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Resumen

Se verific6 un método bioanalitico para la cuantificacién de indapamida en sangre total por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (UHPLC - MS), el cual fue desarrollado con el propdésito de ser
aplicado en la fase analitica de un estudio farmacocinético comparativo de bioequivalencia in vivo. Para la
verificacion, las muestras fueron preparadas por hemolisis y precipitacion de proteinas con sulfato de zinc
5%, seguidas de extraccion liquido-liquido con metilbutileter y se utiliz clonazepam como estandar interno
de trabajo (1S). La separacion cromatografica fue en fase reversa, se empled una fuente de ionizacion por
electrospray en modo negativo y el sistema de masas fue operado en modo SIM. El tiempo de corrida fue de
dos minutos. Se verific la linealidad del método en un rango de concentracion del analito de 1 ng/mL a 60
ng/mL, con un coeficiente de correlacion r2 = 0,9974. Ademas, se verifico la selectividad, exactitud y
precision intra-ensayo para la metodologia siguiendo las especificaciones de la guia de validacion de métodos
bioanaliticos de la EMA. Posteriormente, el método se aplico en el analisis de muestras reales de un voluntario
participante en un estudio de bioequivalencia de un producto de ensayo de tabletas de indapamida 1,5 mg de
liberacion prolongada frente al producto de referencia Natrilix SR ®. Se determind la concentracion de analito
en las muestras y a partir de estas se obtuvieron los perfiles y parametros farmacocinéticos para el producto
de ensayo y de referencia. EI método fue selectivo, preciso, exacto y lineal en el rango de concentracion
evaluado y puede ser aplicado de manera confiable al andlisis de muestras de sangre que contengan
indapamida.
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1. Introduccion

La indapamida  (Ci6H16CIN30O3S) es  una
sulfamoilclorobenzamida indolinica con actividad
diurética que ademas posee  propiedades
antihipertensivas directas; farmacocineticamente esta
molécula presenta extensa absorcién por via oral,
union a proteinas plasmaticas de alrededor del 77% y
una cinética de eliminacion de primer orden mediada
por metabolismo principalmente hepético (1).
Pertenece a la clase Il del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (BCS) de Gordon Amidon, lo cual
significa que este farmaco posee una baja solubilidad y
alta permeabilidad en el tracto gastrointestinal (10).
En el Centro de la Ciencia y de la Investigacion
Farmacéutica — CECIF — se llevd a cabo un estudio
clinico de bioequivalencia in vivo, en donde se
compar6 el comportamiento farmacocinético de una
formulacion de indapamida tabletas 1,5 mg de
liberacion prolongada frente a el medicamento de
referencia, Natrilix SRe (5).

Aunque la indapamida no se encuentra en el listado de
la Resolucién 1124/2016 del Ministerio de Salud y la
Proteccion Social de Colombia, anexo técnico no. 2,
donde se indican los farmacos para los cuales se exige
la presentacién de estudios de bioequivalencia en
Colombia, el estudio de bioequivalencia in vivo se
llevé a cabo, dado que la tecnologia de liberacion de
las tabletas de indapamida es modificada, por lo que se
debe obligatoriamente realizar y este debe ser
ejecutado bajo condicion de ayuno y con alimentos (6).
La matriz en que fueron recolectadas las muestras fue
sangre total, debido a que la indapamida es absorbida
considerablemente y de forma reversible por los
eritrocitos  (6). De acuerdo con la revision
bibliografica, la indapamida presente en matrices
bioldgicas ha sido cuantificada principalmente a través
de métodos que implican el uso de cromatografia
liquida (HPLC) y espectrometria de masas (MS) (4)
(7). Por lo tanto, para el analisis de las muestras
provenientes de este estudio, el CECIF desarrollo y
valid6 un método bioanalitico para la cuantificacién de
indapamida en sangre total, utilizando cromatografia
liguida de ultra alto desempefio acoplada a
espectrometria de masas con ionizacion por

electrospray (2) (3) (4). Dicho método fue desarrollado
tiempo atrés y dado que posterior a la culminacion de
la etapa clinica del estudio de bioequivalencia se
requiere realizar la etapa bioanalitica para analizar las
muestras obtenidas, es pertinente llevar a cabo una
verificacion del método y evaluar su desempefio en la
actualidad para asi aplicarlo con confianza en este
andlisis y garantizar la integridad analitica de los
resultados que se obtengan a partir de éste.

