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1. RESUMEN

Rivaroxaban es un agente anticoagulante de nueva generacion, usado en el tratamiento de
enfermedades tromboembdlicas como; trombosis venosa profunda (TVP) y embolia
pulmonar, asi como en el tratamiento preventivo en tromboembolismo venoso (TEV),

accidente cerebrovascular y embolia sistémica.

A pesar de ser un medicamento anticoagulante con un margen terapéutico amplio es
necesario contar con metodologias analiticas que permitan monitorizarlo o bien que permitan
caracterizar propiedades farmacocinéticas del farmaco, por lo tanto, se desarrolld y valid6 un
método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma humano, con EDTA K3
como anticoagulante, por Cromatografia de Liquidos de Ultra Resolucion acoplado a
Espectrometria de Masas/Masas y usando la técnica de extraccion liquido-liquido con Eter
etilico 100%.

Las condiciones cromatograficas establecidas fueron en una columna Acquity UPLC BEH
C18 (1.7um 2.1 x 50mm) con Acido formico 0.1% y Acetonitrilo en una proporcion 65:35
v/v. La deteccion de los iones se realizd mediante una reaccion de monitoreo maultiple
siguiendo las transiciones 435.99 — 144.90 para Rivaroxaban y 440.00 — 144.96 para su

estandar interno, Rivaroxaban-d4.

El método analitico desarrollado fue validado de acuerdo con los lineamientos nacionales e
internacionales, establecidos por la NOM-177-SSA1-2013 y las guias US FDA 2018,
ANVISA 2012 y EMA 2011, demostro ser selectivo, especifico, lineal en un rango de trabajo
de 0.483 a 577.736 ng/mL, preciso, exacto y robusto.

El método analitico fue empleado para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma humano
en dos estudios clinicos para determinar bioequivalencia, entre el medicamento de prueba A
y el medicamento de referencia B de dosis de 10 mg y 20 mg, bajo condiciones de ayuno y

estado postprandial, respectivamente, en sujetos sanos sin potencial de reproduccion.



El disefio de ambos estudios clinicos consistid6 en una dosis oral Unica, aleatorizado,
balanceado, abierto, dos tratamientos, dos secuencias, dos periodos, cruzado con un periodo

de lavado equivalente a 7 vidas medias.

En la evaluacién de la dosis de 10 mg de Rivaroxaban en condiciones de ayuno, se enrolaron
28 sujetos sanos, de los cuales 26 sujetos completaron el estudio, los datos de éstos fueron
tomados para el calculo estadistico, se encontraban entre 19 — 54 afios con un IMC de 18.9 —
26.8 kg/m2. Los principales parametros farmacocinéticos obtenidos para el medicamento de
prueba y referencia, respectivamente, fueron: Cmax 134.944 + 34.8393 ng/mL y 139.889 +
37.2529 ng/mL, AUCo.t 1042.903 + 232.3915 ng-h/mL y 1003.509 + 230.8413 ng-h/mL,
Tmax 2.077 £ 1.1056 hy 1.853 £ 1.0229 h.

En la evaluacion de la dosis de 20 mg de Rivaroxaban en estado postprandial, se enrolaron
28 sujetos sanos se encontraban entre 19 — 54 afios con un IMC de 18.9 — 26.8 kg/m?. Los
principales parametros farmacocinéticos obtenidos para el medicamento de prueba vy
referencia, respectivamente, fueron: Cmax 262.073 + 57.7605 ngL/mL y 276.459 +
53.4929ng/mL, AUCo+ 1810.222 + 445.6505ng-h/mL y 2015.584 + 505.1603 ng-h/mL,
Tmax 3.397+ 1.0176 h y 3.089 + 1.1551h.

En el andlisis estadistico, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (o =
0.05) entre los medicamentos de prueba Ay los medicamentos de referencia B, para las dosis
de 10 mg y 20 mg de Rivaroxaban, es decir, el medicamento de prueba A es Bioequivalente
al medicamento de referencia B en sujetos sanos sin potencial de reproduccion., por lo tanto,

el medicamento de prueba puede ser considerado una alternativa farmacéutica.

