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RESUMEN

La ceftazidima e imipenem son antibidticos beta-lactamicos con mecanismo de
accion tiempo dependiente y de uso restringido en el ambito hospitalario. Por estos
motivos obtener disefios de tratamientos que aseguren niveles plasmaéticos de los
antibacterianos por encima de la concentracion inhibitoria minima, inclusive en sus
primeras dosis, es fundamental para garantizar la efectividad de la terapia

farmacoldgica.

Actualmente no existen métodos efectivos, con resultados confiables, réapidos, y de
facil manejo para la medicion de estos antibidticos en plasma. En este trabajo se
plantea el desarrollo de una técnica de determinacion de ceftazidima e imipinem
mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo de diodo
en plasma cumpliendo los parametros que indica el Instituto de Salud Publica de
Chile y la Farmacopea americana, que eventualmente permitira, de acuerdo a los
resultados obtenidos, la monitorizacion de ceftazidima e imipenem en los casos que
sea necesario y en el momento oportuno teniendo los resultados en forma répida y

confiable.



ABSTRACT

Ceftazidime and imipenem are beta-lactam antibiotics, their action is time dependent
and their use is restricted in the hospital setting. For these reasons to obtain an
effective dosing regimen, able to ensure plasma levels above the minimum
inhibitory concentration, even during the firsts doses, is fundamental to ensure a

successful treatment using these pharmacological agents.

Currently there are not effective methods which provide swift and valid results and
that are easy to implement in order to measure the levels of these antibiotics of
plasma. In this thesis we propose the development and implementation of a
technique to measure plasma plasma levels of ceftazidime and imipenem using high
performance liquid chromatography. Following the parameters set by The Institute of
Public Health of Chile and the United States Pharmacopeia. This technique would
allow, in accordance with the results obtained, the monitoring of ceftazidime and
imipenem, in case where there is a clinical need and at an optimal time.

Furthermore this technique would be able to provide rapid and reliable results.



1 INTRODUCCION
1.1 Antibidticos

Los antibidticos constituyen uno de los hitos mas importantes de la historia de la medicina,
al reducir las cifras de mortalidad con su introduccion en la clinica a principios de la década
de los 40 (Sanchez, 2006). Actualmente existe una gran cantidad de antibiéticos, algunos,
modernos, que representan armas poderosas, otros, mas antiguos, que han caido en
cesacion. Sin embargo, penicilinas, vancomicina y tetraciclinas, cuando son utilizados
racionalmente, y dejando de lado algunas cepas bacterianas resistentes, siguen exhibiendo

la eficacia del momento de su descubrimiento (Gonzales y Calvo, 2005).

1.2 Clasificacion segun farmacocinética y farmacodinamia

De acuerdo con la actividad y la duracion de su efecto, los antimicrobianos se clasifican en
dos grandes categorias (Tabla 1-1): tiempo-dependiente y concentracién-dependiente. En
el caso de los primeros éstos se caracterizan porque el éxito de la terapia viene dado por
mantener concentraciones por encima de la concentracion inhibitoria minima (CIM) y por
el mayor tiempo posible inter-dosis (tiempo por encima de CIM). Mientras que los
antibidticos concentracion-dependiente deben su éxito terapéutico al logro de un buen pico
sérico de concentracion (Pico/CIM) o una buena area bajo la curva (AUC/CIM),
dependiendo de cada droga (Calvo et al., 2004). Cabe sefialar que en terapia
antimicrobiana, la concentracion inhibitoria minima ha sido el indicador mas utilizado. Esta
se define como la concentracion mas baja de farmaco que previene el crecimiento visible de
microorganismos transcurridos 18 y 24 horas de cultivo. Con este criterio, un antibiético
sera capaz de inhibir el desarrollo de bacterias si un antibiotico se mantiene en el organismo
en concentraciones por encima de la CIM para determinada cepa de un microorganismo
(Aguilar et al., 2005).



Tabla 1-1. Clasificacién de antimicrobianos en funcién de patron de actividad (Roberts et

al., 2010).

Patrén de actividad

Antimicrobiano

Objetivo del tratamiento

Concentracion dependiente y
prolongados efectos
persistentes

Aminoglucésidos
Fluoroquinolonas
Daptomicina

Alcanzar maximas
concentraciones en el sitio de la
infeccion

Cetolidos

Polienos

Equinocandinas

Grupo MLS (macrélidos,
lincosaminas, streptograminas)
Tetraciclinas

Glicopéptidos

Oxazolidinonas

Triazoles

Betalactamicos

Aumentar la cantidad de
medicamento administrado

Tiempo dependientes con
moderados a  prolongados
efectos persistentes

Tiempo  dependiente
minimo o ningun
persistente

con
efecto

Prolongar el tiempo de
exposicion de la bacteria al
medicamento

Tal como se observa en la tabla, la actividad bactericida y probablemente la eficacia clinica
de los B-lactamicos se relacionan con el tiempo durante la concentracion plasmatica del
antimicrobiano que excede la CIM (T > CIM). Para la mayoria de infecciones se considera
adecuado que el tiempo que supera la CIM sea como minimo del 40% del intervalo entre
dosis; pero en pacientes neutropénicos o con meningitis es recomendable que sea de un
100% por encima de la CIM (Flores et al., 1998).

En la Figura 1-1 se muestran las dinamicas farmacocinéticas entre la administracion de
betalactamicos mediantes infusion intermitente y continua. Los diagramas dan cuenta de
como la forma de administracion influye en el tiempo en que el antibiotico B-lactdmico
permanece sobre la CIM. Asimismo se puede observar que la efectividad del tratamiento se
relaciona directamente con el tiempo en que el B-lactamico se encuentra por sobre la CIM.
La determinacion de la concentracion plasmatica del antibidtico en una forma rapida, (por

ejemplo en una administracion por bolos), podria entrega una informacion valiosa al



terapeuta de manera de realizar las acciones correctivas que permitan asegurar su

permanencia por sobre el CIM.

T > CIM > 40%

Concentracion
plasmatica de
betalactamico R T e CIM

Tiempo entre dosis (T) U Infusidn
inter mitente (bolus)

T>CIM <40%

CIm

Concentracidn elevada

plasmatica de
betalactamico

Infusidn
intermitente (bolus)

= CIM

. elevada
Concentracidon

plasmatica de
betalactamico

T>CIM > 40%

* Infusidn continua

Figuras 1-1. Dinamicas farmacocinéticas entre la administracion de beta-lactamicos
mediantes infusion intermitente y continua (Aguilar et al, 2005).

1.3 Antibioticos Beta-lactamicos

Constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica
clinica. Su accion es principalmente bactericida y su efecto es lento y dependiente del
tiempo. A lo largo de los afios se han desarrollado nuevos integrantes en esta familia que
han permitido aumentar el espectro de accion incorporando farmacos que presentan mayor
actividad frente a los bacilos Gram negativos. Sin embargo la progresiva aparicion de
resistencias adquiridas ha limitado su uso empirico y su eficacia en determinadas
situaciones (Marin y Gudiol, 2003). Con la denominacién de antibidticos beta-lactamicos
existen de origen natural o semi-sintético que se caracterizan por presentar en su estructura
un anillo beta-lactamico (Figura 1-2). Este anillo tiene la propiedad de presentar afinidad

por las enzimas que catalizan la sintesis de una estructura que es Unica de la célula



bacteriana: la pared celular. Esta propiedad le confiere a estos antibidticos una baja

toxicidad, con un alto indice terapéutico.

Figuras 1-2. Estructura quimica de los beta-lactamicos (Flores et al, 1998).

Es importante destacar que para que el antibiotico beta-lactdmico sea activo, es preciso que
este unido a otros radicales (habitualmente otros anillos). La asociacion de diferentes tipos
de cadenas lineales, junto con las caracteristicas propias de este esqueleto basico formado
por los dos anillos (llamado nucleo), modifica las propiedades del compuesto resultante y
da lugar a los diferentes grupos de antibidticos, agrupados segln su estructura y espectro
antimicrobiano en penicilinas, cefalosporinas, inhibidores de las beta-lactamasas,

carbapenemos y monolactamos.

En la Figura 1-3 se representa de forma esquematica la estructura basica de los diferentes
grupos de antibioticos beta-lactamicos. Las diferencias en la conformacion quimica
presente en las diferentes familias y las que existen entre miembros de cada familia
conlleva a distintos espectros de accién y distintos grados de resistencia a beta-lactamasas

las cuales se mencionan en la Tabla 1-2.



Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —= GRUPO ANTIBIOTICO
o NH
R s
Anillo tiazolidinico Acido B-aminopenicilanico PENICILINAS
N
S
R-NH=ry
Anillo dihidrotiacinico Acido T wcefalosporinico CEFALOSFORIMNAS
o N “R
R sR
[ R Anillo pirrolinico Carbapenemo CARBAPENEMAS
& N
R R
R—NHmei—R Ninguno Monobactamo MONOBACTAMICOS
o N
R o}
B Anillo oxazolidinico Clavamo/oxapenamo ACIDO CLAVULANICO?
& N

#Todos los inhibidores de las betalactamasas que se usan en la practica (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam)
tienen estructura betalactamica. El sulbactam y el tazobactam son derivados sulfénicos del acido penicilanico.

Figuras 1-3. Nucleos de antibioticos beta-lactamicos y el grupo antibiético al cual pertenecen
(Flores et al, 1998).

Procurando el uso racional de estos antimicrobianos, se ha determinado que algunos de los
integrantes de esta familia, debido a su importancia epidemioldgica, poseen restriccion en
su dispensacion, es decir, son protegidos del uso indiscriminado en el hospital. Dos
ejemplos de ello son la ceftazidima que pertenece a la familia de las cefalosporinas, que se
reserva para infecciones graves que involucren a Pseudomona aeruginosa (Flores et al,
1998), y el imipenem que pertenece a la familia de los carbopenem con un rango muy
amplio de actividad antibidtica y su uso es reservado para gérmenes que han presentado

resistencia a tratamiento antimicribianos de primera linea (Aguilar et al, 2005).



Tabla 1-2. Clasificacion general de los antibi6ticos beta-lactdmicos (Marin y Gudiol., 2003).

A. Penicilinas

B. Cefalosporinas

1. Naturales 1. De primera generacion  (cocos
grampositivos)

Penicilina G (benzil) (sédica, potasica) Cefalotina

Penicilina G procaina Cefaloridina

Penicilina G benzatina Cefazolina

2. Acido-resistentes Cefapirina

Penicilina V Cefalexina

Feneticilina Cefacetrile

Propicilina Cefaloglicina

3. Resistentes a B-lactamasas (antiestafilococicas) Cefadroxilo

Meticilina Cefradina

Nafcilina 2. De segunda generacion (anaerobias y gram
negativos)

Isoxazolilpenicilinas Cefuroxima

. Cloxacilina Cefamandol

. Dicloxacilina Cefoxitina

. Flutoxacilina Cefmetazol

. Oxacilina Cefatricina

4. Aminopenicilinas (amplio-espectro) Cefaclor

Ampicilina Cefotiam

. Bacampicilina Cefonicid

. Metampicilina Ceforanida

. Pivampicilina Cefprocilo

. Talampicilina 3. De tercera generacion(se amplia su espectro
de accion)

Amoxicilina Cefotaxima

Hetacilina Ceftizoxima

Epicilina Ceftazidima

Ciclacilina Moxalactam

5. De amplio espectro (antipseudomonas) Cefzulodima

Carbenizilinas Cefoperazona

. Carfecilina Ceftriaxona

. Carindacilina Cefotetan

Ticarcilina Cefmenoxima

Ureidopenicilnas Cefixima

. Azlocilina Cefpodoxima

. Mezlocilina Ceftibuteno

Apalcilina 4. De cuarta generacion (antipseudomona)

Piperacilna Cefepima

6. Amidinopenicilinas Cefpiroma

Mecilinam C.Monobactamicos(gramnegativas aerobias)

Pivmecilinam Aztreonam

6. Resistentes a B-lactamasas (gramnegativas)

Carumonam

Temocilina

D.Carbapenemes(amplio espectro resistentes a
B-lactamasas)

Imipenem

Meropenem




1.3.1 Cefalosporinas

Las cefalosporinas, corresponden a una clase de antibioticos beta-lactamicos, son similares
a las penicilinas, pero mas estables ante muchas beta-lactamasas bacterianas y, por lo tanto,

tienen un espectro de actividad mas amplio (Zamora et al, 2009)

La primera cefalosporina fue aislada de cepas del hongo Cephalosporium acremonium de
una alcantarilla en Cerdefia en 1948 por el cientifico italiano Giuseppe Brotzu. El not6 que
estas cepas producian una sustancia eficaz contra la salmonela, Salmonella typhi. Del
liquido de cultivo del hongo, se obtuvieron 3 antibi6ticos diferentes, denominados P (contra
gram positivos), N (contra gram negativos y positivos) y C (parecido al N pero de menor
potencia). La cefalosporina C fue aislada en la Escuela de Patologia "Sir William Dunn" de
la Universidad de Oxford y una molécula més eficaz derivada fue comercializada por la
compaiiia Eli Lilly en la década de los sesenta (Flores et al, 1998).

La estructura quimica de las cefalosporinas deriva del acido-7-cefalosporanico (Figura 1-4)
que, de la misma forma que la penicilina, tiene un anillo beta-lactdmico, y, ademas, un
anillo dihidrotiazinico. La actividad antimicrobiana intrinseca de las cefalosporinas
naturales es baja, pero la adicion de diversos sustituyentes ha originado cientos de

compuestos potentes y de baja toxicidad (Marin et al, 1998).
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Figuras 1-4. Nucleo cefalosporinico (Flores et al, 2009)



Las cefalosporinas actuan de la misma manera que las penicilinas: interfiriendo en la
sintesis de peptidoglucano de la pared celularbacteriana, e inhibiendo la transpeptidacion

final, necesaria para la reticulacion. Esto genera un efecto bacteriolitico.

Son agrupadas en grupos denominados “generaciones" por sus caracteristicas
antimicrobianas. Las primeras cefalosporinas fueron agrupadas en la "primera generacion™
mientras que mas adelante, cefalosporinas de espectro extendido fueron clasificadas como
cefalosporinas de segunda generacion. Cada nueva generacion de cefalosporinas presenta
mas potencia frente a bacterias gram-negativas, caracteristicas antimicrobianas
perceptiblemente mayores que la generacion precedente; actualmente se diferencian cuatro
generaciones de cefalosporinas. Cabe destacar que las cefalosporinas de primera generacion
tienen mayor espectro de accion frente a estafilococo y estreptococo que las generaciones

mas recientes (Flores et al, 1998).