Por lo anterior el objetivo de este estudio es realizar la
verificacion del método bioanalitico previamente
validado para la cuantificacion de indapamida en
sangre total por UHPLC-MS mediante la evaluacion de
los pardmetros de selectividad, precision y exactitud
intra-ensayo y linealidad del método, los cuales fueron
evaluados bajo las especificaciones descritas en la guia
de validacion de métodos bioanaliticos de la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA) (8).

Finalmente, se considerd relevante la aplicacion del
método verificado al analisis de muestras reales
obtenidas de un voluntario participe del estudio de
bioequivalencia, con el fin de retar el método.

1. Metodologia
2.1 Sustancias y materiales

El estandar de referencia primario para indapamida
fue comprado a la United States Pharmacopeial
Convention - USP (North Bethesda, EE. UU) vy el
clonazepam grado patrén secundario fue fabricado
por Bausch & Lomb (Laval, Canada) .
El medicamento de referencia empleado, Natrilix SR
® indapamida 1,5 mg de liberacion prolongada, fue
producido por LES Laboratoires Servier Industrie
(Gidy, Francia).
El producto de ensayo fue fabricado por una
compafiia farmacéutica colombiana.
El acido acetico, acetonitrilo grado HPLC y el
metanol eran de marca Merck (Nueva York, EE.
UU), el acetato de amonio y el hidréxido de sodio
fueron producidos por Honeywell (Charlotte, EE.
uu).
Los reactivos sulfato de zinc heptahidratado, tert-
butil-metil-eter, fosfato dibasico de potasio se
compraron a Panreac (Barcelona, Espafia).


mailto:arias.claribeth@uces.edu.co

A. Sdnchez Ortiz, C. Arias Gutiérrez, A.F. Torres Grande, N. Yepes Jiménez - Seminario de Investigacién (2020)

2.2. Instrumentos

Para la determinacion de los analitos se empled un
cromatografo liquido de ultra alto rendimiento
NEXERA SHIMADzZU UHPLC (Kyoto, Japdn)
acoplado a un espectrometro de masas con fuente de
ionizacion por electro espray y detector de
cuadrupolo sencillo LCMS 2020.

2.3. Sistema cromatografico

La separacion cromatografica se logré mediante una
columna Kinetex C18 de 2.1 x 50 mm, 2.6 um
Phenomenex (Torrance, CA, EE. UU), bajo
temperatura ambiente (25 °C) para el horno y el
automuestrador. La fase movil consistio en una
mezcla de Buffer (acetato de amonio 1 mM -4cido
acetico 0.0036%) y acetonitrilo (60:40). El flujo fue
entregado a una tasa de 0,4 mL/ minuto. El volumen
de inyeccion fue de 3.0 pL para cada muestra, y el
tiempo de corrida fue de 2 minutos. En el
cromatograma la indapamida se encontr6 en un
tiempo de retencion de 0,85 min y el clonazepam en
0,87 min.

2.4. Espectrometria de masas

Se emple6 una fuente de ionizacién ESI en modo
negativo y los iones se monitorearon en modo SIM.
Para la indapamida se monitored el ion m/z 363, 9;
empleando una energia de colisién de 30 eV y para
el clonazepam el ion monitoreado fue m/z 317,7; con
una energia de colisién de 25 eV.

