] [13] [14] [15] Durante el desarrollo analitico de nuestro método intentamos, sin

éxito, reproducir los resultados publicados por los autores de estos métodos.

Los dos métodos publicados por AbuRuz [11] [12] fueron disefiados para el monitoreo
de la metformina en estado estacionario. Ambos métodos involucran la utilizacién de
una columna C-18 para la fase estacionaria, una mezcla de buffer de fosfatos 12.5
mM/SDS 2 mM: ACN (62.5:37.5) como fase movil y la utilizacion del sistema de
extraccion en fase solida con empaque HLB de Waters para el tratamiento de muestra.
El primer método desarrollado por este grupo de investigacion [11] requiere la
obtencion de sangre por puncion venosa con la ayuda de un sistema vacutainer con
EDTA como anticuagulante, la sangre asi obtenida se centrifuga para separar el plasma
que se somete al proceso de extraccion [11], utilizan fenformina como estandar interno,
un sistema HPLC con detector ultravioleta-visible a 225 nm, y la fase movil se ajusta a
un pH de 5.3. En el segundo método [12] la muestra se obtiene con una lanceta, una
gota de sangre se colecta en un papel filtro que se somete al proceso de extraccion, usan
salbutamol como estandar interno, un sistema HPLC con detector de arreglo de diodos
a 233 nm, y la fase movil se ajusta a un pH de 7.3. Al tratar de reproducir el andlisis
como se describe en ambos articulos, nos enfrentamos con que la union de la
metformina al empaque era tan fuerte que no podiamos eluirla, ademas de que los
cartuchos se tapaban y en muchas ocasiones no era posible cargar la muestra completa.
Logramos buenos resultados con los analitos en solucion a pH 5.3 y también con el pH
de 7.3, como el pH de 5.3 es mucho mas suave con la columna, decidimos trabajar a
ese pH. Analizando los pKa de los analitos, metformina 12.4 [23], fenformina 12 [23]

y salbutamol 10.12 [23], podemos apreciar que tanto a pH de 5.3 como a pH de 7.3 los
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tres analitos estaran completamente ionizados y, por lo tanto, la diferencia de pH no
tendra efecto en el cromatograma. Lo que puede modificar la calidad del cromatograma

es la concentracion del par i6nico y la proporcion de buffer y solvente en la fase movil.

Probamos tres concentraciones diferentes de SDS, 0.001 mM, 0.002 mM y 0.003 mM,
la forma y altura de pico fue considerablemente mejor a la concentracion sugerida por
AbuRuz y su grupo (0.002mM), razén por la cual elegimos esa concentracion para el
resto de los experimentos. Fue necesario ajustar varias veces la proporcion buffer:
solvente durante el desarrollo del método analitico, la que resulté mejor fue 73% buffer,
27% ACN. Intentamos trabajar con los dos estandares internos incluidos en estos
articulos, pero la fenformina se retenia demasiado en la columna y el salbutamol solo
produjo buenos resultados en la columna C-18. Al modificar la fase estacionaria, se
perdi6 la forma de pico del salbutamol y nos vimos en la necesidad de probar con
ranitidina como estandar interno [13]. Elegimos la ranitidina sobre otros compuestos
reportados, porque, ademas de cumplir con las caracteristicas fisicoquimicas

requeridas, era facil de conseguir y podiamos probarla rapidamente.

Es importante reconocer que la fase mévil propuesta por el grupo de investigacioén de
AbuRuz es la utilizada en este trabajo y todos los demas articulos y tesis que revisamos,
con excepcion de Cheng y Chou [15] que usaron cromatografia HILIC en lugar de

RPLC y por lo tanto, prescindieron del par i6nico.

Dado que las condiciones de tratamiento propuestas por AbuRuz no cumplieron
nuestros requerimientos, probamos las condiciones propuestas por Cheng y Chou [15]
en las que la precipitacion de proteinas se hacia con ACN acidulado en proporcion 2:1,
se centrifugaba y decantaba la porcion acuosa que se lavaba con diclorometano e
inyectaba al sistema cromatografico. Este método no dio la sensibilidad que
requeriamos (al menos 150 ng/ml). Para tratar de resolver este problema, evaporamos
la muestra a sequedad en un bafio maria a 40°C bajo corriente de aire y reconstituimos
en 500 ul de fase movil. Este método demostrd ser selectivo y lineal pero no

reproducible.
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Decidimos intentar la extraccidon en fase sélida con otros empaques comercialmente

disponibles (intercambio catidénico, C-18 y CN) sin éxito.