1.3.1.1 Ceftazidima

La ceftazidima es una cefalosporina de tercera generacion considerada por algunos como
antibiotico estratégico, pues es de los que se protegen del uso indiscriminado en el medio
hospitalario. Se usa de forma controlada y se recomienda cuando se han transitado otros
pasos en la politica de antibidtico, y no se ha obtenido una respuesta adecuada. Una dosis
de 500 miligramos en nifios y 1 gramo en adultos por via parenteral a los 5 minutos alcanza
una concentracion 45 y 90 pg/ml respectivamente (Flores et al, 1998). La union a proteinas
plasmaéticas es de un 10 %, no es metabolizada en el organismo excretandose inalterada, en
su forma activa, en orina por filtracién glomerular; aproximadamente un 80 - 90 % de la

dosis es recuperada en orina a las 24 horas.
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Figuras 1-5. Estructura quimica de ceftazidima (Flores et al, 1998).

1.3.1.2 Organismos sensibles a Ceftazidima

La ceftazidima tiene un espectro antibacteriano que incluye: Streptococos, Stafilococos, E.
Coli, Klebsiella, Haemophilus influenzae, Proteus y enterobacterias (especialmente
Pseudomona sp) y Bacteroides, es de uso restringido con el fin de evitar la aparicion de

resistencias bacterianas (Flores et al, 1998).

1.3.2 Carbapenem.

Los carbapenems corresponden a un tipo de antibidticos beta-lactdmicos con amplio
espectro de actividad bactericida y son sumamente resistentes a las beta-lactamasas. Esta
clase de antibidticos fueron descubiertos originalmente del microorganismo Streptomyces
cattleya, el cual, produce su propio antibiético Ilamado tienamicina. Los carbapenems son
sustancias de estructura beta-lactdmica que se caracterizan por tener condensado con el
anillo principal beta-lactamico otro no saturado de cinco 4&tomos doble enlace entre 2y 3 'y

que en la posicion 1 tiene un atomo de carbono (Figura 1-6) (Arias et al, 1998).
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Figuras 1-6. Ndcleo carbapenemico (Flores et al, 1998).



Las caracteristicas que diferencian a los carbapenems de las penicilinas y cefalosporinas, es
que en su anillo presenta un dtomo de carbono en la posicion 1, en sustitucion del atomo de
azufre que comunmente tienen la mayoria de las penicilinas y cefalosporinas, de ahi se
deriva su nombre. Junto con ello, presentan una insaturacion entre el carbono 2 y el
carbono 3 del anillo pentamérico. Es el mas amplio de todos los antibidticos beta-
lactamicos, los cuales incluyen bacterias Gram positivas y gram negativas, pero no acttan
en bacterias que se desarrollan intracelularmente como Chlamydia. Su administracion es
Unicamente por via intravenosa, dado que su absorcion por via oral es muy poca. Se utilizan
comunmente en los hospitales para tratar infecciones severas. Sin embargo se han
investigado formas nuevas de administracion de estos antibioticos, incluyendo la via oral
(Rivero et al, 1998).

1.3.2.1 Imipenem

Es un antibidtico betalactamico de uso intravenoso desarrollado en 1985. Pertenece al
subgrupo de los carbapenem. Se deriva de un compuesto llamado tienamicina que es
producido por la bacteria Streptomyces cattleya. EI imipenem interfiere con la sintesis de la
pared celular de las bacterias sensibles. Es un medicamento altamente resistente a la
hidrolisis por beta-lactamasas. Debe ser administrada por via intravenosa o intramuscular

porgue no es absorbida eficazmente en el tracto gastrointestinal (Flores et al, 1998).

Imipenem actla inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana en varias bacterias gram-
negativas y gram-positivas. Es estable en presencia de beta-lactamasas (penicilinasa y
cefalosporinasa) producidas por diferentes bacterias. Su efecto neto se considera
bactericida. Una dosis 500 mg en 20 a 30 minutos, 1000 mg durante 40 a 60 minutos. Para
bacterias sensibles se prefiere la dosificacion de 500 mg cada 6 horas, para bacterias menos
sensibles (Pseudomona aeruginosa) se utiliza 1000 mg cada 6 a 8 horas alcanzando

concentraciones séricas pico 21-58 pug/mL (Rivero et al, 1998).



La vida media de eliminacién sérica es de una hora y el 20 % del farmaco se une a las
proteinas del plasma. Se excreta por los rifiones del 70-80 %, aunque no se observan
concentraciones urinarias elevadas, ya que se hidroliza en el tubulo proximal por la enzima

dehidropeptidasa y produce metabolitos nefrotoxicos (Flores et al, 1998).
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Figuras 1-7. Estructura quimica de imipenem (Flores et al, 1998).

1.3.2.2 Organismos sensibles a Imipenem

El imipenem tiene un gran espectro antibacteriano que incluye bacterias Gram-negativas,
tanto aerobias como anaerobias. Es especialmente potente contra Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter y especies de Enterococcus. No es efectivo contra Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina, Enterococcus faecium,Clostridium difficile, Burkholderia
cepacia ni Stenotrophomonas maltophilia. Imipenem, como otros medicamentos del grupo
carbapenem, son de uso restringido con el fin de evitar la aparicion de resistencias

bacterianas (Flores et al, 1998).

1.4 Monitorizacion a niveles plasmaticos de los antibio6ticos

En la monitorizacion farmacoldgica, la posibilidad de ajustar la dosis de los
antimicrobianos a partir de la determinacion de sus concentraciones en plasma y/o tejidos
infectados ha constituido un gran avance, debido a que permite individualizar el tratamiento
farmacologico adaptandolo a la necesidad de cada paciente, para ello se pueden utilizar
criterios clinicos, monitorizando parametros vitales o parametros bioquimicos (Flores et al,

1998). En la préctica clinica existen multiples farmacos de uso frecuente que requieren de



monitorizaciones de niveles plasméticos en forma periodica (Roberts J. et al, 2010). No
obstante, la monitorizacién de niveles plasmaticos no esta indicada para todos los fa&rmacos,

es decir, se aplican solo a aquéllos de dificil manejo que cumplen los requisitos siguientes:

1. Amplia variabilidad interindividual, por lo que es impredecible la relacion entre la
dosis y la concentracion plasmatica o el efecto terapéutico. Los pacientes presentan
multiples caracteristicas farmacocinéticas dificiles de predecir, que conlleva a la
dosis necesaria para conseguir un efecto terapéutico sea muy diferente de unos
sujetos a otros. La presencia de una enfermedad asociada es una de las principales
indicaciones para medir los niveles plasmaticos, debido a las mdltiples alteraciones
farmacocinéticas que pueden aparecer.

2. Buena correlacion entre las concentraciones plasmaticas y el efecto terapéutico o
toxico.

3. Estrecho rango terapéutico. Cuando existen pocas diferencias entre las dosis
terapéuticas y las dosis toxicas.

4. Dificultad para reconocer los efectos beneficiosos o toxicos.

Si bien no es dificil manejar las dosis de ceftazima e imipenem en pacientes, su
monitorizacidn puede garantizar un tratamiento adecuado tanto en la dosis como en la via
de administracion necesaria para el antibiotico, alcanzando también una concentracion por
encima de la CIM el mayor tiempo posible y en especial, las primeras 24 horas (Kumar et
al, 2009). Esto incidira directamente en un aumento de la recuperacién y supervivencia,

disminuyendo su estadia intrahospitalaria y reduciendo los costos relacionados con esta.

Adicionalmente, uno de los problemas o limitaciones para llevar a cabo la monitorizacion
de antibioticos esta en la variabilidad de procesos llevados a cabo para su determinacion,
tanto en la obtencidn de las muestras, como las técnicas utilizadas para su determinacion, el
sistema de correccidn de dosis y los tiempos de respuestas, que varian dependiendo de cada
hospital o centro de atencion de salud, ya que cada uno posee su propio protocolo para esto,
haciendo dificil realizar una comparacion de resultados y de estudios multicéntricos que

permitan la evaluacion de ventajas clinicas en su aplicacion (USP XXIX, 2006). Existen en



la actualidad distintas formas para la medicion de beta-lactdmicos los cuales han ido
evolucionando con el tiempo, hasta llegar actualmente, a la determinacion de niveles muy
bajos (Robets J. et al, 2006).

1.5 Consideraciones analiticas de las muestras a analizar
1.5.1 Tratamiento de muestras biologicas

Hoy en dia la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una técnica
cromatografica rapida y exacta. Varios métodos han sido desarrollados para la separacion
de ceftazidima e imipenem utilizando para ello HPLC. Algunos de ellos describen métodos
que utilizan gradientes de elusion incluyendo buffer, metanol y acetonitrilo. En el analisis
de sustancias por HPLC normalmente se trabaja con muestras biologicas que en general no
se pueden inyectar directamente en el cromatdgrafo, principalmente porque las proteinas
precipitan en la columna, lo que aumenta la presion y como consecuencia se produce el
derrumbamiento de la fase estacionaria. Esto explica, junto a otras razones, que sea
necesario realizar un acondicionamiento previo de la muestra. Dicho acondicionamiento
puede ser muy variado dependiendo tanto del tejido o fluido biol6gico del que se trate,
como de la sustancia a analizar, y puede ir desde una simple precipitacién hasta una

combinacién de varias técnicas (Quattrochi et al, 1992).

Segun la complejidad del acondicionamiento a veces es necesario 0 no el uso de un
estandar interno para la cuantificacion de la sustancia en el medio bioldgico, siendo
requisito cuanto mas complejo sea el tratamiento requerido para el analisis de la muestra

problema (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).



1.5.2  Precipitacion de proteinas

Las proteinas presentes en las matrices biologicas se deben eliminar antes de ser inyectadas
en el equipo de HPLC para evitar que precipiten dentro del equipo cromatogréafico. Esta
operacion se denomina desproteinizacion y es una forma particular de separacion de
sustancias. Se realiza adicionando solventes orgénicos, sales, &cidos o cationes o bien por
ultrafiltracion. Los solventes organicos como el metanol, acetonitrilo o etanol agregados a
una solucion acuosa de una proteina disminuyen su solubilidad y en condiciones adecuadas,
inducen su precipitacién. Cuanto menor sea la polaridad del solvente agregado mejor sera
su capacidad de desproteinizar. Estos solventes organicos son utilizados en proporcion 1/1.
Tiene la ventaja que al no ser tan enérgicos no degradan la muestra. El principal problema
que pueden plantear es que al ser precipitantes suaves queden proteinas disueltas en el
sobrenadante y que éstas sean inyectadas con el consiguiente deterioro de la columna
(Quattrochi et al, 1992).

Ciertos acidos (tungstico, tricloroacético (TCA), perclorico, metafosforico, y una mezcla de
acido tungstico y metafosférico) forman sales insolubles con las proteinas cargadas
positivamente. EI méas utilizado es el &cido tricloroacético, precipitante enérgico que
normalmente se utilizan entre 10-20% Yy en una relacién de volumen 1/10 - 1/5. Uno de los
problemas que se plantean, es que la sustancia a analizar se degrade con él y por tanto, si
bien se consigue una buena precipitacion, su uso no seria adecuado por razones obvias.
Otro problema que se puede plantear es que se acidifique mucho la muestra. Es importante
recordar que las columnas de cromatografia liquida de fase reversa de silice, que son
comunmente utilizadas, tienen su maxima estabilidad en un margen de pH 3 a 7, si bien se
consideran estables en un margen de pH de 2 a 8, a pH mayores 0 menores la silice se
derrumba en el interior de la columna lo que explica el uso de fases moviles tamponadas
(Quattrochi et al, 1992).



1.5.3 Extraccion liquido - liquido

En determinadas ocasiones, dada la complejidad de los medios biol6gicos, es necesario
recurrir a la realizacion de una extraccion de la sustancia a determinar con un solvente
organico tipo benceno, ciclohexano o cloruro de metilo, de forma que lo primero que se
realiza es afiadir un tampon para llegar a un pH determinado y alcanzar un coeficiente de
reparto adecuado para que la sustancia sea extraible por el disolvente organico
(Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

La extraccion liquido - liquido es la distribucion (particion) de un analito entre dos liquidos

inmiscibles y esta representado por el equilibrio:

[Alo = [Alag

Donde [A]o es la concentracion de analito en la fase orgéanica, y [A]ag es la concentracion
de analito en la fase acuosa. La distribucion (coeficiente de distribucion) estd dado por la

relacion de concentracién de analito en las dos fases, es decir:

Donde K es el coeficiente de particiéon de actividades de A (Quattrochi et al, 1992).

Hay que tener cuidado de no inyectar nada que no sea miscible con la fase movil que se
utiliza, siendo necesario evaporar el disolvente organico a sequedad, re-disolver
posteriormente el residuo seco en un vehiculo hidroalcoh6lico (generalmente la misma fase
movil utilizado en la determinacion con lo cual se minimizan las posibles interferencias)
(Dominguez-Gil y Martin A., 1997).



1.5.4 Extraccion por pares ionicos

En el caso de la determinacion de una sustancia ionizada, extraerla con un disolvente

organico es dificil. En esos casos se tienen dos opciones:

1. Realizar extracciones con un disolvente organico para extraer impurezas, y quedarse
con la fase acuosa.

2. Recurrir a la formacién de un par idnico; para ello se utiliza un contra-ion
(tetrabutilamonio, &cido pentanosulfonico, &cido heptanosulfonico, etc.) de manera
que se forma un complejo neutro y méas apolar, cuanto mayor sea la cadena
hidrocarbonada del contra-ion. Este complejo se puede extraer con un disolvente

organico tipo benceno o cloruro de metileno, entre otros.

Al realizar este tipo de acondicionamiento es necesario la utilizacion de una fase movil de
par idnico, con un contra-ion igual o diferente al utilizado en la extraccién, segun la

sustancia y las caracteristicas del andlisis (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

1.5.5 Reaccién de derivatizacion precolumna

Una de las limitaciones de la cromatografia liquida es que el detector puede no ser
sensible a determinadas sustancias, lo cual ha llevado a desarrollar técnicas auxiliares entre
las que se encuentran los procesos de derivatizacién. Esta técnica permite mediante una
transformacion quimica de los compuestos que se analizan obtener derivados con una
estructura quimica y un comportamiento totalmente diferente, pero mas facilmente
cromatografiables, modificando indirectamente la eficacia o la sensibilidad del detector y

haciendo posible el analisis (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).