2.5. Calibracion y control de muestras

Se prepararon dos soluciones stock de indapamida
en metanol a 0,3mg/mL y una solucién stock de
estandar interno en metanol a 0,4 mg/mL. Las
soluciones stock de indapamida fueron diluidas con
metanol para producir una serie de soluciones
estandar de trabajo a concentraciones de 0,06
mg/mL, 6 pg/mL y 20 ng/mL.

Las soluciones estandar de trabajo para el IS se
prepararon con metanol y agua (1:1) a
concentraciones de 0,016 mg/mL y 240 ng/mL, a
diferencia de la solucién a 80 ng/mL, la cual fue
diluida solo con metanol.

Se prepararon también siete diferentes soluciones
(niveles) de indapamida para la realizacion de la

curva de calibracion en sangre, las concentraciones
de dichas soluciones era las siguientes: 1,00 ng/mL;
10,00 ng/mL; 20,00 ng/mL ng/mL; 30,00 ng/mL;
40,00 ng/mL; 50,00 ng/mL y 60,00 ng/mL, el IS se
adiciond a cada uno de estos siete niveles al inicio
del procedimiento de extraccion. Se emplearon tes
niveles de concentracién como muestras de control
calidad en sangre; bajo, medio y alto,
correspondientes a 2,50 ng/mL; 25,00 ng/mL y 55,0
ng/mL respectivamente. Estas soluciones se prepararon a
partir de una solucion stock independiente a la utilizada
para la preparacién de los estandares de calibracién, el IS
se adiciond exactamente como se hizo para los niveles de
la curva.

2.6. Procesamiento de la muestra

A 500,0 pL de sangre descongelada a temperatura
ambiente se le afiadié 50,0 pL de una solucién de
clonazepam (IS) a 240 ng/mL y se agito en vortex.
Posteriormente se adicionaron 500,0 pL de una
solucion de sulfato de zinc 5%, inmediatamente se
vertieron 100,0 pL de Buffer fosfato 0,5 M y 5,0 mL
de tert-butil-metil-eter, seguidamente se centrifugo.
La fase organica se extrajo y se llevo a sequedad a 37
°C mediante corriente de nitrgeno, el remanente se
reconstituy0 con agua: acetonitrilo (90:10), esta
nueva solucion se filtr6 bajo presion mediante
jeringa  PTFE de 0,22 pm a viales para
cromatografia, para su posterior insercion e
inyeccion (3,0 pL) en el sistema UHPLC - MS.

2.7. Verificacion del método bioanalitico

En el Centro de la Ciencia y de la Investigacion
Farmacéutica — CECIF — Colombia se valido un
método para la cuantificacion de indapamida en
sangre total por UHPLC-MS. En este trabajo se
realizo una verificacion de este método en cuanto a
los parametros de selectividad, precision y exactitud
intra-ensayo y linealidad. Estos pardmetros se
evaluaron en un mismo dia y los estandares de
calibracion se analizaron por duplicado para cada
una de sus concentraciones. Las muestras QC de
concentracion baja, media y alta, fueron analizadas
por sextuplicado en una sola secuencia, de este modo
se evalud la precision y la exactitud. Para evaluar la
selectividad se tomaron tres blancos de sangre total
de fuentes diferentes a las cuales se les realizé su
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respectivo proceso de extraccion. También, se
enriquecié una muestra blanco de sangre total con
indapamida equivalente al LLOQ y posteriormente
se inyectd cada una de estas por duplicado en el
sistema UHPLC-MS.

La linealidad fue verificada a partir de series de
estandares de calibracion los cuales fueron
preparados a partir de concentraciones conocidas de
soluciones de trabajo del analito en sangre total, esto
se hizo con siete diferentes niveles. Los datos
obtenidos en el analisis de la curva de calibracion en
sangre total se determinaron mediante un modelo de
regresion  lineal ponderado, con factor de
ponderacion 1/x?. En el analisis de cada secuencia
cromatografica se incluyd el conjunto de estandares
de calibracion y muestras de QC bajo, medio y alto
por duplicado. (3)

Para determinar la aptitud del sistema se realiz6 un
ensayo en el cual se corrié muestras del nivel 4 de la
curva de calibracion al inicio y al final de la
secuencia cromatografica; también se realizdé una
prueba sefial ruido utilizando el LLOQ como

muestra.