Finalmente, intentamos el método propuesto por Chhetri [14] precipitando las
proteinas con HCIO,, centrifugamos, decantamos el sobrenadante e inyectamos al
cromatografo, obteniendo baja reproducibilidad. Incluimos entonces una modificacién
sugerida por Daykin [39] que consistia en neutralizar el HCIO, con KOH. Este paso
resulto crucial, ya que para obtener buena reproducibilidad requerimos que el pH de la
muestra esté en un intervalo de 2-4, fuera de este intervalo, se pierde la forma de pico y

la resolucion, ademas de que se corre el riesgo de dafiar la columna.

Habiendo obtenido buenos resultados en el proceso de tratamiento de muestra,
buscamos optimizar el sistema cromatografico, ya que el sistema que estabamos usando
funcionaba muy bien para la solucién pero no teniamos buena resolucién de la

metformina vs los componentes no retenidos del plasma.

Para cumplir los requerimientos del método, fue necesario cambiar varias veces de fase
estacionaria, utilizando modificaciones de la tradicional C-18. Las fases estacionarias
que probamos fueron: C-18 extendida, fenilo, Sb-Aq y finalmente, C-18 RP. En esta
ultima logramos separar la metformina de los compuestos no retenidos del plasma, pero
la fenformina se retenia 27 minutos en la columna, y entre los requerimientos del
método, estaba incluido que la corrida cromatogréfica no podia durar mas de 20
minutos. Nos vimos obligados a buscar otro estdndar interno. Como hemos

mencionado y justificado anteriormente, decidimos intentar con ranitidina [13].

En suma, el tratamiento de precipitacion de proteinas con HCIO,, neutralizacidén con
KOH, usando ranitidina como estandar interno, una columna RP-C-18 y la fase movil
propuesta por AbuRuz (KH,PO,/SDS: ACN) cumplieron todos los requisitos

establecidos en el protocolo de validacion.

En nuestro caso, encontramos varios factores criticos que es muy importante incluir en

el uso rutinario del método: de las fases estacionarias probadas, solo la RP-C18 cumplio
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los requerimientos incluidos en el protocolo de validacion, el pH de la fase moévil no
afecta la calidad del cromatograma siempre y cuando se mantenga dentro del intervalo
especificado por el proveedor de la columna, deben respetarse los tiempos de reposo
entre la adicion de reactivos para asegurar la completa precipitacion de proteinas y
KClIO, respectivamente, el pH de la muestra debe ajustarse en un intervalo de 2-4 para
mantener la forma de pico y la resolucién, las muestras procesadas son estables a

temperatura ambiente hasta por 8 dias.

A pesar de que existen varios métodos publicados para el analisis de metformina en
plasma, encontramos serios problemas para reproducir los resultados reportados en
dichos articulos en nuestro laboratorio. Después de leer la tesis de Barranco-Gardufio
[25] nos dimos cuenta de que ese grupo de investigacion se enfrentd exactamente con
el mismo problema. Suponemos que es por estas diferencias entre laboratorios que la
normatividad nacional e internacional [16] [17] [18] [19] [20] [21] [22] exige que los
meétodos bioanaliticos utilizados para evaluar farmacocinética y biodisponibilidad sean

validados i situ.
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5. Conclusiones

Después de revisar y probar diferentes métodos publicados por diversos autores para la
cuantificacion de metformina en plasma, nuestro grupo de investigacion logro
desarrollar y validar un método bioanalitico para la determinacién de metformina en

plasma humano usando un sistema HPLC-PDA.

El método de tratamiento de muestra incluyo la precipitacion de proteinas con HCIO,,
posterior neutralizacion con KOH y ajuste de pH de la fase acuosa decantada en un

intervalo de 2-4.

La determinacion cromatografica se hizo en una columna RP-C18 de 150 mm x 4.6
mm x 5um, una fase movil compuesta de KH,PO, 12.5 mM/SDS 0.002mM: ACN
(73:27), flujo de 1.0 ml/min, temperatura de la columna: 25°C, deteccién con PDA a
233 nm para metformina (tiempo de retencién 6 min) y 320 nm para ranitidina (tiempo

de retencion 12 min).

El intervalo de cuantificacion fue de 71 ng/ml a 2391 ng/ml. Para asegurar que todas
las muestras obtenidas del estudio pudieran interpolarse en este intervalo de

cuantificacion, se validé la integridad de la dilucién al 50% en plasma blanco.