1.5.6 Dilucion

Es una técnica muy utilizada en el analisis de sustancias en orina. En dicho tipo de
muestras, si la orina es normal, no existen generalmente proteinas y el problema es que la
muestra estd muy concentrada, por lo que se recurre a la dilucion con agua o con fase
movil. En algunos casos, antes de la inyeccidn, se hace pasar la muestra a traves de un filtro
millipore de 0,45 um o, lo que es mas comun, se centrifuga para precipitar las particulas

que puedan existir (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).
1.5.7 Bases de la separacion cromatografica

La cromatografia es una técnica de separacion de sustancias que fue empleada por primera
vez por el botanico Ruso Tswett en 1906 para el aislamiento de diversos pigmentos
vegetales. ElI paso pasar un extracto de hojas verdes en éter de petrdleo a través de un tubo
o columna de vidrio rellena de carbonato célcico finamente pulverizado. Se separaron asi
una serie de bandas coloreadas correspondientes a los distintos pigmentos, 1o que explica
el nombre de cromatografia (en griego "escritura en color") dado por Tswett a este tipo de
separacion. El paso posterior de un disolvente a través de la columna, de manera continua,
permitio que las diversas bandas fueran sacadas o eluidas de la columna en el disolvente

que sale por el extremo de la misma (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

Los procedimientos cromatograficos se pueden clasificar segin el método y segun la
técnica. ElI método se refiere al estado fisico de la fase estacionaria y movil implicada, asi
como los procesos fundamentales que regulan la retencion de los componentes de la
muestra en la fase estacionaria. La fase estacionaria puede ser un sélido poroso o un liquido
disperso es un soporte solido inerte y la fase mévil un liquido o un gas. Surgen asi los
métodos cromatograficos: cromatografia gas - liquido (CGL), cromatografia liquido-liquido
(CLL), cromatografia gas - solido (CGS) y cromatografia liquido - solido (CLS). Estos
métodos cromatograficos atendiendo a las fuerzas que retienen a la muestra en la fase

estacionaria se pueden clasificar en cromatografia de particién, cromatografia de adsorcién



y cromatografia de intercambio i6nico (Dominguez-Gil y Martin A., 1997). En este trabajo

se menciona a la cromatografia liquida.

1.6 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), en sus variadas formas, encuentra
aplicaciones en todas las ramas de la ciencia. Puede ser usada en una amplia variedad de
muestras ionicas y muestras complejas encontradas en las ciencias bioldgicas (Quattrochi et
al, 1992).

La técnica se basa en la habilidad de una columna cromatogréafica, empacada con una fase
estacionaria, para separar los componentes de una mezcla. Esta mezcla de componentes es
disuelta en una fase madvil o eluente, y pasada a través de la columna. Un adecuado sistema
de deteccion localiza los analitos presentes en el eluente, midiendo sus propiedades fisicas
0 quimicas. Un gréfico de la respuesta del detector en funcién del tiempo, o volumen de
eluente, muestra una serie de picos llamados cromatograma (Quattrochi et al, 1992).

De los métodos de analisis por HPLC publicados sobre el 80% se realizan usando columnas
en fase reversa. En este método, la fase estacionaria es de polaridad menor que el eluyente
y los componentes de la muestra son eluidos en orden de polaridad. EI componente més
polar eluye primero. La retencion y la selectividad pueden ser alteradas por cambios de la

polaridad de la fase estacionaria o, (més facilmente) del eluente (Puentes, 2004).
Las ventajas que presenta la cromatografia en fase reversa son variadas:

e Puede separar muestras de un amplio rango de polaridades.

e Permite la eleccion dentro de una amplia variedad de fases estacionarias.
e Usa fases maviles relativamente economicas.

e Hay un rapido equilibrio entre la fase movil y la fase estacionaria.

e Provee una separacion rapida, simple y reproducible (Puentes, 2004).

Mientras que las limitaciones que presenta son:



e Muchas fases unidas a la silica son estables sélo entre pH 3y 8.

e La presencia de grupos silanoles no reactivos en la superficie de la silica pueden
producir colas en los picos, incrementar los tiempos de retencion y causar
irreproducibilidad en anélisis entre columnas.

e Los mecanismos de retencién de fase reversa aun no han sido completamente
entendidos (Puentes, 2004).

La fase estacionaria mas comunmente usada es el octadecilsilano (ODS), la cual tiene
grupos alquilicos C-18, quimicamente unidos. Otras fases estacionarias tienen cadenas
alquilicas més cortas, C-8, o grupos fendlicos y ciclohexilicos (Anexo N° 1, esquema N° 8).
Los tiempos de retencién aumentan cuando aumenta el nimero de atomos de carbono unido
en la fase estacionaria. Los solventes usados generalmente en fase reversa son mezclas
acuosas o soluciones buffer. Los solventes organicos miscibles en agua mas frecuentemente

usados son metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano (THF) (Puentes, 2004).

1.7 Validacion de método analitico por cromatografia liquida de alto rendimiento

Segun el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) la validacion de un método analitico es
un paso fundamental para asegurar que los resultados entregados por dicho método sean
confiables. Cuando se realiza la validacién de un método por parte del laboratorio, lo que se
busca es poder determinar con fundamento estadistico que el método es adecuado para los
fines previstos. Existen dos criterios para validar una metodologia la que depende de los

antecedentes que se dispone, tal como (Merino et al, 2010):

e Métodos no normalizados: que corresponden a métodos desarrollados por el
laboratorio 0 método nuevos (ejemplo: publicado en revista cientifica), o bien, a
métodos que tradicionalmente se han utilizado en el laboratorio pero que no estan
normalizados.

e Meétodo normalizado con una modificacion significativa.



La validacion de un método analitico establece y relne la evidencia documentada que el
proceso analitico entrega, con un alto grado de seguridad, a la obtencidn de resultados
exactos y precisos dentro de los pardmetros de calidad establecidos previamente. El
propdsito de validar es demostrar que el o los métodos son adecuados para poder realizar
los analisis propuestos en las condiciones establecidas, entregando seguridad y confianza en
los resultados obtenidos (USP XXIX, 2006).

Segun la USP XXI1X (2006) y la guia de validaciéon de métodos del ISP (2010) los métodos
analiticos se clasifican en diferentes categorias. EI método en el cual se enfocara en este
proyecto se encuentra en la categoria “I” y es clasificado dentro de los "métodos
cuantitativos para la determinacion del principio activo como materia prima 0 en
formulaciones farmacéuticas”, y como un método nuevo segun el ISP. Los pardmetros de
validacion que se deben tener en cuenta difieren segun los requisitos que exigen legalmente
los distintos organismos (USP XXIX, 2006, Merino et al, 2010). Para este tipo de método
debe evaluarse: especificidad, linealidad, sensibilidad, limites, precision, exactitud y
robustez (Tabla 1-3).

Tabla 1-3. Datos requeridos para la validacion segun ISP (Merino et al, 2010).

---Método Cuantitavo---

Método Cualitativo Normalizado Modificado Nuevo
Especificidad Si No Si Si
Linealidad No Si Si Si
Sensibilidad No Sio No Si Si
Limites Si Sio No Si Si
Precision No Si Si Si
Exactitud No Sio No Sio No Si
Robustez No No Sio No Si
Aplicabilidad Si Si Si Si

De esta forma, las caracteristicas de desempefio analitico realizadas seran:



1.7.1 Selectividad y Especificidad

La selectividad de un método analitico es la capacidad de medir un analito en presencia de
interferencia, tales como excipientes, enantiomeros y productos de degradacion que pueden
estar presente en la matriz de la muestra, asi como también la capacidad de detectar
simultdnea o separadamente sustancias quimicas diferentes presentes en una misma
muestra. La selectividad de un método analitico se puede determinar comparando los
resultados del andlisis de muestras conteniendo impurezas, productos de degradacion,
sustancias relacionadas o excipientes con los resultados del anélisis de muestras que no

contienen dichas sustancias (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

En el caso de matrices complicadas como muestras naturales o fluidos bioldgicos donde la
complejidad de la matriz dificulta la identificacion de los picos cromatogréficos, se debera
recurrir a otros tipos de métodos para la determinacion de la selectividad (Dominguez-Gil
y Martin A., 1997).

En muchos casos, la determinacion de la especificidad no puede seguir modelos tan
sistematicos, como por ejemplo, evaluar las rutas de degradacidén y métodos de ataques para
luego crear un ensayo de degradacion artificial. Entonces la determinacion de este

parametro dependera del arte o ingenio del analista, pudiéndose tomar como referencias:

El tiempo de retencion, sirve como primera base para la identificacion del pico, pero esto a
veces no resulta suficiente. En el caso de disponer de estandares, la coinyeccién de éstos y
la comparacion cuidadosa de los cromatogramas resultantes (observando la posible
aparicion de ensanchamiento de bandas, de hombros, si es posible por la derivacion de la

sefial, etc.) puede servir como primera aproximacién (Quattrochi et al, 1992).



1.7.2 Linealidad

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados directamente
proporcionales a la concentracion de analito dentro de un intervalo dado. En algunos casos
puede ser necesaria la aplicacion de transformaciones matematicas para obtener una recta
(Quattrochi et al, 1992).

La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo del método analitico. Se debe
establecer por medio de un método estadistico apropiado (como por ejemplo calculo de
regresion por cuadrados minimos). En algunos casos, para obtener la proporcionalidad
entre los resultados y las concentraciones, los datos deben ser sometidos a una
transformacion matematica antes del analisis de regresion. Los datos obtenidos a partir de
la mejor recta pueden ser Gtiles para estimar matematicamente el grado de linealidad.
Deben informarse el coeficiente de correlacién, la ordenada al origen y la pendiente de la

recta de regresion (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

Para establecer la linealidad se deben investigar un minimo de cinco concentraciones y

estas soluciones se inyectan al menos por duplicado y se determina la curva de regresion

Y=bX +a

También se recomienda considerar los siguientes intervalos. Para la valoracién de una
sustancia (0 un producto farmacéutico): de 80 a 120% de la concentracion de ensayo. Para
la determinacion de una impureza: de 50 a 120% de la especificacion. Para la
determinacion de uniformidad de contenido: un minimo de 70 a 130% de la concentracién
de ensayo a menos que se justifique otro intervalo de acuerdo a la naturaleza de la forma
farmacéutica (Hubert, 1998).



1.7.3 Sensibilidad (Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion)

1.7.3.1 El limite de deteccion

Es la concentracion méas baja de analito que puede detectarse, pero no necesariamente
cuantificarse, en una muestra bajo las condiciones experimentales establecidas. Existen
diversas maneras para determinar el limite de deteccion, dependiendo de que se trate de un
método no instrumental o instrumental. Para métodos no instrumentales, el limite de
deteccion es generalmente determinado por el analisis de muestras con concentraciones
conocidas de analito y estableciendo €l minimo nivel al cual el analito puede ser detectado
en forma confiable. Este procedimiento puede emplearse también para métodos

instrumentales (Quattrochi et al,1992 ).

En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una
aproximacion basada en la comparacion de las sefiales medidas con muestras que contienen
pequefias cantidades conocidas de analito con muestras blanco y determinando la relacion
sefial-ruido. Una relacion sefial ruido de 3:1 0 2:1 se considera generalmente aceptable para
estimar el limite de deteccion. Otras aproximaciones se basan en la determinacion de la
pendiente de la recta de calibracion y la desviacion estandar de la respuesta. Cualquiera sea
el método empleado, el limite de deteccion deberia ser luego confirmado por medio del
analisis de un numero apropiado de muestras con concentraciones cercanas o en el limite

de deteccion propuesto (Quattrochi et al, 1992).

1.7.3.2 El limite de cuantificacion

Es la menor concentracion de analito que puede determinarse con precision y exactitud en
una muestra, bajo las condiciones experimentales establecidas. EI limite de cuantificacion
se expresa en las mismas unidades de concentracion empleada para el analito de la
muestra. Existen diversas maneras para determinar el limite de cuantificacién, dependiendo

de que se trate de un método no instrumental o instrumental (Quattrochi et al, 1992).



Para métodos no instrumentales, el limite de cuantificacion es generalmente determinado
por el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito y estableciendo el
minimo nivel al cual el analito puede ser cuantificado con precision y exactitud. Este

procedimiento puede emplearse también para métodos instrumentales.

En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una
aproximacion basada en la comparacion de las sefiales medidas con muestras que contienen
pequefias cantidades conocidas de analito con muestras blanco y determinando la relacion
sefial-ruido. Una relacion sefial-ruido de 10:1 se considera generalmente aceptable para

estimar el limite de cuantificacion.

Otras aproximaciones se basan en la determinacion de la pendiente de la recta de
calibracién y la desviacion estandar de la respuesta. Cualquiera sea el método empleado, el
limite de cuantificacion debe ser confirmado por medio del andlisis de un numero
apropiado de muestras con concentraciones cercanas o en el limite de cuantificacién

propuesto (Quattrochi et al, 1992).

Para el limite de deteccidn y cuantificacion se aplica la siguiente formula en el caso de
procedimientos cromatograficos, tales como HPLC y cromatografia gaseosa (Quattrochi et
al, 1992):

K x Shl
b

L(x) =
L(x) = Limite de Cuantificacion o Deteccion.
K = Constante > 3. Usualmente K = 3 para Limite de Deteccion y K =10 para Limite de
Cuantificacion.
Sbl = Desviacion estandar de la respuesta de los n blancos.

b = pendiente de la recta de calibracion a bajas concentraciones



1.7.4 Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los resultados del
ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a varias alicuotas de una
muestra homogénea. La precision de un método analitico, generalmente se expresa como la
desviacion estdndar o desviacion estdndar relativa (coeficiente de variacion) de una serie
de mediciones (Quattrochi et al, 1992).

El estimador S de la desviacion estandar se calcula como:

Donde n es el nimero de medidas, Xi es el valor medido en el ensayo iy X el estimador

de la media poblacional p, calculado como:

n
i=1 X

i=

|
I

Por su parte, la desviacidn estandar relativa o coeficiente de variacién se calcula como:

Sx100
RSD = ———
X

La precision puede ser considerada en tres niveles: repetitividad, precision intermedia y
reproducibilidad.

e Repetitividad. Es la medida de la precision de un método efectuado en las mismas

condiciones, sobre la misma muestra, por un mismo analista, en el mismo



laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos y en el curso de la misma serie de
analisis efectuados, generalmente, en un corto intervalo de tiempo.

e Precision intermedia. Expresa las variaciones intralaboratorio: diferentes dias,
diferentes analistas, diferentes equipos, etc.

e Reproducibilidad. Es la medida de la precision de los resultados de un método
analitico efectuado sobre la misma muestra pero en condiciones diferentes

(diferentes analistas, aparatos, dias, etc.).