El método analitico validado demostr6 selectividad, especificidad, linealidad, precision,
exactitud y robustez, dicho método fue empleado en la cuantificacion de Rivaroxaban
proporcionando datos confiables, adicional a su aplicacion en estudios de bioequivalencia, el
método podria ser empleado como una alternativa en el seguimiento y monitoreo de pacientes
tratados con Rivaroxaban. Contar con un método analitico validado que cumpla con todos
los requerimientos solicitados por las Agencias Regulatorias Nacionales e Internacionales ,
permite que el medicamento pueda ser sometido a inspeccién y posteriormente

comercializado en diferentes paises.
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2. INTRODUCCION

La trombosis venosa o arterial se caracteriza por la formacién de coédgulos sanguineos
(trombo) dentro la vasculatura ocasionando la ralentizacion o bloqueo del flujo sanguineo,
ocasionando como consecuencias; infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, embolia

pulmonar (EP) e isquemia de extremidades.

Como parte de la enfermedad tromboembolica (ETV) se encuentra la trombosis venosa
profunda (TVP) de miembros superiores e inferiores y la embolia pulmonar (EP) ocasionada
por la migracién del trombo hacia los vasos pulmonares causando un alto potencial de
mortalidad (aproximadamente 7.5%), el tratamiento de EP presenta costos elevados y
aproximadamente entre el 4-8% de las muertes en personas mayores institucionalizadas son
ocasionada debido a esta complicacion. Habitualmente, se ha observado en la poblacion que
los casos de ETV inician como TVP en extremidades inferiores y posteriormente puede
evolucionar a EP (Otero et. al 2010; Garcia M et. al 2014).

El grado de incidencia de las ETV ha sido estudiada por diferentes grupos de investigacion
en Estados Unidos de América, América Latina y Europa, en algunos casos determinaron
una incidencia de 117 casos por cada 100 000 habitantes, se observo que la incidencia era
mayor en personas entre 45 — 69 afios, aunque las ETV puede afectar tanto a jovenes como
adultos mayores, el mayor porcentaje de incidencia es en adultos mayores, asi como pacientes
con otras complicaciones como; cancer, cirugia reciente e inmovilizacién, alteraciones
geneticas, riesgo cardiovascular, obesidad, diabetes mellitus, hipertension arterial,
tabaquismo (Garcia M et. al 2014).

Alrededor del mundo, las enfermedades tromboembdlicas presentan una incidencia en
jévenes de 1 caso por cada 10 000 habitantes, mientras que en adultos mayores se presenta 1
caso por cada 100 habitantes, en Estados Unidos de América, existen 145 casos por cada 100
000 habitantes con TVP y 500 000 casos por afio de diagnosticados con TEP con una tasa de
mortalidad de 2 a 10. En Meéxico, en el Hospital General del Centro Médico Nacional del
IMSS, entre 1981 y 1990 se realizaron alrededor de 1685 necropsias de las cuales se informé

que 252 casos correspondientes a un 15% fue debido a TEP (Cabrera et. al 2007).
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3. ANTECEDENTES
3.1. Enfermedades tromboembélicas

El diagnostico de las enfermedades tromboembdlicas a pesar de tener un avance en el
tratamiento usando farmacos anticoagulantes orales, sigue presentado altos indices de
elevada morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados y ambulatorios (Murillo C et al.
2011).

La trombosis ocurre en areas con baja irrigacién o flujo disminuido, por consecuencia
disminuye el oxigeno produciendo un ambiente donde las proteinas antitromboticas,
trombomodulina y el receptor de proteina C endotelial (EPCR), se afectan de manera
negativa e impulsa la expresion de P-selectina entre otras proteinas procoagulantes (Myers
D 2015, Stone J et al. 2017).