El porcentaje de recobro de la prueba de reproducibilidad fue del 94-112% con un

coeficiente de varianza maximo del 9.11%.

El método bioanalitico desarrollado y validado para la determinacion de metformina
en plasma utilizando un sistema HPLC/PDA resultd apto para su utilizacién en
estudios de farmacocinética y biodisponibilidad. El método desarrollado cumplié con
la normatividad nacional e internacional vigente [18] [22] [19] [16] [17] [20] [21]
ademads de incluir parametros que evalian su reproducibilidad y linealidad mas all4 de
lo requerido por la legislacion (ANOVA, %Sesgo, Andlisis de Residuales) [35]G [36]
[37] [38].
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6. Perspectivas

Este método fue desarrollado y validado para la posterior realizacién de un estudio
farmacocinético en voluntarios sanos, para comparar el perfil farmacocinético contra
las deficiencias en la absorcidn y posterior eliminacion del farmaco derivadas de

posibles mutaciones en los transportadores.
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7.

Anexos
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
SSA 3 curvas de calibracion 6 niveles cada una, BM, B0, preparado en la | Al menos el 50% de cada nivel debe
matriz. cumplir +15% de concentraciéon
nominal y +20% para el LIC.
FDA, BM, B0 y al menos 6 niveles incluyendo LIC en cada corrida, todos | Al menos el 75% de cada nivel debe
NIHS, preparados en la matriz. La relacién concentracion-respuesta debe | cumplir +15% de concentracion
ajustarse al modelo de regresion mas sencillo. nominal y +20% para el LIC.
EMA 6 estandares equitativamente repartidos en escala logaritmica, BM, Al menos 75% de los estandares
B0, preparados en la matriz, analizados al menos por duplicado. deben presentar un recobro + 20%
Minimo 6 corridas excepto LIC y LSC recobro + 25%
"3 de la concentracion nominal.
S DGHS Al menos 5 concentraciones. No especificados.
§ ANVISA 3 curvas de calibracion. BM, B0 6 niveles de calibracion. 8 niveles si | Al menos 75% de los estandares R +
g el modelo no es lineal. Si hay homocedasticidad ponderar. 20% excepto LIC y LSC recobro +
el 25% de la concentracion nominal.
ICH BM, B0 y al menos 6 niveles incluyendo LIC en cada corrida, todos | Al menos el 50% de las muestras de
preparados en la matriz. La relacién concentracidon-respuesta debe | cada nivel debe cumplir +15% de
ajustarse al modelo de regresidon mas sencillo. Minimo 3 corridas | concentracidon nominal y +20% para
independientes preparadas en diferentes dias. Pueden o no incluirse | el LIC.
réplicas. La curva de calibracion debe prepararse a partir de diferentes
soluciones stock.
Rozet El intervalo se define entre el LIC y el LSC. Es deseable que las | El modelo estadistico de la curva de

concentraciones de los estandares sean equidistantes.

calibracion debe proveer los mejores
resultados en el calculo retroactivo.
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
Moein Una curva de al menos 5 niveles usando o no réplicas. Si el ajuste no | Al menos el 75% de cada nivel debe
es lineal, puede usarse regresion cuadratica o modelos ponderados. cumplir +15% de concentracién
nominal y +20% para el LIC.
Gonzalez BM, B0, 6 niveles de calibracion. Pueden o no incluirse réplicas, | Al menos el 75% de cada nivel debe
depende de la naturaleza y estabilidad del analito. Usar el modelo | cumplir +15% de concentracion
matematico mas sencillo, puede ser ponderado, cuadrdtico o | nominal y +20% para el LIC.
logaritimico. No forzar el intercepto a 0. En caso de
heterocedasticidad, utilizar un modelo ponderado.
Causon 6 curvas de calibracion de 6 niveles cada una. Evaluar Funcion de | De acuerdo al analisis de residuales.
respuesta mas adecuada por medio de una grafica de residuales
estudentizados. Evaluar modelo matematico y si es necesario
ponderar.
SSA, ICH | Analizar 6 plasmas de distinta fuente, plasma lipémico, hemolizado | Si hay respuesta en el TR del analito
y farmacos concomitantes. debe ser menor al 20% para el analito
y del 5% para el EL
- FDA BM de al menos 6 fuentes de plasma diferentes. Los BM deben estar libres de
_g interferencias al TR del analito y el
o EI
% EMA Solo aplica para métodos de union a ligando. NA
@ DGHS Demostrar que no hay interferencias por compuestos enddgenos, No especificado
R productos de degradacion, tratamientos concomitantes y metabolitos
del analito.
NIHS BM de al menos 6 fuentes de plasma diferentes. La sefial de interferentes no mayor