La precision de un método analitico se determina mediante el analisis de un nimero
suficiente de alicuotas de una muestra homogénea, lo que permite un célculo
estadisticamente valido de la desviacion estandar o la desviacion estdndar relativa. Un
estudio de precision requiere la repeticion del analisis sobre una muestra. La precision asi
obtenida se denomina “del método” puesto que incluye todo el procedimiento analitico,
desde la preparacion de la muestra hasta la lectura instrumental. También se puede
determinar directamente la precision del “sistema instrumental”, hallando la variabilidad de

respuesta de una solucion patron (Quattrochi et al, 1992).

La repetitividad puede evaluarse empleando un minimo de nueve determinaciones que
cubran el intervalo especificado para el método (como por ejemplo, tres concentraciones
Itres repeticiones de cada una) o un minimo de seis determinaciones al 100% del valor
declarado (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

Los criterios de aceptacion para la precisién dependen mucho del tipo de analisis. Para
analisis de control de calidad de productos farmacéuticos se acepta para el parametro de
precision un coeficiente de variacion de un 1%, para muestras biologicas se acepta un
coeficiente de variacion de 15%. Para muestras en alimento la precision es dependiente de
la matriz de la muestra, la concentracion del analito y de la técnica de andlisis, aca el

coeficiente de variacion puede variar entre un 2% hasta un 20%. (Huber, 1998).



1.7.5 Exactitud

La exactitud de un método analitico se define como la proximidad entre el resultado
obtenido y el valor real. Si la diferencia entre el valor hallado y el valor verdadero es
pequefia, la exactitud es buena. Una diferencia grande significa que la exactitud es
inadecuada y revela la existencia de errores que deben corregirse. La falta de exactitud
puede ser por exceso o0 por defecto. Las desviaciones por exceso suelen producirse cuando
existen interferencias analiticas y la selectividad del método no es la adecuada. Las
desviaciones por defecto suelen darse en métodos analiticos muy laboriosos, con varias
fases, extracciones, purificaciones, etc. que se traducen, inevitablemente, en una
disminucion de la recuperacion. Un estudio de exactitud permite establecer el porcentaje de
recuperacion promedio. Si el porcentaje es bajo se pueden utilizar factores de correccion.
Otra alternativa es utilizar el método de patrén interno que se afiade en las primeras fases de
preparacion de la muestra. La exactitud debe establecerse en todo el intervalo especificado

para el método analitico (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).

Para la determinacion, en el caso de la valoracién de una sustancia, la exactitud puede
determinarse por la aplicacion del método analitico a una muestra de pureza conocida
(como por ejemplo una sustancia de referencia) o por comparacion de los resultados del
método analitico propuesto con los de otro método cuya exactitud haya sido establecida
(Quattrochi et al, 1992).

En el caso de la valoracion de una sustancia en un producto farmacéutico, la exactitud
puede determinarse mediante la aplicacion del método analitico a mezclas preparadas con
todos los componentes del producto a las cuales se les han agregado cantidades conocidas
del analito dentro del intervalo del método. Si no es posible obtener muestras de todos los
componentes del producto, puede ser aceptable agregar cantidades conocidas del analito al
producto o comparar los resultados obtenidos con un segundo método cuya exactitud haya

sido establecida.



En el caso del analisis cuantitativo de impurezas, la exactitud debe evaluarse sobre
muestras (sustancia o producto farmacéutico) a las que se les han agregado cantidades
conocidas de impurezas. Si es imposible obtener muestras de las impurezas y/o los
productos de degradacion, es aceptable comparar los resultados obtenidos por un método
independiente (método farmacopeico u otro método analitico validado). En ausencia de
otra informacion, puede ser necesario calcular la cantidad de impureza comparando su
respuesta con la respuesta de la sustancia, en estos casos debe emplearse el factor de

respuesta si se conoce.

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacién obtenido a partir de la
valoracion de una cantidad agregada conocida del analito en la muestra, o como la
diferencia entre la media y el valor aceptado como verdadero junto con los intervalos de
confianza (Quattrochi et al, 1992).

Para la determinacion del % de recuperacion se utiliza la siguiente formula:

R = (X; — Xy)x 100

Donde Xi es el valor medido y X0 el valor verdadero (Dominguez-Gil y Martin A., 1997).
Las concentraciones deberan cubrir el rango concerniente y particularmente incluir una
concentracion cercana al limite de cuantificacion. La recuperacion esperada va a depender
de la matriz de la muestra, el procedimiento de proceso de la muestra y de la concentracion
del analito. (Huber, 1998).

1.7.6 Robustez

Es una medida de la capacidad de un método analitico para no ser afectado por variaciones
pequefias aunque deliberadas, en los parametros del procedimiento indicados en la
documentacién y provee una indicacién de su aptitud durante condiciones normales de uso.

La robustez puede determinarse durante la etapa de desarrollo del procedimiento analitico.



(Quattrochi et al, 1992). A continuacion (Tabla 1-4) se presenta un resumen del plan de

validacién de un método normalizado.



Tabla 1-4. Esquema general para el desarrollo de un plan de validacion.

Realizar Criterio de aceptabilidad

Linealidad 3 curvas de calibracion con 4 estandares incluido el blanco, determinar el valor de coeficiente de r>0,99
correlacion promedio de las 3 curvas.

Limites 10 ensayos de medicion de una matriz de muestra en un nivel de concentracién cercano al LOD para un LMP > 0,1 ppm un LOD <
esperado, determinar la desviacion estandar de las concentraciones obtenidas (So) , calcular el valor de 1/10 LMP y para un LMP <0,1
LOD como LOD= 3,29 x So . ppm un LOD

<1/5LMP.

Precision En un mismo dia 10 ensayos de medicion de una matriz de muestra en un nivel de concentracion, en lo CVh = (2(1-0.5.log ¢))/2 , en el
posible en el nivel medio de la curva, determinar el promedio de las concentraciones obtenidas (X) y la | cual c es el valor de la

a) Repetitividad desviacién estandar de las concentraciones obtenidas (Sr). concentracion del analito
Determinar el CVr%. expresado en potencia de 10.

b) Reproducibilidad | En un total de 10 dias 10 ensayos de medicion de una matriz de muestra CVRI =2x(2(1-0.5.10g c))/3, en el
en un nivel de concentracion, en lo posible en el nivel medio de la curva, determinar el promedio de las | cual ¢ es el valor de la
concentraciones obtenidas (X) y la desviacion estandar de las concentraciones obtenidas (SRi). concentracion del analito
Determinar el CVRIi%. expresado en potencia de 10

Veracidad

a) Sesgo Determinar en un mismo dia a lo menos 6 mediciones (n) de un material de referencia o material de Sitcalc <tcrit, el sesgo es
referencia certificado, determinar el promedio (X) y desviacion estandar (S)de las concentraciones aceptable.
obtenidas de las 6 mediciones, luego calcular el valor del sesgo del valor promedio (X) respecto del
valor asignado (Xa), como s= X -Xa, determinar el valor de t calculado para el sesgo, comparar con el t
critico (5,95%) que es 2,571.
c) Recuperacion Medir una matriz de muestra blanco, determinar el promedio de las concentraciones obtenidas para Co. | Si él %R se encuentra dentro del

Posteriormente realizar un fortificado en dicha matriz blanco en un nivel de concentracién (Ca) cercano
al LMP o punto medio de la curva de calibracion. Tomar 6 sub-muestras del material fortificado y
realizar el ensayo analitico, determinar el promedio de la concentracion del analito en la muestra
fortificada (Ce). Calcular el % de recuperacidn obtenido.

rango de %R segin AOAC para el
nivel de fortificacion realizado
(Ca), es aceptable

S: Desviacion estandares, el promedio de lejania de los valores obtenidos (lecturas) respecto del promedio
LOD: score que es el logaritmo en base 10 del cociente

LMP: Limite maximo permitido, nivel maximo o tolerancia establecida para un analito en una reglamentacion.
CV: Coeficiente de Variacion, desviacion estandar dividida por la media. También es conocida como desviacion estandar relativa (RSD). El coeficiente de
variacion puede ser expresado en porcentaje




1.8 Condiciones cromatograficas para la determinacion de ceftazidima e imipenem
por HPLC

Considerando que los métodos por cromatografia liquida de alto rendimiento existentes en
la literatura para la determinacion de ceftazidima e imipenem en plasma son muchos y
variados (Tabla 1-5), algunos de ellos mostrando buena sensibilidad pero con largos
procedimientos en la preparacion de la muestra, por ejemplo hacer precipitar las proteinas
presentes o realizar la separacion de elementos liposolubles en el plasma u otros métodos
que son simples pero algunos de los reactivos que ocupan pueden presentar un problema a

la hora de ser desechados.

Es por esto que el proposito de este trabajo es realizar un método por cromatografia liquida
de alto rendimiento rapido y sencillo para la determinacién de la concentracion de estos
antibidticos en plasma, asi como su validacion y aplicaciones presentando asi la siguiente

hipétesis.



Tabla 1-5. Condiciones cromatogréficas determinacion antibioticos beta-lactamicos

Método Antibidtico(s) Columna/marca Condiciones de operacion Referencia
Ne 1 Ceftazidima Columna en fase reversa | Fase movil Acetonitrilo y buffer fosfato (48 + 52, V/V). McWhinney et al,
Meropenem C18 (300x3.9 mm). Flujo 1 mL/min 2010
Ceftriaxona Detector con arreglo de diodos y PDA UV a 260 hasta 340nm
Ampicilina Temperatura ambiente (25° C)
Cefazolina
Ertapenem
Cefalotina
Piperacilina
Benzilpenicilina
Flucloxacilina
Dicloxacilina
Ticarcilina
N°2 Cefepima Columna analitica C8 | Fase movil acetonitrilo y fosfato de un tampo6n Denooz & Charlier,
Ceftazidima (250mm-4.6mm i.d.) | Flujo 1 ml/min 2008
Cefuroxime Rellena con particulas 5um | Detector con arreglo de diodos a 200 hasta 400 nm
Meropenem de didmetro, Temperatura ambiente (25° C)
Piperacilina
N°3 Cefotaxima LiChrosorb RP-18 | Fase mdvil Gonzales & Diaz,

(5pm;Merck) de 250 x 4

mm

a) Metanol-fosfato monopotasico 0,0IM (50:50), ajustado a pH
2,58 con &cido fosforico (85%).

b)Metanol-agua-acido acético (30:70:0,1), ajustado a pH 3,4 con
acido acético glacial.

¢)Metanol-acetato de sodio 0,0IM (80:20), pH 4,5.

d)Metanol-fosfato monosédico 12,5M (20:80), ajustado a pH 2,6
con acidofosférico (85%).

e)Acetonitrilo-acido acético (13:87), pH 3,3.

Flujo 0,6 ml/min, 0,75 ml/min, 0,6 ml/min, 0,6 ml/min, 1,0 ml/min
Detector UV modelo L-7400 a 240nm hasta 270nm

Temperatura ambiente 25°C

1998




N°4 Cefotaxima columna Bondapak C18 | Fase movil metanol, acido acético y agua (30:70:0,1 v/v) Sordo et al, 2001
300 x 3,9 mm (10 pum) Flujo 0,5 ml/min
Detector UV-VIS L-4250 a 254nm
N°5 Ceftazidima Columna RP 18 de 3,9 mm | Fase movil Metanol y tampon fosfato. USP XXIX, 2006
x 30 cm (5 pm) Flujo 1.5 ml/min
Detector UV-VIS a 260nm
Temperatura ambiente (25° C)
N°6 Imipenem Columna Viosfer de 25 cm | Fase mdvil 0.1M Borate buffer (pH = 7.2)-methanol (90:10, v/v) Carluccia et al,

C18 (10 p)

Flujo 1,5 ml/min
Detector UV a 313 nm.
Temperatura ambiente (25° C)

2006




> HIPOTESIS

La utilizacion de cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion de arreglo de
diodos para determinar ceftazidima e imipinem proporciona datos precisos, reproducibles y
confiables., cumpliendo con los estandares de validacion que recomienda el Instituto de
Salud Publica de Chile.



3 OBJETIVOS

3.1 General

Desarrollar y validar un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), que cumpla con los requerimientos establecidos por el Instituto de Salud Pablica

de Chile, para la cuantificacion de ceftazidima e imipenen en plasma.

3.2 Especificos
1. Seleccionar, a partir de los antecedentes bibliograficos recopilados las

condiciones cromatograficas operacionales para la determinacion de ceftazidima
e imipenen.

2. Elaborar un plan de validacion de la metodologia establecida para ceftazidima e
imipenem en plasma.

3. Evaluar los parametros de validaciéon de la metodologia analitica seleccionada,

de acuerdo a criterios establecidos por el ISP.



4 MATERIALES Y METODOS

Se desarrollaron 2 métodos analiticos para determinar ceftazidima e imipenem
respectivamente en plasma. Previo a la determinacién fue necesario realizar una extraccion
de los componentes presentes en la matriz de la muestra y que por sus caracteristicas,
podrian interferir en la separacion cromatografica de ceftazidima e imipenem y su posterior

cuantificacion.

4.1 Instrumentos y equipos

Equipo HPLC Jasco PU 2087 Plus.
Detector UV-Visible Jasco con ldmpara de deuterio modelo UV- 2075 plus.

Bomba cuaternaria Jasco modelo PU-2089 plus.

Columna HPLC KYA TECH HiQ sil C18HS tamafio de particular 5pum y tamafio de

poro de 100 A.

- Columna HPLC KYA TECH HiQ sil C8 tamafio de particula de 5um y tamario de
poro de 120 A.

- Balanza analitica digital Denver Instrument Company® modelo AA200. 120 +
0.0001 g .Medidor de pH Hanna Instrument® modelo HI9321.

- Centrifuga Eppendorf 5810 R.

- Agitador magnético RT5 Power IKAMAG , de IKA.

- Bafio de ultrasonido Modelo AS2060B, Chican Co.

- Manta calefactora Thermo electron modelo Hot pocket.

4.2 Reactivos

- Ceftazima Laboratorio Vitalis 1g >98% de pureza.

- Imipenem + Cilastatina Laboratorio Libra 1g (500mg imipenem, 500mg cilastatina),
>98% de pureza.

- Agua Ultra pura calidad HPLC.

- Acetonitrilo para HPLC (Merck, USA).



- Metanol calidad HPLC (Merck, USA).

- Peroxido de hidrogeno 30% (Sigma-Aldrich, Germany).

- Hidrdxido de Sodio 1N (Merck Chemicals, Germany).

- Acido Clorhidrico 32% p.a EMSURE (Merck Chemicals, Germany).
- Cloroformo (Merck, USA).

4.3 Materiales de laboratorio

- Tubos de centrifuga fondo cénico desechables de 50 mL.