Las enfermedades tromboembdlicas guardan una estrecha relacion con la hemostasia, es
decir, el mecanismo fisioldgico de coagulacion de la sangre, agregacion plaquetaria y
vasoconstriccion para mantener un equilibrio homeostatico en el flujo sanguineo
favoreciendo principalmente a la coagulacion sanguinea, sin embargo, los procesos que

regulan la hemostasia pueden desencadenar patologias (Longo et al, 2012).

El mantenimiento de la integridad vascular en medio de la lesion de la pared del vaso requiere
una interaccion compleja entre el endotelio vascular, plaquetas y las proteinas circundantes
que promueven (procoagulante) o limitan (anticoagulante) la formacion de trombosis. La
activacion sucesiva de factores procoagulantes que conducen a la generacion de trombina se
reconoce como la cascada de la coagulacidn, y resulta en la conversidn de fibrindgeno soluble

en fibrina insoluble, y la formacion de un trombo estable (Longo et al, 2012).

El modelo clasico de la coagulacion contempla una cascada de reacciones enzimaticas en
serie en donde la trombina se convierte a fibrindgeno y este a su vez da como resultado la
fibrina. En este modelo se contemplan dos vias de activacion; Extrinseca e Intrinseca,
iniciadas por el Factor XI1 vy el factor tisular FT/Factor VI, respectivamente. En comun las

dos vias convergen en el nivel del Factor X activo (Xa) (Paramo J, et al, 2009).
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En la via de coagulacion extrinseca, cuando ocurre un dafio en el endotelio vascular, el Factor
Tisular (TF) que se expresa en la membrana celular en el subendotelio de los vasos
sanguineos, queda expuesto al factor FV activado (FVa) circulante en la sangre, dicha
interaccion forma el complejo extrinseco el cual produce la activacion de los factores FIX a
FIXa y FX a FXa, posteriormente el factor FXa se une al cofactor FVa produciendo el
complejo de protombinasa que activa la protrombina (FII) en trombina (Flla). La trombina
degrada el fibrinbgeno presente en la sangre a mondmeros de fibrina para su posterior
reaccion de polimerizacion en el coagulo de fibrina estable, adicionalmente la trombina
activa los factores FXIII a FXllIla responsable de la reticulacion de las fibras de fibrina en

los coagulos sanguineos dando resistencia y estabilidad (FIGURA 1).

‘ Dafio en la ’
pared del vaso

Subendotzlio
Complejo
Extrinseco @ Polimerizacion de Fibrina

g s
Fibrina
D) > ©—> ==L

I H ihi Fibrinogeno

Complejo Protrombinasa

Fibras de Fibrina Plaquetas activadas Células endoteliales

Globulos rojos

Figura 1. Via de coagulacion extrinseca (Adaptada de Kalathottukaren et al. 2018).
Por la via intrinseca, la coagulacion ocurre por activacion de contacto, es decir, cuando la
sangre entra en contacto con moléculas o superficies cargadas negativamente produciendo
una cascada de sefializacion, el factor FXII sufre un cambio en su conformacion y su

activacion secuencialmente activa los factores FXI a FXlay FIX a FIXa. Adicionalmente, el
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FXIlla es responsable de la ruptura proteolitica de la calicreina plasmética (PK) en calicreina
activa que a su vez produce la bradiquinina (BK) a partir del quininégeno (HK). La union
del factor FIXa con el cofactor VIlla producen el complejo intrinseco, el cual activa al factor
Xa produciendo la trombina quien posteriormente mediara la polimerizacion de la fibrina
(Kalathottukaren et. al 2018).
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FXla

Intrinseco g
Trombina
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Polimerizacién de
Fibrina

Fibras de

Células Glél?ulos Fibri Plaquetas
endoteliales roj0s onng activadas

Figura 2. Via de coagulacién intrinseca (Adaptada de Kalathottukaren et al. 2018)

Otra manera de explicar la coagulacion es mediante el modelo basado en células describe
tres fases para la formacion del coagulo; La fase de Iniciacion comienza en las células
productores de FT, fibroblastos y monocitos, lo que conlleva a la generacién de factores Xla,
IXa y cantidades pequefias de trombina, que activara a las plaquetas durante la fase de
Amplificacion permitiendo la acumulacion de factores y cofactores de superficie que
permiten el ensamblaje para dar lugar a reacciones enzimaticas donde las proteasas, en la
fase de propagacion, se combinan con los cofactores en la superficie plaquetaria produciendo

grandes cantidades de fibrina para la su polimerizacion. (Paramo J, et al, 2009).