2.8. Aplicacion del método un estudio de
bioequivalencia

El método bioanalitico UHPLC-MS en cuestion se
disefio originalmente para su aplicacion en el analisis
de las muestras obtenidas de los voluntarios
participantes de un estudio de bioequivalencia in
vivo de indapamida tabletas 1,5 mg de liberacién
prolongada.

En el estudio participaron 15 hombres y 15 mujeres
sanos. Todos firmaron el consentimiento informado
y el protocolo del estudio fue aprobado previamente
por el Comité de Etica de la Universidad CES y el
INVIMA. Se compar0 el producto de ensayo
indapamida 1,5 mg tabletas de liberacion prolongada
producido por un Laboratorio colombiano con el
producto de referencia Natrilix SR® 1,5 mg tabletas
de liberacion prolongada producido por Les
Laboratoires Servier Industrie (seccion 2.1).

El estudio se llevo a cabo bajo condicidn de ayuno,
mediante un disefio Cruzado 2x2, de dosis Unica, con
dos tratamientos, dos periodos o ciclos, dos
secuencias y un tiempo de lavado de dos semanas

entre la administracién de las dosis de cada producto
ensayo o referencia. De cada voluntario se
recolectaron muestras de aproximadamente 10,0 mL
de sangre venosa en tubos heparinizados antes de la
administracion de la dosis y en los tiempos 0,5; 1,0;
2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0; 12,0;
13,0; 14,0; 16,0; 18,0; 24,0; 36,0; 48,0; 60,0; 72,0y
96,0 h después de la administracion de la dosis. Las
muestras se almacenaron a —80 °C hasta el andlisis.
Para este articulo se realiz6 una pequefia aplicacion
del método empleando muestras de un voluntario que
participd en un estudio de bioequivalencia. (9)

I11.  Resultados y Discusion
3.1. Separacidn y cuantificacion

La separacion cromatografica del extracto
reconstituido en fase movil (mezcla de Buffer
(acetato de amonio 1 mM -acido acético 0.0036% y
acetonitrilo 60:40)) se realiz6 en fase reversa
empleando una columna C18.

Los compuestos indapamida y clonazepam
exhibieron un tiempo aproximado de retencién de
0,85 min y 0,87 min respectivamente.

En la espectrometria de masas, los parametros que
involucran la temperatura de nebulizacion, la
temperatura del calentador, la velocidad de flujo del
gas nebulizador y el gas de cortina se optimizaron
para obtener los fragmentos desprotonados de
indapamida y clonazepam (IS). La energia de
colision se optimizé para lograr la respuesta maxima
de la relacién masa carga (m/z). Los iones seguidos
fueron 363,9 m/zy 313,7 m/z paraindapamida
y clonazepam (IS) respectivamente.

Las estructuras de los iones generados y seguidos por
el espectrometro de masas se muestran en la figura 1
y los cromatogramas correspondientes a los analitos
indapamida y clonazepam (IS) se evidencian en la
figura 2. En la tabla 1 se muestran los parametros
cromatograficos obtenidos.
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Figura. 1. Estructuras de iones generados y seguidos
por el espectrémetro de masas para clonazepam m/z
313,7 e indapamida m/z 363,9.

Tabla 1. Parametros cromatograficos para
indapamida y clonazepam (IS) con el método
UHPLC-MS.

Tiempo
Nombre del de m/z Area Factor
analito retencion tailing
(min)
Indapamida 0,807 363,90 78061 1,272
Clonazepam 0,838 313,70 57913 1,221
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Figura. 2. Cromatogramas de indapamida y
clonazepam.

3.2. Verificacion
3.2.1. Precision y exactitud

Los resultados de exactitud y los resultados de
precision intra-ensayo se resumen en la tabla 2.