- Vasos precipitados 100, 250, 500 mL (Material de vidrio clase A).

- Filtros de membrana de acetato de celulosa, tamafio de poro 0,2 pm.
- Jeringas de plastico desechables de 10 mL.

- Probeta graduada de 200, 500 y 1000 mL.

- Tubos Eppendorf 1,5 mL.

- Jeringa HPLC 50 pL Hamilton 80565.

- Micropipeta 20, 100, 1000 pL.

- Guantes desechables de latex.

4.4 Metodologia

El desarrollo de los métodos para la determinacion de ceftazidima e imipenem en plasma

por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), se realiz6 en las siguientes etapas:

4.4.1 Extraccion de antibioticos desde plasma

Un volumen 200 pL de plasma se ponen en un tubo de polipropileno de 1,8 mL para
microcentrifuga. Se afiade acetonitrilo (600 uL) para precipitar las proteinas y se mezcla
durante 30 seg. El precipitado de proteinas se separa por centrifugacion durante 5 min a
14000 x g. El sobrenadante se elimina y se afiade 600 pl de cloroformo. Se 30 segundos



para particionar el acetonitrilo y los componentes liposolubles en la fase organica del
cloroformo y se centrifuga por 5min a 1700 x g para separar las fases. Una alicuota (100
pL) de la fase acuosa superior se utiliza para el andlisis cromatografico de antibidticos
(McWhinney et al, 2010).

4.4.2 Condiciones Cromatogréficas

Para la implementacion de la técnica analitica, especialmente para establecer las
condiciones cromatogréaficas, se revisd bibliografia que contenia estudios para la
determinacion de ceftazidima e imipenem (Tabla 1-5). Se probaron diversos métodos, a
los cuales se les realizaron ciertas modificaciones de manera de conseguir una separacion
adecuada de la sustancia en estudio, disefiando el siguiente modelo experimental (Tabla 4-
1):

Tabla 4-1. Disefio experimental para la determinacién de ceftazidima e imipenem por
cromatografia liquida (HPLC).

Condiciones 1 2 3 4 5 6 7 8
Columna +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 -1
Metanol -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1
Buffer -1 -1 +1 +1 +1  +1 -1 -1
Flujo -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
Temperatura | -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1

Previo a la inyeccidn de los estandares la columna se equilibra durante 30 min con la fase
movil.



4.4.2.1 Preparacion de la solucion estdndar de trabajo.

442.1.1 Ceftazidima

Una solucion madre basada en la méxima posologia comercial de ceftazidima se preparo
en un volumen de 100 mL, en este caso, 1000 mg/100 mL lo que corresponde a 10 mg/mL.
Por lo tanto, la solucién madre estandar fue de 10 mg/mL disuelta en buffer fosfato 0,1 N a
pH 7.

4.42.1.2 Imipenem

Una solucion madre basada en la maxima posologia comercial imipenem se prepard en un
volumen de 100 mL, en este caso, 500 mg/100 mL lo que corresponde a 5 mg/mL. Por lo
tanto, la solucién madre estandar fue de 5 mg/mL disuelta en buffer fosfato 0,1 N a pH 7.
Los estandares de trabajo fueron preparados diariamente por dilucién de la solucion madre

con fase movil.

Para la curva de calibracion de ceftazidima se prepararon los estandares siguientes: 25,
50,100, 150, 200 ppm y de 25, 50, 65, 80, 100 ppm para imipenem respectivamente. Este
rango de concentraciones se determind debido a las concentraciones esperadas luego de

dosis terapéuticas obtenidas en la literatura (Flores et al, 1998).
4.4.2.2 Preparacion de la fase movil

Una mezcla de metanol calidad HPLC y Buffer fosfato 0,1 N a pH 7 se ocupd en una
proporcion 40:60, respectivamente. Previo a la elusion a través de la columna, la fase movil

fue filtrada a través de filtros con tamaio de poro de 0,2 um (millipore).
4.4.2.3 Preparacion del Buffer

Para la preparacion de la fase mdvil se disolvieron 6,8995g de fosfato de potasio mono
basico y 7,098g de fosfato de potasio di-basico en 1Lt. de agua ultra pura de grado HPLC

cada uno, respectivamente. Luego se toman 195 mL de la solucion de fosfato de potasio



monobésico y 305 mL de fosfato de potasio di-basico, se mezclan y se diluyen a un total de
1 L. con agua ultra pura de grado HPLC. El pH de la solucion resultante es de 7,0.

4.4.3 Validacién del método HPLC

4.4.3.1 Selectividad o Especificidad

Este parametro se refiere a la propiedad del método de producir una sefial medida debido
solo a la presencia del analito, libre de interferencia de otros componentes, en la matriz de
la muestra. Estos componentes pueden ser excipientes de un farmaco, producto de
degradacidn, subproductos o productos laterales de la sintesis de un farmaco, metabolitos
del mismo analito en un fluido bioldgico, etc. En el caso del analisis de un principio activo
o farmaco, resulta de gran utilidad contar con las materias primas, subproductos de sintesis
y productos de degradacion. De ser asi, la especificidad puede medirse afiadiendo un 1% de
cada posible interferencia al estdndar de farmaco puro, verificando la separacién
cromatografica. Se realizaron ensayos agregando una fraccion solucion estandar

previamente expuestas a las siguientes degradaciones artificial:

1) Hidrolisis, calentando a 80°C durante 1 hora.

2) Hidrolisis basica, calentando a 80°C con NaOH 1N durante 1 hora.

3) Hidrolisis acido, calentando a 80°C con HCL 1N durante 1 hora.

4) Fotolisis, por exposicion de una solucién a la luz solar de manera directa por 1 hora.
5) Oxidacién, por calentamiento de una solucién de la droga con gotas de peréxido de

hidrogeno.

Se aceptara una degradacion maxima de 20% de la concentracion inicial (Quattrochi et al,
1992).



4.4.3.2 Linealidad

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la concentracion
del analito y su respuesta. Para su determinacion se prepar0 una serie de 5 concentraciones
de 25, 50, 100,150, 200 ppm para ceftazidima y 25, 50, 65, 80, 100 ppm para imipenem. La
cuantificacion fue realizada por anélisis de regresion del &rea del pico contra la
concentracion del estandar. Se inyectd por triplicado cada concentracion obteniéndose un
total de 15 inyecciones. La determinacion se realizd en condiciones de repetibilidad, es
decir, Unico analista, mismo instrumento y reactivos, mismo dia y cortos intervalos de
tiempo entre cada andlisis. Se determinaron los coeficientes de correlacién y el grado de

significacion con una tabla de prueba de coeficiente de correlacion (Quattrochi et al, 1992).

4.4.3.3 Sensibilidad

La sensibilidad de un método analitico corresponde a la minima cantidad de analito que
puede producir un resultado significativo. Se debe diferenciar entre dos tipos de

sensibilidad:

- Sensibilidad de calibracion, correspondiente a la pendiente de la curva de calibrado.
- Sensibilidad analitica, correspondiente al cociente entre la sensibilidad de

calibracién y la desviacién estandar de la medida.

Los parametros a definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites de

cuantificacion y deteccion.

4.4.3.4 El limite de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

El LOD corresponde, segun la USP XXIX (2006), a la menor concentracion del analito que
se puede detectar, pero no necesariamente cuantificar en una muestra, en las condiciones

establecidas y se expresa en unidades de concentracion (%, ppm, ppb, etc).



Y se puede calcular mediante la siguiente formula:

LOD =2 t;_g.v)x Shl

El LOQ corresponde, segun la USP XXIX (2006), a la menor concentracion del analito
que se puede determinar con precisién y exactitud razonables en las condiciones

establecidas, y se expresa en unidades de concentracion. (Quattrochi et al, 1992).
LOQ = 10 x Shl

Los limites de cuantificacién y deteccion se calcularon a partir de la curva de regresion.
Para esto, se utilizaron 3 concentraciones bajas de ceftazidima y de imipenem, 10, 15y 25

ppm para cada una, luego se hizo la extraccion a concentracion cero:

- Se determina la pendiente de la curva de calibrado en el rango apropiado b.

- Se realiza otra curva de calibrado, a partir de las nuevas concentracion que fueron
inyectadas por triplicado, determinando la ecuacion de la nueva recta de calibracion
y se extrapola la respuesta a concentracién cero. Obteniéndose un estimado de la
respuesta del blanco Y.

- Se determina la desviacion estandar correspondiente a cada concentracion de la
segunda curva de calibrado y se calcula la recta correspondiente a concentracion
versus desviacion estandar correspondiente a cada concentracion de la segunda
curva de calibrado, y se calcula la recta correspondiente a concentracion versus
desviacion estdndar y se extrapola la desviacion estdndar a concentracién cero
obteniéndose el estimado Shl, correspondiente a la desviacion estandar del blanco.
(Quiattrochi et al, 1992).



4.43.5 Precision

La precision esté relacionada con la dispersion de las medidas alrededor de su valor medio
y corresponde al grado de concordancia entre ensayos individuales. La precision del
método analitico se estudio evaluando la dispersion de 6 inyecciones de un estandar de
concentracion de 50 ppm. Y se medi6 en condiciones repetitivas (mismo analista, mismo
instrumento, mismo dia). La precision se expresa matematicamente como la desviacion
estandar, o, estimada analiticamente por S 0 mas cominmente como la desviacion estandar
relativa (RSD) o coeficiente de variacion (CV). Ambos estimadores, la desviacion estandar
y la desviacion estandar relativa, permiten evaluar la incertidumbre en la estimacion de la
medida (error aleatorio, correspondiente a la dispersion de datos alrededor de la media)
(Quattrochi et al, 1992). EI criterio de aceptacion puede ser variable y depende de los
objetos, pero se acepta en general una RSD del sistema de no mas de 2%, segin como lo
indica la USP XXIX (2006).

4.4.3.6 Precisién intermedia

Como su nombre lo indica, la precision intermedia se determina bajo condiciones que son
intermedias entre la repetitividad y la reproducibilidad de las condiciones, que representan
las dos condiciones extremas para determinar la precision de la validacion de un método.
Las condiciones de repetitividad se obtienen mediante el mismo método en muestras
idénticas, en el mismo laboratorio y por el mismo operador utilizando el mismo equipo en
cortos periodos de tiempo. En las condiciones de reproducibilidad se realiza el mismo
método en muestras idénticas en laboratorios diferentes, lo que implica necesariamente

diferentes operadores y aparatos (Quattrochi et al, 1992).

La precision intermedia se realizd con una muestra de concentracion de 50 ppm tanto para
ceftazidima como para imipenem, la cual se inyecto por 2 analistas, en 2 dias diferentes,

pero en el mismo equipo. Luego se calculo la desviacién estandar y RSD.



4.4.3.7 Exactitud

La exactitud de un método o también conocido como error sistematico o tendencia,
corresponde a la diferencia entre el promedio del valor obtenido y el valor verdadero. El
disefio para este trabajo consistira en la utilizacion de 3 concentraciones del analito
preparadas por triplicado, comprendidas dentro del rango de la linealidad del sistema: en
general se estudian concentraciones correspondientes al 50-80-100-120-150% del valor
esperado, en este caso se utilizaran las concentraciones de un 80, 100 y 120%, siendo el
valor esperado 50 ppm aproximadamente, es decir las soluciones tenian un concentracion
de 40, 50 y 60 ppm (Quattrochi et al, 1992).

4.4.3.8 Robustez

La robustez de un método analitico corresponde a los estudios que indican el grado de
confiabilidad del ensayo ante cambios de variables comunes. Estos cambios pueden ser
ligeras diferencias operativas, de equipos, de analistas, laboratorios, fuentes de columnas,
etc. Es evidente que un método debe ser “robusto” frente a cambios de analistas e
instrumentos, pero no necesariamente deberia serlo frente a todos los cambios que se
estudien. Asi, es de esperar que la modificacién de algun factor, por ejemplo pH de la fase
movil, produzca en algin caso cambios drasticos en la separacion. En este caso se intentara
trabajar con un valor de pH tal que una ligera modificacion no produzca cambios
importantes en la respuesta. Si esto no es posible se informara que el pH es critico para la
separacion, indicando el rango en el cual es posible variarlo sin alterar los resultados.
Deberéa evaluarse la eventual variacion de los resultados (precision, resolucion, asimetria,
eficiencia, etc) ante cambios de variables tales como columna, cambios de pH de la fase
movil, de temperatura, de composicion de fase movil, etc, asi como el intervalo entre la

preparacion de la solucidn a inyectar y la inyeccion misma (Quattrochi et al, 1992).



5 RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Validacion metodologia analitica

5.1.1 Determinacion de las condiciones de trabajo

Para la determinacion de las condiciones de trabajo se realizd un disefio experimental
factorial con las condiciones encontradas en la literatura de los diferentes métodos para la

determinacion de ceftazidima e imipenem (Tabla 5-1), quedando el siguiente disefio:

Tabla 5-1. Disefio factorial experimental para la determinacién de las condiciones de
trabajo para ceftazidima e imipenem.

Condiciones | Valor Valor 1 2 3 4 5 6 7 8
alto bajo

Columna Cl18 (8 Cl8 Cl18 <(Cl18 (Ci18 C8 (C8 (8 C8

Metanol 80 40 40 80 40 80 40 80 40 80

Buffer 0.1 001 001 001 01 01 01 01 0.01 0.01

Flujo 1.2 0.8 0.8 1.2 08 12 12 08 12 0.8

Temperatura | 35 25 25 25 35 35 25 25 35 35

Las condiciones de trabajo dadas por el disefio experimental factorial utilizado, se
realizaron por duplicado, dando los resultados que se muestran a continuacién en las
Tablas 5-2 y 5-3, para ceftazidima y las Tablas 5-4 y 5-5 para imipenem. En lo relativo a

los cromatogramas estos se presentan en el Anexo 8A.



Tabla 5-2. Resultados de las condiciones de trabajo probadas para ceftazidima en columna

C18.
Parametros N°1-1  N°1-2  N°2-1 N°2-2 N°3-1 N°3-2 N%-1 N%-
2
Tiempo retencion | 2,306 2,267 1,693 164 2253 2,293 1533 1520
Altura 2657 2856 1407 1846 2876 3069 1801 2109
Area 276,2 2492 2588 2805 256,8 2542 2575 2546
AS USP 3,09 2,6 0,9 1,23 2,37 204 124 119
Left Half Width 0,322 0,29 0,154 0,085 0,253 0,293 0,1 0,092
NTP USP (platos | 432,3 530,1 679 801,79 2309 2253,8 728,2 9475
tedricos)
Presion Mpa 8,9 9 10,3 10, 7,9 7,9 9,7 9,8

Tabla 5-3. Resultados de las condiciones de trabajo probadas para ceftazidima en columna

C8.