al 20% para el analito y del 5% para
el EL
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
ANVISA, |Evaluacion de 6 matrices independientes + 1 lipémica + 1 | La senal de interferentes no mayor
Gonzalez | hemolizada. al 20% para el analito y del 5% para
el EI.
Moein BM de 6-10 fuentes de plasma diferentes. No especificado
Rozet Demostrar la ausencia de respuesta en MB. Mismos que en las normas que los
Cargar MB con los interferentes esperados (metabolitos, tratamientos | incluyen.
concomitantes). Usar PDA para evaluar la pureza de pico. Pruebas de
recobro comparando MB/MC 6 MC/Solucion
Causon 6 matrices de origen diferente, medicamentos concomitantes y sus | Cualquier interferencia debe tener
metabolitos, sustancias adicionadas a la muestra (EDTA, Heparina, | una respuesta <20% del LIC.
etc)
SSA Repetibilidad: El mismo dia por quintuplicado LIC, MCB, MCM, CV< 15% excepto LIC CV<20%.
MCA y MCD.
Reproducibilidad: Igual que Repetibilidad en 3 corridas y 2 dias
. FDA 3 corridas independientes por quintuplicado: LIC, MCB, MCA y CV< 15% excepto LIC CV<20%.
g LSC
:% ﬂi EMA Las muestras cargadas deben congelarse antes de analizarse. 5 | La suma del %de error relativo +
Q9 muestras cargadas:1/3 LIC, LIC, MCB, MCM, LSC. 6 corridas | %CV no debe exceder 30% (40% en
E independientes en diferentes dias. LIC y LSC). Deben evaluarse
muestras intradia e interdia.
DGHS Evaluar MCB, MCM y MCA, la MCA debe ser cercana a la Cmax. | CV< 15% excepto LIC CV<20%.

Deben hacerse pruebas intradia e
interdia.
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
NIHS Evaluar LIC, MCB, MCM, MCA. 5 réplicas en una sola corrida | CV< 15% excepto LIC CV<20%.
analitica. Al menos 3 corridas analiticas.
ANVISA Evaluar LIC, MCB, MCM, MCA y LSC. Evaluar 5 réplicas. CV< 15% excepto LIC CV<20%.
ICH Preparar LIC, 3 veces LIC, MCM y 75% del LSC a partir de | CV< 15% excepto LIC CV<20%.
soluciones stock diferentes. Evaluar 5 réplicas. Evaluar prueba
interdia, y al menos 3 corridas analiticas en dos dias.
Moein Preparar a partir de 6 fuentes de plasma diferentes. Hacer 3 réplicas | CV< 15% excepto LIC CV<20%.
de LIC, MCB (3 veces el LIC), MCM, MCA (80% del LSC) y el LSC.
Un dia para repetibilidad, diferentes dias para robustez. Las muestras
control y la curva de calibracién deberan prepararse de diferentes
soluciones stock.
Rozet Llevar a cabo un ANOVA para cada nivel de la curva. Cuidar el | NA
numero de factores incluidos en la estimacion de la varianza. (dias,
analistas, equipos, laboratorios, columnas, etc).
Gonzalez 5 réplicas de LIC, MCA y 80% de LSC. Hacer estas pruebas intradia, | CV< 15% excepto LIC CV<20%.
interdia (al menos 3 corridas en al menos 2 dias diferentes),
interanalista.
Causon LIC, MCB, MCA y LSC, 6 réplicas, 4 dias. Analizar ANOVA CV<15% a todas las concentraciones
SSA, Calcular recobro de los datos de Precision. R + 15% excepto LIC R + 20% de la
g NIHS, concentracion nominal.
B ANVISA,
o ICH,
& | Mahdi,
Gonzalez
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
FDA 3 corridas independientes por quintuplicado: LIC, MCB, MCA y Al menos el 75% de cada nivel debe
LSC cumplir R+15% de concentracién
nominal y R+20% para el LIC
EMA Calcular recobro de los datos de Precision. R + 20% excepto LIC y LSC
R+ 25% de la concentracidon
nominal.
Rozet Calcular %sesgo ademas del %R. No especificados.
Causon Calcular recobro de los datos de Precision. R+15% a todas las concentraciones
SSA, ICH, | En el automuestreador, ciclos congelacion/descongelacion, de la R + 15% de la concentracion
Gonzalez muestra y soluciones, corto y largo plazo nominal.
FDA Cuatro muestras en el automuestreador, mesa de trabajo, muestras | CV< 15%
extraidas, congelacion descongelacion, solucion madre y largo plazo.
- Tres réplicas MCB y MCA.
= EMA Se evalia con MCB, MCA. Debe evaluar corto plazo, temperatura | R + 20% de la concentracion
= de trabajo, ciclos congelacién/descongelacion. nominal
< DGHS Al menos 3 Ciclos congelacidén/descongelacion. Condiciones de No especificado
% trabajo, Almacenamiento, absorcion del contenedor y del tapon.
K Estabilidad del sistema analitico intercalando muestras control
durante la corrida.
NIHS Ciclos congelacion/descongelacidon, corto plazo a temperatura | R + 15% de la concentracion