Un trombo se conforma de linea de Zahn, es decir plaquetas que conforman la parte interna,

las cuales se rodean por un coagulo de fibrina y globulos rojos, al tener una mayor proporcion
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de factores procoagulantes las probabilidades de formacion de trombos aumentan, entre estos
factores se encuentran, Factor VII, Factor Von Willebrand, Factor VII y la protrombina.
(Stone J et al. 2017).

La formacion de trombos esta relacionada principalmente con tres factores (Triada de
Virchow); estasis venosa, lesion vascular e hipercoagulabilidad. La estasis venosa es
ocasionada por inmovilidad, embarazo o un deterioro en el flujo sanguineo, el dafio en la
pared endotelial es ocasionado por diversos factores en los que se pueden incluir la
interrupcion directa del vaso debido algun trauma o cirugia mientras que la
hipercoagulabilidad se debe alteraciones en el proceso de coagulacion y el sistema
hemostatico lo cual puede ser resultado de procesos inflamatorios, cambio en la viscosidad
de la sangre, aumento de citocinas, proteinas protromboticas o deficiencias en factores

anticoagulantes endogenos. (Mosevoll K et al. 2018; Stone J et al. 2017).

Existen dos tipos de estados hipercoagulables, heredados y adquiridos; los casos de formas
heredadas son poco comunes entre ellas se encuentran la deficiencia de proteina C y S, factor
de Leiden, antitrombina Ill, mutaciones del gen de protrombina mientras que un estado
adquirido es bastante comdn y puede ser ocasionado por medicamentos (Reemplazos
hormonales), procesos inflamatorios como, Embarazo, cirugia, traumas (Mosevoll K et al.
2018).

Para entender la fisiopatologia de las ETV, es necesario prescindir de la triada de Virchow,
ya que el dafio en la pared vascular con lleva un proceso de produccion de proteinas
proinflamatorias y protrombdticas, es decir citocinas que promueven la interaccion entre
leucocitos y células endoteliales, aumento en el factor tisular disponible, proliferacion de la
adhesién y activacion de plaquetas. La interaccion entre los leucocitos y las células
endoteliales provocara la formacion de moléculas de adhesion y posteriormente la formacion
de coagulos. (Lowe G et al. 2004).
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3.2. Anticoagulantes

El origen de los agentes antitrombdticos o anticoagulantes que actualmente son
comercializados tienen su origen en el afio de 1920 cuando la “Enfermedad del trebol dulce”
azoto el ganado de América de Norte y Canada. Los animales tras ser alimentados con heno
de trébol dulce presentaban trastornos hemorrégicos internos, las investigaciones realizadas
por Schofield y Roderick llevaron a la conclusién de que no se trataba de algin
microorganismo, deficiencia nutricional o patologia por algun defecto en la protrombina, sin
embargo, se encontré que dicha enfermedad era esporadica de acuerdo a las estaciones del
afo, la principal caracteristica que tenia el heno con el cual que se alimentaba a los animales

era la presencia de moho debido a la humedad.

En Wisconsin, tras involucrarse en las investigaciones relacionadas con la enfermedad del
trebol dulce, Karl Paul Link y su grupo de investigacion llevaron a cabo diferentes estudios
para determinar la razon de dicha enfermedad, la primera observacion realizada fue la
deficiencia de la actividad de protrombina. Dado que se conocia el antecedente del moho, se
realizo el aislamiento y la identificacion del agente causal, Dicumarol, producido por la
accion microbiana sobre la cumarina, éste era usado también como rodenticida sin embargo
no era practico para el control de plagas, lo que llevo a la sintesis de compuestos derivados

con una mayor potencia (Shehab et al. 2016; Van Gorp et al. 2015).