Parametros N°5-1  NO°-2  N°%-1 N°%-2 NO°7-1 N°7-2 N°-1  N°8-2
Tiempo retencion | 1,573 1,8 2,067 1,867 2,707 2,713 3,267 3,293
Altura 2671, 2640 1760 1240 296 298 2178 2119
Area 134,4 1575 2982 2259 3336 3285 2975 3553
AS USP 1,59 1,68 1,24 1,15 131 133 157 1,07
Left Half Width 1,573 0,049 0,118 0,122 0,064 0,054 0,073 0,132
NTP USP (platos | 4153,7 4359,8 10154 762,9 4117 4089 3499,1 2407,2
teoricos)

Presion Mpa 15,7 16 7,6 79 55 5,3 7,1 6,5




Tabla 5-4. Resultados de las condiciones de trabajo probadas para imipenem en columna

C1s.

Parametros N°1-1  N°1-2 No2-1  N°2-2  N°3-1 N°3-2 N°4-1  N°4-2
Tiempo 2,52 2,547 1,507 1,573 2,486 2,416 1,56 1,573
retencion

Altura 2606,9 2590 869,2 912 301,5 238,7 1421,1  1707,2
Area 258,8 277 157,3 2019 226,1 128,2 2155 2171
AS USP 1,31 1,48 2,27 2,01 5,67 4,93 1,64 1,5
Left Half 0,073 0,07 0,27 0,072 0,138 0,147 0,072 0,07
Width

NTP USP 4287,7 3878,45 141,08 404,31 5985,06 3728,23 799,04 1009,86
(platos

tedricos)

Presion Mpa | 8,3 8,3 8,2 8,3 9,3 8,9 9,6 9,7

Tabla 5-5. Resultados de las condiciones de trabajo probadas para imipenem en columna

C8.

Pardmetros N°5-1 N©5-2 N°6-1  N%-2 N°7-1 NO7-2 N°8-1 N°8-2
Tiempo 1,547 1,6 2,333 2,36 18,359 18,553 3,24 3,573
retencion

Altura 2748 2876,4  363,3 339,7 184,2 191,1 812,24  826,6
Area 148,4 140,6 1695 1624 17,3 18,5 724,5 266,5
AS USP 1,09 1,45 1,86 1,46 1,4 1,48 1,51 0,83
Left Half 0,073 0,04 0,163 0,2 0,057 0,058 0,175 0,356
Width

NTP USP 2580 4165 224 231 3322 3343 636 976
(platos

tedricos)

Presion Mpa | 17,7 17,5 8,3 8,5 8,5 8,4 7,5 7,4




Considerando los resultados tales como el tiempo de retencion, left half width o factor de
cola que se desea que sea menor a 2 (t < 2), la eficiencia (N) o nimero de platos teoéricos
que se desea mayor a 2000 (N > 2000), se elijio la condicion 3. Siendo el modelo que
mejor cumple con las condiciones anteriores dando un factor de cola promedio para
ceftazidima de 0,2730 y para imipenem de 0,1425, un numero de platos tedricos promedio
para ceftazidima de 2281 y para imipenem de 4857 y a esto sumado al analisis de los
gréficos obtenidos (Anexo 8A), a las distintas condiciones de trabajo se determind que las
condiciones de trabajo para el desarrollo del método de validacion son las siguientes:

Tabla 5-6. Condiciones de trabajo elegidas para el desarrollo del método de validacion.

Condiciones Ceftazidima Imipenem
Columna C18 C18
Metanol 40% 40%
Buffer 60% 0.1N 60% 0.1N
Flujo 0.8 mL/min 0.8 mL/min
Temperatura 35°C 35°C
Longitud de onda 260 nm 313 nm

Es importante destacar que todos los resultados que se presentaran a continuacion fueron
obtenidos a las mismas condiciones de trabajo para el desarrollo tanto de ceftazidima como
de imipenem por lo explicado anteriormente.

A continuacion se muestran los cromatogramas obtenidos a las condiciones elegidas
Figura 5-1, para ceftazidima y Figura 5-2, para imipenem.

3.000f Ay 2012 ceftazidima 3-11.DATA [260,00 nm]
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Figuras 5-1. Ceftazidima a las condiciones elegidas (condicion 3).



2.4001 mAU imipenem81.DATA [313,00 nm]
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Figuras 5-2. Imipenem a las condiciones elegidas (condicion 3).

5.1.2 Parametros de linealidad

5.1.2.1 Ceftazidima

A partir de la solucion estandar de ceftazidima, se prepararon 6 diluciones del farmaco a
concentraciones de 25, 50,100, 150 y 200 ppm. Cada concentracion se inyecto por
triplicado y se determind la regresion lineal (Anexo 8B).. Se obtuvo la curva de regresion
lineal y los datos se presentan en la Tabla 5-7.

Tabla 5-7. Prueba de linealidad para la determinacién de Ceftazidima.

Resultados Ceftazidima
Ecuacion de la recta Y=1,413x + 11,261
Coeficiente de correlacién multiple 0,9996
Coeficiente de determinacion R?2 0,9991

R2 ajustado 0,9989

Error tipico 3,5413
Observaciones 6
Intercepcidn 11,2609
Pendiente 1,4129

p-value 0,0024




Para determinar si existe correlacion lineal significativa con una probabilidad del 95% se

calculo un teaiculado, Y S€ compar6 con el tiabulado, qUe Se muestran en la Tabla 5-8.

Tabla 5-8. Resultados ensayos t student para determinar correlacion lineal.

Resultados Ceftazidima
fcalculado 70,682
ttabulado 2,571

El coeficiente de correlacion r y r2 es de 0,9996 y 0,9992, respectivamente. Muchos autores
plantean que para que el método se considere lineal, el coeficiente de correlacion debe ser
mayor que 0,999. Como el valor de r obtenido es mayor a esta cifra (0,9996) se dice que el
sistema cumple con los requisitos de linealidad dentro del rango de trabajo, esto quiere
decir que existe una proporcionalidad entre la concentracién del analito y su respuesta.

Ademas, para determinar si la correlacion lineal es significativa, se realizd un test t de
Student con una probabilidad del 95%, siendo la hip6tesis nula que no existe correlacion
lineal. En este caso el t tabulado resulto ser de 2,571 y el tcaiculado resulto con un valor de
70,682; esto se interpreta de la siguiente forma: al ser tcaiculado > tobservado, ENtONCES SE
rechaza la hipétesis nula de no linealidad y esto indicaria que existe correlacién lineal, esto

se ve reflejado en el p-value que fue de 0,0024 lo que indica que es significativo.

Luego, la evidencia indicaria que la respuesta del equipo fue significativamente lineal, o
sea directamente proporcional a las distintas concentraciones, en el rango de las

concentraciones que can desde 25 ppm hasta 200 ppm de ceftazidima.



5.1.2.2 Imipenem

A partir de la solucion estandar de Imipenem, se prepararon 6 diluciones del farmaco a
concentraciones de 25, 50, 65, 80 y 100 ppm. Cada concentracion se leyo por triplicado y
se determind la regresion lineal (Anexo 8B). Se obtuvo la curva de regresion lineal y los
datos se presenta en la Tabla 5-9.

Tabla 5-9. Prueba de linealidad para la determinacion de Imipenem.

Resultados Imipenem

Ecuacion de la recta Y=1,3169X + 2,4367
Coeficiente de correlacion maltiple 0,9993
Coeficiente de determinacion R?2 0,9986

R2 ajustado 0,9983

Error tipico 1,5029
Observaciones 6
Intercepcion -1,7757
Pendiente 0,7583
p-value 0,0062

Para determinar si existe correlacion lineal significativa con una probabilidad del 95% se

calculd un teaiculado, Y S€ cOmpard con el tiabuiado, que se muestran en la Tabla 5-10.

Tabla 5-10. Resultados ensayos t student para determinar correlacion lineal.

Resultados Imipenem

{calculado 53,4150
{tabulado 2,5710




El coeficiente de correlacion r y r2 es de 0,9993 y 0,9990 respectivamente. Se plantea que
para que el método se considere lineal, el coeficiente de correlacion debe ser mayor que
0,999. Como el valor de r obtenido es mayor a esta cifra (0,9993) se dice que el sistema
cumple con los requisitos de linealidad dentro del rango de trabajo, esto quiere decir que

existe una proporcionalidad entre la concentracion del analito y su respuesta.

Ademas, para determinar si la correlacion lineal es significativa, se realizd un test t de
Student con una probabilidad del 95%, siendo la hipotesis nula que no existe correlacion
lineal. En este caso el t tabulado resulto ser de 2,571 y el tcaiculado resulto con un valor de
53,415; esto se interpreta de la siguiente forma: al ser tcaiculado > ttabulado, €NtONCES Se rechaza
la hipotesis nula de no linealidad y esto indica que si existe correlacion lineal, esto se ve

reflejado en el p-value que fue de 0,0062 lo que indica que es significativo.

Luego, la evidencia indicaria que la respuesta del equipo fue significativamente lineal, o
sea directamente proporcional a las distintas concentraciones, en el rango de las

concentraciones que desde 25 ppm hasta 100 ppm de imipenem.

5.1.3 Parametros de sensibilidad

5.1.3.1 Ceftazidima

Para la determinacion de la sensibilidad se calculd una nueva curva de regresion lineal con
concentraciones mas pequefias 10, 15, 25 ppm mostrando los resultados de esta en la

Figura 5-3.
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Figuras 5-3. Regresion lineal para la determinacion de sensibilidad del método para la
determinacion de ceftazidima. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza al 95 %.

Posteriormente con los datos obtenidos se calculan los limites (LOQ y LOD) y se presentan

en la Tabla 5-11.

Tabla 5-11. Resultados regresion de la curva desviacién estandar vs linealidad de la

concentracion. Valores de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion.

Resultados Ceftazidima
Ecuacion de la recta Y=10,0153x + 0,5334
Coeficiente de correlacion 0,9264

Limite de Deteccion 2,7073ppm
Limite de Cuantificacion 7,537ppm

El ensayo de determinacion de sensibilidad mostro un coeficiente de correlacion r de

0,9999 lo que indica linealidad en el rango ensayado. Los parametros de sensibilidad



calculados, limite de cuantificacion y limite de deteccion, que se muestran en la Tabla 5-
11, permitieron determinar que la cantidad minima que se puede detectar con este método
corresponde a 2,7073 ppm y que la cantidad minima que se puede cuantificar en forma
confiable para la determinacion es de 7,537 ppm. Estos valores nos indican que la

sensibilidad del método es adecuada para la determinacion de ceftazidima.

5.1.3.2 Imipenem

Para la determinacion de la sensibilidad se calculé una nueva curva de regresion lineal con
concentraciones mas pequefias 10, 15, 25 ppm, mostrando los resultados de esta en la
Figura 5-4.
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Figuras 5-4. Regresion lineal para la determinacion de sensibilidad del método para la
determinacion de Imipenem. Las barras de error corresponden al intervalo de confianza al 95 %.

Posteriormente con los datos obtenidos se calculan los limites (LOQ y LOD) y se presentan
en la Tabla 5-12.



Tabla 5-12. Resultados regresion de la curva desviacion estandar vs linealidad de la
concentracion. Valores de Limite de Deteccion y Limite de Cuantificacion.

Resultados Imipenem
Ecuacion de la recta Y=0,0116x + 0,3115
Coeficiente de correlacion 0,8665

Limite de Deteccion 1,1189ppm
Limite de Cuantificacion 3,1150ppm

El ensayo de determinacion de sensibilidad mostro un coeficiente de correlacion r de
0,9997 lo que indica linealidad en el rango ensayado. Los parametros de sensibilidad
calculados, limite de cuantificacion y limite de deteccion, que se muestran en la Tabla 5-
12, permitieron determinar que la cantidad minima que se puede detectar con este método
corresponde a 1,1189 ppm y que la cantidad minima que se puede cuantificar en forma
confiable para la determinacion 3,1150 ppm. Estos valores nos indican que la sensibilidad

del método es adecuada para la determinacion de imipenem.

5.1.4 Parametros de precision.

5.1.4.1 Ceftazidima.

La precision del método analitico se realiz6 midiendo 10 inyecciones del estandar
realizadas por el mismo analista, el mismo dia y en el mismo equipo. Los resultados

obtenidos se ven la Tabla 5-13.



Tabla 5-13. Resultados de precision para el método de determinacion de ceftazidima.

Parametro estadistico Ceftazidima 50ppm
Recuperacion 95,4834

S 0,2746

RSD % teorico 9,9200

RSD % real 0,2876

Intervalo de confianza al 95 % de confianza 93,2214 — 97,7454

En la Tablas 5-14 se presentan los resultados para la precision intermedia del método.

Tabla 5-14. Resultados precision intermedia ceftazidima (50 ppm).

Parametro estadistico Condicion 1 Condicion 2
Recuperacién 95,4126 96,1557

S 0,3012 0,4663
RSD % tedrico 9,9200 9,9200
RSD % real 0,3157 0,4849

n 20 20

(1) Condicion 1. Dos analistas, diferentes dias, mismo equipo.

(2) Condicion 2. Dos analistas, mismo dia, mismo equipo.

Este parametro fue evaluado con 2 pruebas: precision (repetitividad) y precision intermedia.
Para la repetitividad, cuyos resultados se muestran en la Tabla 5-13, la media o el
porcentaje de recuperacion fue de un 95,4834% vy la desviacién estandar fue de un

0,2746%. Para comprobar que tan preciso fue el método realizado por un mismo operario,



en un mismo dia y en un mismo equipo, se calculd el error relativo, que resulté ser de un

0,2876% que es menor al 9,92% que corresponde al RSD tedrico o méaximo permitido.

Los resultados de la precision intermedia para las distintas condiciones o circunstancias que
son ajenas a la metodologia analitica, se muestran en la Tabla 5-14 Condicién 1 y
Condicién 2. En la Tabla 5-14 (condicion 1), indica que el coeficiente de variacion fue de
0,3157% vy el error relativo fue de 0,3012%, mientras que en la Tabla 5-14 (condicion 2),
se presenta el coeficiente de variacion de 0,4849% vy error relativo de un 0,4663%
aproximado. Para ambos casos el error es menor al 9,92% permitido para las
concentraciones de trabajo, indicando que el método es confiable y que la determinacion
de ceftazidima no se ve afectada por la variacién de analista y dia en que se realice la

cuantificacion.