La precision intra-ensayo se evalué calculando el
porcentaje del coeficiente de variacion observado
en el analisis de muestras para los QC. La exactitud
se expres6 como porcentaje de error relativo.

Como criterio de aceptacion para la exactitud las
concentraciones experimentales calculadas de los
QC deben estar dentro del 15 % del valor nominal y
las concentraciones experimentales calculadas para
el LLOQ deben estar dentro del 20 % del valor
nominal en funcién de porcentaje de error relativo.
Para la evaluacion de la precision intra-ensayo, el
coeficiente de variacion de las concentraciones
experimentales calculadas de los QC deben estar
dentro del 15 % Yy del 20% para el LLOQ. Como se
observa en la tabla 2, las muestras analizadas
cumplieron con estos criterios de aceptacion,
verificando que el método tiene adecuada precision
y exactitud intra-ensayo.
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Tabla 2. Resultados de la determinacién de la
exactitud y precision intra-ensayo para el método
(n =6 réplicas).

Concentracion Intra-ensayo (n=6)
nominal Concentracion | Precision | Exactitud
(ng/mL) experimental (ng/ | (CV%) (ER %)
mL)
LLOQ =1,00 0,37 3,97 16,42
QC bajo= 2,09 4,98 4,20
2,49
QC medio= 22,54 11,99 9,73
24,75
QC alto= 52,35 4,27 5,65
54,57

%CV: porcentaje de coeficiente de variacion

% ER: porcentaje de error relativo

3.2.2. Selectividad

La selectividad del método se verific6 comparando
los cromatogramas obtenidos de tres muestras de
blanco (de diferentes fuentes) con los
cromatogramas de una muestra extraida de sangre
total enriquecida con una concentracion equivalente
a la del Limite Inferior de Cuantificacion (LLOQ).
Todas las muestras se analizaron utilizando el
procedimiento de extraccion descrito en el numeral
2.6, las condiciones de UHPLC-MS predefinidas y
fueron inyectadas al sistema por duplicado.

Los cromatogramas de los blancos no mostraron
interferencias significativas de sustancias enddgenas
en los tiempos de retencion de indapamida y
clonazepam para los cromatogramas del LLOQ.

Por lo anterior, el método es selectivo para el analito
y el estandar interno.

3.2.3. Linealidad y LLOQ

Se realizd una curva de calibracion para la
cuantificacion del analito en la matriz bioldgica, para
esto se analizaron por duplicado siete diferentes
niveles de concentracion de indapamida, 1,0 ng/mL;
10,0 ng/mL; 20,0ng/mL; 30,0ng/mL; 40,0ng/mL;
50,0ng/mL; 60,0ng/mL y también se analizaron los
controles de calidad alto, medio, bajo; por duplicado.
Con el fin de garantizar que el modelo obtenido fuese
lo mas ajustado posible y que tuviese una respuesta
lineal para todo el rango de cuantificacion esperado,
se evalud la homogeneidad de las varianzas mediante
la prueba de Levene, una vez confirmada la

heterocedasticidad de este modelo, se procedid a
evaluar los resultados de la curva de calibracion

mediante el método de regresion lineal por minimos

cuadrados ponderados, evaluando diferentes factores
de ponderacion y seleccionando como el mas
adecuado el factor de ponderacion 1/x2, esto
también de acuerdo con lo definido por el CECIF en
la validacion del método. Este factor fue
seleccionado debido a que arrojo una pendiente e
intercepto tal que los porcentajes de error relativo
para las concentraciones del analito determinadas en
los siete niveles de la curva cumplieron con ser
menores del 20% para el limite inferior de
cuantificacion y del 15% para los demas niveles de
la curva.