ambiente, refrigerados y a largo plazo, muestras preparadas y
soluciones. Analizar 3 réplicas de cada nivel.

nominal.
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
ANVISA Estabilidad de ciclos congelacion/descongelacidon, estabilidad de | Recobro + 15% de la concentraciéon
corto plazo, estabilidad de largo plazo, estabilidad de muestras | nominal.
procesadas. Tres muestras MCB y MCA.. Estabilidad en solucion.
Moein Evaluar la estabilidad de las soluciones, la muestra procesada, la | No especificado.
muestra en el automuestreador, corto plazo, largo plazo y ciclos de
congelacion/descongelacion. Evaluar a concentracion alta y baja.
Rozet Minimo MCB y MCA. 6 réplicas. Mesa de trabajo, ciclos 2/3 de las muestras analizadas tiene
congelacion/descongelacidn, soluciones, muestra procesada. R+20%.
Causon Corto plazo, largo plazo, incluyendo condiciones rutinarias de luz y | Variacién del 10 al 20% con respecto
temperatura, 3 ciclos congelacion/descongelacion, estabilidad en el | al valor original.
automuestreador en dos concentraciones, estabilidad de soluciones,
estabilidad de la muestra preparada. Réplicas de 6.
SSA Estd incluido en Selectividad Los BM deben estar libres de
interferencias al TR del analito y el
EL
"g FDA Deben probarse moléculas relacionadas, farmacos concomitantes, | No especificado
= metabolitos etc.
é EMA Evaluar tratamientos concomitantes, metabolitos o isoformas en LIC | El Recobro del analito del interés
'g y MCA debe ser +25% de la concentracién
£ nominal.
= DGHS, NA NA
NIHS,
ANVISA,
Mahdi,
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio

Rozet,

Causon,

ICH Probar fairmacos concomitantes y sustancias relacionadas. La sefial de interferentes no mayor
al 20% para el analito y del 5% para
el EI.

Gonzalez | Evaluacidon de farmacos concomitantes, metabolitos y otros | La sefial de interferentes no mayor

compuestos exdgenos que puedan interferir. al 20% para el analito y del 5% para
el EIL

SSA Solo se indica para métodos por espectrometria de masas NA

FDA Debe evaluarse el efecto del acarreo en la exactitud. El acarreo no debe exceder el 20%
del LIC.

EMA En el caso de sistemas roboticos, hay que asegurar que no haya | Inyectar un blanco después de una

acarreo entre muestras MCD para verificar acarreo

DGHS, NA NA

=

) Rozet,

E Causon

:E NIHS, Analizar un blanco después del LSC. La respuesta del banco no debe ser

ICH, mayor al 20% del LIC y 5% del EIL

Mahdi,

Gonzalez

ANVISA No menos de 3 inyecciones de una muestra blanco después de una | La respuesta del banco no debe ser

inyeccion del LSC.

mayor al 20% del LIC y 5% del EI.
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio
SSA Preparar una MCD haciendo la dilucion con plasma como parte de | Recobro + 15% de la concentracién
la prueba de exactitud nominal y un CV< 15%.
= FDA, Muestras cargadas para diluciones planeadas, 5 réplicas por dilucion. | Recobro + 15% de la concentracion
S NIHS, ICH nominal.
% EMA Hacer una dilucién con plasma. Recobro + 20% de la concentracién
g nominal.
i DGHS, NA NA
o ANVISA,
o Mahdi,
‘3 Causon
:g Rozet Utilizar una muestra cargada de concentracidon mayor al LSC y diluir | Mismos criterios que para exactitud
oo con matriz. y precision.
= Gonzalez | Llevar a cabo antes del tratamiento de la muestra con la matriz libre | Recobro + 15% de la concentracion
- del analito. 5 réplicas de concentracion mayor al LSC diluidas | nominal y un CV< 15%.
apropiadamente.