5.1.4.2 Imipenem

La precision del método analitico se realiz6 midiendo 10 inyecciones del estandar
realizadas por el mismo analista, el mismo dia y en el mismo equipo. Los resultados

obtenidos se ven la Tabla 5-15.

Tabla 5-15. Resultados de precision para el método de determinacion de ceftazidima.

Parametro estadistico Imipenem 50ppm
Recuperacion 98,6000

S 0,6315

RSD % teorico 9,9200

RSD % real 0,6405

Intervalo de confianza al 95 % de confianza 96,3380 — 100,8620




En la Tablas 5-15 se presentan los resultados para la precision intermedia del método.

Tabla 5-16. Resultados precision intermedia.

Parametro estadistico Condicién 1 Condicion 2
Recuperacién 99,0406 98,5850

S 0,4856 0,6269
RSD % tedrico 9,9200 9,9200
RSD % real 0,4903 0,6359

n 20 20

(1) Condicion 1. Dos analistas, diferentes dias, mismo equipo.
(2) Condicion 2. Dos analistas, mismo dia, mismo equipo.

Este parametro fue evaluado con 2 pruebas: precision (repetitividad) y precision intermedia.
Para la repetitividad, cuyos resultados se muestran en la Tabla 5-15, la media o el
porcentaje de recuperacion fue de un 98,6000% y la desviacion estandar fue de un
0,6315%. Para comprobar que tan preciso fue el método realizado por un mismo operario,
en un mismo dia y en un mismo equipo, se calcul6 el error relativo, que resulto ser de un

0,6405% que es menor al 9,92% que corresponde al RSD tedrico 0 maximo permitido.

Los resultados de la precision intermedia para las distintas condiciones o circunstancias que
son ajenas a la metodologia analitica se muestran en la Tabla 5-16 condicion 1 y condicion
2. En la Tabla 5-16 (condicion 1), se indica que el coeficiente de variacion fue de 0,4903%
y el error relativo fue de 0,4856%, mientras que en la Tabla 5-16 (condicién 2), se presenta
el coeficiente de variacion de 0,6359% y error relativo de un 0,6269% aproximado. Para
ambos casos el error es menor al 9,92% permitido para las concentraciones de trabajo,
indicando el método es confiable y que la determinacion de imipenem no se ve afectada por

la variacion de analista y dia en que se realice la cuantificacion.



5.1.5 Parametros de exactitud

5.15.1 Ceftazidima

Se leyeron 3 concentraciones que corresponden al 80, 100 y 120% de la concentracion
esperada de la solucion estdndar siendo el 100% de esta correspondiente a 50 ppm y cada
una se realizé por triplicado, se calculé el % de recuperacion para cada concentracion
individual, que se presenta en la Tabla 5-17, cabe destacar que estas lecturas se realizaron
en plasma sanguineo de 3 voluntarios, la cual se enriquecio con ceftazidima para alcanzar

las concentraciones a las que se iba a trabajar.

Tabla 5-17. Resultados exactitud para la determinacion de ceftazidima a diferentes

concentraciones.

Parametro estadistico ~ 40ppm 50ppm 60ppm
Porcentaje 80% 100% 120%
Promedio 79,3191 96,9648 119,8004
S 0,2830 0,3562 0,5103
% de recuperacion 99,5028 97,0120 99,7157

Se calcul6 el porcentaje de recuperacién para las 3 concentraciones en conjunto, como se

muestra en la Tabla 5-18.



Tabla 5-18. Resultados exactitud para la determinacion de ceftazidima para las 9

mediciones ensayadas.

Parametro estadistico Ceftazidima
Promedio de recuperacion 98,7435

S 0,3832
RSD 0,3881
tobservado 1,0930
ttabulado 2,306

La recuperacion desde el plasma con ceftazidima de concentraciones individuales
correspondiente al 80%, 100% y 120% de la concentracion nominal que aparece en la
Tabla 5-17, en todos los casos fue cercana al 100% con una desviacion estandar menor o
igual a 0,5103%. Por otra parte el promedio de los valores de recuperacion para las 3
concentraciones anteriores (Tabla 5-18), corresponde a un 98,7435% con una desviacién
estandar del 0,3832%. Para evaluar la significancia estadistica de estos resultados, se
realizd un test t de Student, resultando un test topservado < tcalcutado (1,0930 < 2,3060),
indicando que el método tiene la exactitud requerida y se descarta algun error sistematico.
Luego, los métodos empleados indica la concordancia entre el valor experimental y el valor

verdadero.

5.1.5.2 Imipenem

Se leyeron 3 concentraciones que corresponden al 80, 100 y 120% de la concentracion
esperada de la solucién estandar siendo el 100% de esta 50 ppm y cada una se realiz6 por

triplicado, se calculd el % de recuperacion para cada concentracion. Individualmente que se



presenta en la Tabla 5-19, cabe destacar que estas lecturas se realizaron en plasma
sanguineo de 3 voluntarios, la cual se enriquecid con imipenem para alcanzar las

concentraciones a las que se iba a trabajar.

Tabla 5-19. Resultados exactitud para la determinacion de imipenem a diferentes
concentraciones.

Parametro estadistico ~ 40ppm 50ppm 60ppm
Porcentaje 80% 100% 120%
Promedio recuperacion 79,6770 98,5090 119,7711
S 0,0877 0,2320 0,4018
% de recuperacion 99,7860 98,0534 99,1765

Se calculé el porcentaje de recuperacion para las 3 concentraciones en conjunto, como se

muestra en la Tabla 5-20.

Tabla 5-20. Resultados exactitud para la determinacion de imipenem para las 9 mediciones
ensayadas.

Parametro estadistico Imipenem
Promedio de recuperacion 99,1150
S 0,1964
RSD 0,1982
tobservado 1,502

ttabulado 2 f 306




La recuperacion desde el plasma con imipenem de concentraciones individuales
correspondiente al 80%, 100% y 120% de la concentracion nominal que aparece en la
Tabla 5-19, en todos los casos fue cercana al 100% con una desviacion estdndar menos o
igual a 0,4018%. Por otra parte el promedio de los valores de recuperacion para las 3
concentraciones anteriores (Tabla 5-20), corresponde a un 99,1150% con una desviacion
estandar del 0,1964%. Para evaluar la significancia estadistica de estos resultados, se
realizo un test t de Student, resultando un test tobservado < teatculado (1.502 < 2,306), indicando
que el método tiene la exactitud requerida y se descarta algun error sistematico. Luego, los
métodos empleados indican la concordancia entre el valor experimental y el valor

verdadero.

5.1.6 Parametros de robustez

5.1.6.1 Ceftazidima

Este parametro evalla como varia la respuesta del método después de cambios comunes
pero deliberados en el método. Se evaluaron 15 respuestas a distintos cambios de variables

tales como temperatura y flujo como se muestra en la Tabla 5-21.

Tabla 5-21. Variacion de parametros experimentales en la respuesta obtenida para

ceftazidima.

Parametro 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Flujo 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Temperatura 34 34 34 35 35 35 36 36 36
Presion 9 9 9 9,1 9 9 9 9 9,1
Area 759 746 786 789 763 746 758 748 781
Altura 684,1 706,6 696,2 7329 7452 743 7542 7,348 744,1

Tiempo inicio 2,23 2,241 2,237 2,213 2,24 2,197 221 2,19 2,198
Tiempo retencion 2,489 2,492 2,477 2,493 2,427 2,28 2,444 2451 2,492
Tiempo final 2,898 2,896 2,898 2903 2,925 292 2801 2,781 2811




Parametro 10 11 12 13 14 15

Flujo 0,7 0,7 0,7 0,9 0,9 0,9
Temperatura 35 35 35 35 35 35
Presion 8,9 9 9 9,2 9,3 9,3
Area 77,8 77,9 76,8 77,3 78,2 76,4
Altura 691,2 695,1 700,3 756,3 763,2 759
Tiempo inicio 2,333 2,267 2,24 2,235 2,202 2,233
Tiempo retencion 2,533 2,507 2,427 2,267 2,32 2,28
Tiempo final 3,067 3,213 3,147 2,827 2,853 2,867

Las respuestas analizadas fueron tiempo de retencion y el area cromatografica. Respecto al
area cromatografica ninguna de las variables estudiadas como temperatura, preparacion de
la muestra y flujo de la fase mavil, resulto alterar significativamente al &rea cromatografica,
por lo que consecuentemente no se altera significativamente la masa hallada versus la masa

real, esta evidencia indica que el método es robusto respecto de estas variables.

5.1.6.2 Imipenem

Este parametro evalla como varia la respuesta del método después de cambios comunes
pero deliberados en el método. Se evaluaron 15 respuestas a distintos cambios de variables

tales como temperatura y flujo como se muestra en la Tabla 5-22.



Tabla 5-22. Variacion de parametros experimentales en la respuesta obtenida para

Imipenem.

Parametros 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Flujo 0,7 0,7 0,7 0,8 0,8 0,8 0,9 0,9 0,9
Temperatura 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Presion 8,9 9 8,9 9,1 9,1 9 9,3 9,5 9,3
Area 62,8 679 688 689 663 646 665 702 66,1
Altura 691,2 6951 700,3 7329 7452 743 756,3 763,22 759
Tiempo inicio 2,452 2,391 2401 2,373 2,33 2401 2,235 2,202 2,233
Tiempo retencion 2,501 2,498 2492 252 2451 249 24 2,392 2,42
Tiempo final 2,845 2,833 2,801 28 2,777 2,781 2701 2,693 2,697
Parametros 10 11 12 13 14 15
Flujo 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Temperatura 34 34 34 36 36 36
Presion 8,9 9 9 9 9 9,1
Area 65,8 68,9 70,2 70,8 64,8 68,1
Altura 684,1 706,6 696,2 754,2 7,348 744,1
Tiempo inicio 2,107 2,08 2,373 2,36 2,389 2,412
Tiempo retencion 2,187 2,147 2,467 2,444 2,451 2,492
Tiempo final 2,307 2,28 2,627 2,801 2,781 2,811

Las respuestas analizadas fueron tiempo de retencion y el area cromatografica. Respecto al

area cromatografica ninguna de las variables estudiadas como temperatura, preparacion de

la muestra y flujo de la fase movil resulto alterar significativamente al area cromatografica,

por lo que consecuentemente no se altera significativamente la masa hallada versus la masa

real, esta evidencia indica que el método es robusto respecto de estas variables.



5.1.7 Parametros de especifidad

5.1.7.1 Ceftazidima

Se realiz6 un ensayo de degradacion bajo distintas condiciones, termdlisis, hidrolisis acida
y bésica, fotolisis y oxidacién, y se calculd el porcentaje de recuperacion, el cual se
presenta en la Tabla 5-23.

Tabla 5-23. % Recuperacion después de degradacion artificial de ceftazidima segun

agentes gue se indican.

Ensayo Area Concentracion (ppm) % Recuperacion
Blanco 78,9 47,87 95,74
Termolisis 57,525 32,74 65,48
Hidrolisis basica 45,65 24,34 48,68
Hidrolisis acida 43,5 22,81 45,63
Fotolisis 59,65 34,25 68,49
Oxidacion 41,55 21,44 42,87

Los cromatogramas obtenidos en las distintas condiciones expuestas, se muestran en las
Tabla 5-24.



Tabla 5-24. Respuesta del imipenem a las diferentes exposiciones de degradacion
sometidas.
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Este pardmetro evalud si la respuesta del equipo era especifica para ceftazidimay la
influencia de procesos tales como la oxidacion, la hidrolisis &cida o alcalina, la degradacion
por aumento de la temperatura y exposicion solar, con la finalidad de observar si se

generaban productos de degradacién como se muestran en la Tabla 5-24.

En exposicion a termdlisis Tabla 5-24 B, se muestran al imipenem con un porcentaje de
recuperacion de 65,48%, esto indica que es relativamente estable frente a la temperatura,

aunque su porcentaje de recuperacion no supera el 80%, indicando que es termolabil.

En la exposicion a hidrolisis bésica Tabla 5-24 C, se muestra un porcentaje de
recuperacion de 48,65%, también es posible observar que se producen varios productos de
degradacion entre 1 miny 4 min y entre los 6 min y 7 min, esto indica que es sensible a ser

expuesta a condiciones basicas.

En la hidrolisis acida Tabla 5-24 D, se observa que afecta considerablemente su porcentaje
de recuperacion, obteniéndose un resultado de 45,63%, indicando que el farmaco es
sensible a la acidez.

En la exposicion a la luz solar o fotolisis Tabla 5-24 E, se obtiene un porcentaje de
recuperacion de 68,49%, siendo el porcentaje de recuperacién mas alto, sin embargo, no
supera el 80%, esto indica que la ceftazidima es fotolabil.

En la exposicion a oxidacién Tabla 5-24 F, se produce la mayor degradacién con un
42,87% aproximado de recuperacion, también es posible observar que se producen varios
productos de degradacién entre 1 min y los 3 min, indicando que la ceftazidima es muy

sensible a la oxidacion.



5.1.7.2 Imipenem

Se realiz6 un ensayo de degradacion bajo distintas condiciones, termdlisis, hidrolisis acida
y basica, fotolisis y oxidacion, y se calculd el porcentaje de recuperacion, el cual se

presenta en la Tabla 5-25.

Tabla 5-25. % Recuperacion de degradacion artificial de imipenem segln agentes que se

indican.

Ensayo Area Concentracion (ppm) % Recuperacion
Termdlisis 51,1 36,95 73,91

Hidrolisis basica 7,55 3,88 7,77

Hidrolisis acida 5,45 2,29 4,58

Fotolisis 26,65 18,39 36,77
Oxidacion 5,6 2,40 4,80

Los cromatogramas obtenidos en las distintas condiciones expuestas, se muestran en las
Tabla 5-26.



Tabla 5-26. Respuesta del imipenem a las diferentes exposiciones de degradacion

sometidas.
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Este pardmetro evalu6 si la respuesta del equipo era especifica para ceftazidima y la
influencia de procesos tales como la oxidacion, la hidrolisis acida o alcalina, la degradacion
por aumento de la temperatura y exposicion solar, con la finalidad de observar si se

generaban productos de degradacién como se ve en la Tabla 5-25.

En exposicion a termdlisis Tabla 5-26 B, se muestra al imipenem con un porcentaje de
recuperacion de 73,91%, siendo el porcentaje de recuperacion mas alto obtenido para estas
pruebas, esto indica que es relativamente estable frente a la temperatura, aunque su

porcentaje de recuperacion no supera el 80%, indicando que es termolabil.

En la exposicion a hidrolisis basica Tabla 5-26 C, se muestra un porcentaje de
recuperacion de 7,77%, también es posible observar que se producen varios productos de
degradacion entre 1 min y 3 min, esto indica que el imipenem es muy sensible a ser

expuesta a condiciones basicas.