La pendiente obtenida al aplicar el factor de
ponderacién fue 0,02772X y el intercepto fue
0,00341.

y = 0,02772 x + 0,00341

Ecuacion 1. Modelo de regresion lineal ajustado
para la curva de calibracion

El coeficiente r2 para el modelo ponderado fue de
0,9974; esto indica una muy fuerte correlacion lineal
positiva entre la concentracion del analito y la
relacion de las areas cromatograficas (A.indapamida/
A.clonazepam).

En la tabla 3 se describen los resultados para los
controles de calidad y se puede observar que para los
tres niveles de concentracion el %ER es menor que
el 15%, cumpliendo con la especificacion.

Por lo anterior, se asegura que el método es lineal y
se puede emplear para cuantificar indapamida en
muestras que la contengan a concentraciones dentro
del rango verificado.
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Tabla 3. Niveles de la curva de calibracion y sus
respectivos porcentajes de error relativo.

Niveles de [no(;r;:nal [Experimental del
i 0,

la gurva_Qe analito] analito] % ER

calibracién ng/mL. ng/mL
1 1,00 0,99 2,17
2 10,14 10,58 4,39
3 19,68 20,40 3,51
4 29,82 28,37 6,93
5 39,96 40,68 6,43
6 49,51 48,47 2,87
7 59,64 58,35 2,16

3.3. Aplicacion farmacocinética

Para la aplicacion del método verificado se
seleccionaron las muestras de un solo voluntario de
un estudio de bioequivalencia de indapamida
tabletas 1,5 mg de liberacién prolongada bajo
condicion de ayuno. Dicho voluntario recibié una
sola dosis de producto por ciclo; en el ciclo 1 el
voluntario recibio el producto de ensayo y en el ciclo
2 recibio el producto de referencia, Natrilix SR ©.
Un total de 48 muestras fueron analizadas por
duplicado empleando la curva de calibracion
ponderada y previamente verificada. Se calcularon
las concentraciones de indapamida en las muestras
del voluntario para ambos ciclos y se obtuvo los
perfiles farmacocinéticos del producto de ensayo y
el de referencia, tal como se aprecian en la figura 3.
Adicionalmente, las concentraciones obtenidas se
procesaron para determinar los principales
parametros farmacocinéticos para el producto de
ensayo y de referencia, tal como se muestran en la
tabla 4 .

Figura 3. Perfiles farmacocinéticos obtenidos para
el producto de ensayo y de referencia (Natrilix SR

®), indapamida 1,5 mg tabletas de liberacion
prolongada, para un sujeto bajo condicién de ayuno.

Tabla 4. Pardmetros farmacocinéticos calculados
para el producto de ensayo y de referencia.

Parametro Producto de Producto de
Referencia Ensayo
Concentracion 40.20 ng/mL 34.37 ng/mL
Maéaxima (Cmax)
Tiempo Maximo 9 horas 14 horas
(Tmax)
Volumen de 24,66 litros 21,62 litros
Distribucion (Vd)
Tiempo de Vida 15,02 horas 12,10 horas
Media (t%2)
AUC (0-t) 1263.527 1172.205
ng*h/mL ng*h/mL
AUC (0 - ) 1318.581 1211.669
ng*h/mL ng*h/mL

Dado que con la cuantificacién del analito en las
muestras fue posible obtener perfiles y parametros
farmacocinéticos coherentes tanto para el producto
de ensayo como para el de referencia, puede
afirmarse que el método verificado es adecuado para
ser empleado en el analisis de las muestras de
estudios de bioequivalencia o farmacocinéticos de
indapamida 1,5 tabletas de liberacién prolongada,
generando resultados de calidad y confiables.

I11. Conclusién

Se verifico que el método bioanalitico previamente
validado para la cuantificacion de indapamida en
sangre total, es selectivo, preciso, exacto y lineal en
el rango de concentracion evaluado, por lo tanto,
puede ser aplicado de manera confiable en el anélisis
de  muestras  provenientes de  estudios
farmacocinéticos y de bioequivalencia de tabletas de
indapamida 1,5 mg de liberacion prolongada.
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