SSA, ICH, | NA NA
= EMA,
3 ANVISA
r_g FDA Se establece con el LIC. La respuesta de LIC debe ser > 5
= veces la del BM. R+20% de 5
5 réplicas en 3 corridas y CV+20%.
» DGHS El LIC debe determinarse a partir de las pruebas RYR. CV<20%
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Anexo 1: Comparacion de Parametros de Validacion

Parametro | Editor Descripcion Criterio

NIHS Determinar el LIC. La respuesta del analito del LIC>5
veces la respuesta de un blanco.
CV<20%, R+20%.

Rozet El intervalo se define entre el LIC y el LSC Calcular %Error relativo. Debe estar
dentro de los intervalos aceptables
para exactitud.

Gonzalez Determinar la sefial del banco en el TR del analito. Seiial <20% de la senal de LIC.

Causon Determinar a partir de la pendiente de las curvas de linealidad. No especificado

SSA, NA NA

o EMA,

= DGHS
'S ICH,

N Moein,

i Rozet,

& FDA,

S NIHS,

o ANIVISA

~ Causon Recobro absoluto. MCB/Sol B, MCM/Sol M, MCA/Sol A, 6 | R>50%

réplicas.
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Anexo 2: Certificado de Analisis de Clorhidrato de Metformina

Certificate of Analysis

IS0 GUIDE 34
ANAB  Carts AR-1470

IS0/IEC 1TD25

METFORMIN HYDROCHLORIDE
ANAB  Cart® AT-1407 CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

™
o C,N\n/u\"/m-lz et

MH MH

CERTIFIED PURITY: 99.8%, v, c=00% k=22
{Mass Balance/as is basis)

NOMINAL PACKAGE SIZE: 500 mg

CATALOG &: PEEI0S4 LOT &: LEAB3694
CERTIFICATE VERSION: LEAB3624 2 ISSUE DATE: 30 Fune 3018
Mowe: Cernificaies way be spaated dis 1o Ph spia Lot changes o dae duiliry of new daga

Check our wobdire ar WIWW, SiZMA-2ldrch COM for the mon currenr wermion
CRM EXPIRATION: 31 December 2021 (Proper Storage and Handling Fequired).

RECEIPT DATE:
Wate: this space is provided for convenience only and its wse is not required.

STORAGE: Stare in a Fefngerator, keep away from alkali keep container tighthy closed.
Attachment of a 20 mm alumimim crimp seal recommendsd for unnsed portions.

CHEMICAL FORMULA: C.HCIN; MW 165.6
PHYSICAL DESCRIPTION: White powder m amber vial cas&: 1115-704
HAZARDS: Fead Safety Datm Sheet before using. All chemical reference materials

should be considered potentally bazardeus and should be used only by qualified
laboratory personnel.

SEhAS -8 L ORCH

Page 1 of 8




Anexo 3: Certificado de analisis de Clorhidrato de Ranitidina

Certificate of Analysis

150 GLIDE 34
ANAB  Cart# AR-1470

IS0/IEC 1TDZ5

RANITIDINE HYDROCHLORIDE
ANAE  Cartf AT-1407 CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

o

CERTIFIED PURITY: 99.4%, u__-+01%k=2
[Mass Balance/ basis)

NOMIMAL PACKAGE SIZE: 500mg

CATALOG & PHRI026 LOT & LEAB99T3
CERTIFICATE VERSIOM: LEABSITI 1 ISSUE DATE: 07 August 2018
Iane: Cerrifooes may be spalated dioe i P i Lot chIRpes ar the Baliny of new dagy
[hivk our wobaie ar: WAW.sigma-aldrich com for s mon currenr verson.

CRM EXPIRATION: 31 December 2023 (Proper Storage and Handling Fequired).

RECEIPT DATE:
Wate: this space is provided for convenience only and its use &5 not required.

STORAGE: Store at Foom TemperatureProtect Fom Light, keep container tghtly
closed Arachment of a 20 mm ahmirmm crimp seal recommended for umsed pertions.

CHEMICAL FORMULA: Ty He,055-HCL Mw: 35086
PHYSICAL DESCRIPTION: White powder in amber wial CAS #: §6357-59-3
HAZARDS: Read Safety Data Sheet before using. All chemical reference materials

should be considered potentially hazardous and should be used only by qualified
labomatory personnel

SiEMA-ALDRTH
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