En la hidrolisis acida Tabla 5-26 D, ocurre la mayor degradacion, afectando
considerablemente su porcentaje de recuperacion, obteniéndose un resultado de 4,58%,
también es posible observar que se producen varios productos de degradacion entre 2 min'y

3 min, indicando que el farmaco es muy sensible a la acidez.

En la exposicion a la luz solar o fotolisis Tabla 5-26 E, se obtiene un porcentaje de

recuperacion de 36,77%, esto indica que el imipenem es fotolabil.

En la exposicion a oxidacion Tabla 5-26 F, se obtiene un 4,80% aproximado de

recuperacion, indicando que el imipenem es muy sensible a la oxidacion.
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CONCLUSION

Se implementé una metodologia analitica en HPLC que permite la deteccion y
cuantificacion de los niveles plasmaticos de ceftazidima que cumple con los

requisitos establecidos por la FDA e ISP para estos tipos de analisis.

Se implementé una metodologia analitica en HPLC que permite la deteccion y
cuantificacién de los niveles plasmaticos de imipenem, que cumple con los

requisitos establecidos por la FDA e ISP para estos tipos de analisis.

Se estableci6 un método de extraccion de ceftazidima e imipenem en plasma,
rapido, reproducible y con una buena recuperacion. EI método resulto ser
conveniente por lo sencillo, teniendo en cuenta la naturaleza compleja de la matriz

de la muestra, ademas requiere pequefios volimenes de plasma.

La técnica HPLC para la determinacion de ceftazidima fue validada y resulto ser
confiable, lo que fue establecido por sus caracteristicas de sensibilidad, precision,
exactitud y especificidad, siendo un método 0til para la monitorizacion de
ceftazidima en pacientes con tratamiento de este farmaco.

La técnica HPLC para la determinacion de imipenem fue validada y resulto ser
confiable, lo que fue establecido por sus caracteristicas de sensibilidad, precision,
exactitud y especificidad, siendo un método Util para la monitorizacién de imipenem

en pacientes con tratamiento de este farmaco.
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8 ANEXOS

Datos Ocupados en el célculo de parametros analiticos para la deteccion de ceftazidima e
Imipenem por HPLC.

8A Determinacion de las condiciones de trabajo
Ceftazidima

Tabla 8-1. Cromatogramas de ceftazidima obtenidos a las diferentes condiciones de trabajo
analizadas.

1
mAU corrda 1-21.DATA [260,00 La00} ™V 2012 Ceftazidima N°2-2 2.DATA [260,00 nirj
2600 i
17003 H
2400 1600 \‘
2.200] 15004
1400
2000 L300
1800 1200
1.100] ‘
1600 1000
1.400 | 900
800
700
ofg
s0(3, ‘
z
aof
‘ 300 |

|

“Teew 0.20T

|
\
\
\

\ o 3

: E—H_é Té RT [min) o 1 3 1 5 6 7 8 3 ) Wi';'"l
a) Cromatograma obtenido para b) Cromatograma obtenido para

la condicién 1 la condicion 2
z:z mAU 2012 ceftazidima 3-11.DATA [260,00 nim] 2100} MAU f 2012-08-08 ceftazidima N4-31.DATA [260,00 nmj

\ ] ‘\

e i R i) /\ — RT )
¢) Cromatograma obtenido para d) Cromatograma obtenido para

la condicién 3 la condicién 4




2012-15-08 ceftazidima 5-21.DATA 260,00 nmj

R i)

1 2 3 4 5 6 7 8

e) Cromatograma obtenido para
la condicion 5

RT [min]

f) Cromatograma obtenido para
la condicion 6

g) Cromatograma obtenido para
la condicion 7

2012-14-08 CEFTAZIDIMA CORRIDA 8-41.DATA [260,00 nm

h) Cromatograma obtenido para

la condicién 8



Imipenem.

Tabla 8-2. Cromatogramas de imipenem obtenidos a las diferentes condiciones de trabajo
analizadas.
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8B Linealidad.

Ceftazidima

Los datos del area bajo la curva que se utilizaron para la curva de calibrado y linealidad del
método de ceftazidima se presentan en la Tabla 8-3.




Tabla 8-3. Areas bajo la curva promedio y desviacion estandar para concentraciones
seleccionadas de ceftazidima

CONCENTRACION PPM Al A2 A3 promedio  desviacion
0 15,4 15,5 15,4 15,43 0,05
25 45,4 45,0 46,6 45,67 0,68
50 77,8 76,0 77,4 77,07 0,77
100 156,6 147,7 157,5 153,93 4,42
150 2274 215,8 221,3 221,50 4,74
200 287,3 297,5 302,5 295,77 6,33

El grafico de linealidad resultado de los datos anteriores se muestra en la Figura 8-1.
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Figuras 8-1. Regresion lineal para la determinacion de Ceftazidima por cromatografia
liquida (HPLC). Las barras de error corresponden al intervalo de confianza al 95 %.

Imipenem
Los datos del area bajo la curva que se utilizaron para la curva de calibrado y linealidad del

método de imipenem se presentan en la Tabla 8-4.



Tabla 8-4. Areas bajo la curva promedio y desviacion estandar para concentraciones

seleccionadas de imipenem.

CONCENTRACION PPM Al A2 A3 Promedio Desviacion
(mUA)
0 4,3 4,6 4,7 4,53 0,21
25 36 33,4 34 34,47 1,36
50 65,1 64,8 70 66,63 2,92
65 88,7 84,2 86,6 86,50 2,25
80 109,6 109,9 102,9 107,47 3,96
100 139,5 132,5 137,3 136,43 3,58

El grafico de linealidad resultado de los datos anteriores se muestra en la Figura 8-2.
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Figuras 8-2. Regresion lineal para la determinacion de Imipenem por cromatografia liquida

(HPLC). Las barras de error corresponden al intervalo de confianza al 95 %.



8C Selectividad

Ceftazidima

Se presentan las areas bajo la curva para la determinacion de los limites de cuantificacion y

deteccion para ceftazidima en la Tabla 8-5.

Tabla 8-5. Area bajo la curva para concentraciones seleccionadas para ceftazidima.

Conc. A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al10 Prom. Desv. RSD

10 16,1 16,8 16,3 153 158 17 146 17 149 151 1591 0919 6%
15 24,7 259 269 266 234 266 255 24,2 26,3 252 25553 1,155 5%
25 454 45 443 43,2 457 444 424 458 42,6 453 4441 1270 3%

Imipenem

Se presentan las areas bajo la curva para la determinacion de los limites de cuantificacién y

deteccidn para imipenem en la Tabla 8-6.

Tabla 8-6. Area bajo la curva para concentraciones seleccionadas para imipenem.

Conc. A1l A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 Prom. Desv. RSD

10 138 13,6 143 129 13,7 141 134 13,7 14 138 14 0,389 3%
15 21 216 216 214 21 212 206 20,2 218 204 21 0,543 3%
25 35 334 33,7 343 349 344 352 346 339 345 34 0,582 2%




8D Precision

Ceftazidima

Los datos del &rea bajo la curva y porcentaje de recuperacion de ceftazidima, junto con las
estadisticas derivadas de estos calores, que permitieron calcular la precision de la técnica se
presentan en la Tabla 8-7. Los datos de precision intermedia evaluados al aplicar la técnica
por dos analistas, en diferentes dias y con el mismo equipo, se presentan en la Tabla 8-8 y
los correspondientes a precision intermedia determinados con dos analistas aplicando la
técnica el mismo dia en el mismo equipo se presentan en la Tabla 8-9.

Tabla 8-7. Areas y porcentajes de recuperacion de ceftazidima para las diferentes

inyecciones.

N° de inyeccién Area % Recuperado
1 79,6 96,73
2 78,6 95,31
3 79 95,88
4 78,9 95,74
5 78,6 95,31
6 78,2 94,75
7 78,8 95,60
8 78,4 95,03
9 78,8 95,60
10 78,3 94,89
Promedio 78,72 95,48
Desviacion 0,40 0,50

RSD 0,52




Tabla 8-8. Areas y porcentajes de recuperacion de ceftazidima para las diferentes

inyecciones.

N° de inyecciones Areas % Recuperado
Operario 1

1 47,73 95,46
2 47,73 95,46
3 47,94 95,88
4 47,09 94,18
5 47,66 95,31
6 47,52 95,03
7 48,29 96,59
8 47,66 95,31
9 48,01 96,02
10 47,66 95,31
Operario 2

11 47,44 94,89
12 47,73 95,46
13 47,52 95,03
14 47,59 95,17
15 47,37 94,75
16 47,87 95,74
17 48,22 96,45
18 47,80 95,60
19 47,23 94,46
20 48,08 96,16
Promedio 47,71 95,41
Desviacion 0,31 0,62
RSD 0,65

2 analistas, diferentes dias, mismo equipo.



Tabla 8-9. Areas y porcentajes de recuperacion para las diferentes inyecciones para

ceftazidima.

N° de inyecciones Area % Recuperado
Operario 1

1 48,36 96,73
2 47,66 95,31
3 47,94 95,88
4 47,87 95,74
5 47,66 95,31
6 47,37 94,75
7 47,80 95,60
8 47,52 95,03
9 47,80 95,60
10 47,44 94,89
Operario 2

11 48,36 96,73
12 47,94 95,88
13 48,58 97,15
14 48,50 97,01
15 48,29 96,59
16 48,08 96,16
17 49,21 98,43
18 48,22 96,45
19 48,29 96,59
20 48,65 97,30
Promedio 48,08 96,16
Desviacion 0,45 0,91
RSD 0,95

2 analistas, mismo dia, mismo equipo.



Imipenem

Los datos del area bajo la curva y porcentaje de recuperacion de imipenem, junto con las

estadisticas derivadas de estos calores, que permitieron calcular la precision de la técnica se

presentan en la Tabla 8-10. Los datos de precision intermedia evaluados al aplicar la

técnica por dos analistas, en diferentes dias y con el mismo equipo, se presentan en la

Tabla 8-11 y los correspondientes a precision intermedia determinados con dos analistas

aplicando la técnica el mismo dia en el mismo equipo se presentan en la Tabla 8-12.

Tabla 8-10. Areas y porcentajes de recuperacion del imipenem para las diferentes

inyecciones.

N° de inyeccion Area % Recuperado
1 66,1 96,69
2 67 98,05
3 66,8 97,75
4 67,9 99,42
5 67,6 98,96
6 67 98,05
7 68 99,57
8 66,5 97,29
9 67,8 99,27
10 68,9 100,94
Promedio 67,36 98,60
Desviacion 0,83 1,20
RSD 1,22




Tabla 8-11. Areas y porcentajes de recuperacion del imipenem para las diferentes

inyecciones.

N° de inyeccién Area % Recuperado
Operario 1

1 48,65 97,30
2 48,72 97,45
3 49,56 99,12
4 49,71 99,42
5 49,63 99,27
6 50,47 100,94
7 48,95 97,90
8 49,71 99,42
9 49,10 98,21
10 49,94 99,88
Operario 2

11 48,87 97,75
12 49,79 99,57
13 49,71 99,42
14 49,63 99,27
15 49,79 99,57
16 49,25 98,51
17 49,18 98,36
18 50,24 100,48
18 49,79 99,57
20 49,71 99,42
Promedio 49,52 99,04
Desviacion 0,49 0,97
RSD 0,98

2 analistas, diferentes dias, mismo equipo.



Tabla 8-12. Areas y porcentajes de recuperacion para las diferentes inyecciones para

Imipenem.

N° de inyeccién Area % Recuperado
Operario 1

1 48,34 96,69
2 49,03 98,05
3 48,87 97,75
4 49,71 99,42
5 49,48 98,96
6 49,03 98,05
7 49,79 99,57
8 48,65 97,29
9 49,63 99,27
10 50,47 100,94
Operario 2

11 48,12 96,23
12 49,79 99,57
13 48,80 97,60
14 49,41 98,81
15 50,24 100,48
16 48,42 96,84
17 49,48 98,96
18 49,71 99,42
19 49,63 99,27
20 49,25 98,51
Promedio 49,29 98,59
Desviacion 0,63 1,25
RSD 1,27

2 analistas, mismo dia, mismo equipo.



8E Exactitud

Ceftazidima

En la Tabla 8-13 se presentan las &reas bajo la curva obtenidas a cada una de las 3
concentraciones ensayadas y en la Tabla 8-14 se presenta el porcentaje de recuperacion

correspondiente a cada area de la Tabla 8-13.

Tabla 8-13. Areas bajo la curva de para concentraciones seleccionadas de ceftazidima.

Concentracion ppm  Voluntariol Voluntario2 Voluntario3 Promedio Desviacion

Area Area Area
40 67,5 67,3 67,1 67,3 0,2
50 79,8 79,5 80 79,77 0,25
60 95,8 96,3 95,6 95,9 0,36

Concentraciones correspondientes al 80, 100 y 120 % de solucién estandar siendo 50
ppm el 100.

Tabla 8-14. Comparacion entre el porcentaje de ceftazidima y el detectado por HPLC.

% Teorico % Detectado % Recuperado

Voluntario Voluntari  Voluntario  Voluntario Voluntario Voluntario

1 02 3 1 2 3

Area Area Area Area Area Area
80 79,60 79,32 79,04 99,50 66,10 65,86
100 97,01 96,59 97,30 97,01 80,49 81,08

120 119,66 120,37 119,38 99,72 100,31 99,48




Imipenem
En la Tabla 8-15 se presentan las areas bajo la curva obtenidas a cada una de las 3
concentraciones ensayadas y en la Tabla 8-16 se presenta el porcentaje de recuperacion

correspondiente a cada area de la Tabla 8-15.

Tabla 8-15. Areas bajo la curva de para concentraciones seleccionadas de Imipenem.

Concentracion ppm  Voluntario 1 Voluntario 2 Voluntario 3 Promedio  Desviacion

Area Area Area
40 54,9 54,9 55 54,93 0,058
50 67,1 67,3 67 67,13 0,15
60 80,9 81,3 80,8 81 0,26

Concentraciones correspondientes al 80, 100 y 120 % de solucion estandar siendo 50

ppm el 100.

Tabla 8-16. Comparacion entre el porcentaje de ceftazidima y el detectado por HPLC.

% % Detectado % Recuperado

Tedrico

Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario Voluntario

1 2 3 1 2 3

Area Area Area Area Area Area
80 79,68 79,68 79,83 79,68 79,68 79,83
100 98,21 98,51 98,05 98,21 98,51 98,05

120 119,16 119,77 119,01 119,16 119,77 119,01