En el afio de 1941, el grupo de investigacion de Link, logro asilar el 4-hidroxicumarol,
conocido actualmente como Warfarina, en honor la institucion Wisconsin Alumni Research
Foundation (WARF), mientras que el Dicumarol habia sido introducido a la practica clinica
con éxito, los médicos se resistieron a emplear un agente rodenticida como terapia
anticoagulante aunque posteriormente se demostré su superioridad tras ser empleada como
tratamiento en pacientes con ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares (Shehab et al.
2016; Van Gorp et al. 2015).

Los primeros agentes anticoagulantes orales fueron los antagonistas de la vitamina K (AVK)
como la Warfarina, ésta bloquea la reaccion ciclica de la vitamina Ky el epdxido de vitamina
K, interviniendo en la reaccion de la carboxilacion de acido glutamico, primordial para que

los factores Il, VII, IX y X procoagulantes ejerzan su funcién. Los AVK poseen una gran
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efectividad, sin embargo, su manejo es complicado, tiene un margen terapéutico estrecho por
lo que es necesario un monitoreo y ajuste de dosis en pacientes para evitar eventos adversos,
ademés tienen a interaccionar con terapia concomitante a nivel farmacocinético y

farmacodinamico.

Previamente a los AVK, en el afio de 1930 la Heparina no fraccionada (HNF) era empleada
como agente anticoagulante, debido a la facilidad que tiene para unirse y cambiar la
conformacién de los sitios de union, ademas de potenciar la actividad de la antitrombina
contra los factores lla, IXa y Xa; uno de sus inconveniente es el empleo de una via de
administracion parental lo que ocasiona serios problemas para ser administrada fuera de un
hospital ademas requerimientos de monitorizacion y serias reacciones adversas sobre las
plaquetas (Gray E et al 2012), posteriormente para evitar algunos problemas relacionados
con la HNF surgieron las Heparinas de bajo peso molecular (HBPM), como la enoxaparina
en 1987, con una mayor biodisponibilidad y un menor régimen de monitoreo, ésta ejerce su
poder anticoagulante por la potenciacion de la antitrombina I11 e inactivacion del factor Xa

y en menor proporcion lla (Levine et al. 2004).

En 1990 se comenzaron a comercializar los Inhibidores directos de Trombina (DTI),
Ximelagatran, un profarmaco oral de Melagatran, es un compuesto sintético de péptidos que
inhibe de manera directa la trombina uniéndose al sitio activo de la a-trombina soluble y
unida a un coagulo, debido una farmacocinética predecible, estable y con una baja variacion
intersujeto, surge como una alternativa a los AVK debido a la baja interaccion de con
alimentos, terapia concomitante y principalmente, por no requerir un monitoreo exhaustivo,
sin embargo, en el 2006 fue retirado del mercado europeo por ocasionar graves lesiones
hepaticas (Ho et al. 2006; Vaughan, 2005).

Los antagonistas de la vitamina K (VKAs, por sus siglas en inglés), han sido los unicos
anticoagulantes orales disponibles para el uso clinico, éstos han sido usados por décadas.
Aunque efectivos los VKAs, presentan un inicio lento y un desplazamiento en su accion, asi
como numerosas interacciones alimento-farmaco y farmaco-farmaco; asi como una respuesta
farmacodinamica impredecible que requiere de un monitoreo de la coagulacién de rutina y

un ajuste de la dosis.
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Dentro de la terapia de profilaxis y tratamiento de enfermedades tromboembolicas, existe la
necesidad de encontrar un agente anticoagulante de practicidad clinica, es decir, que la via
de administracion no suponga un impedimento, con un menor nimero de interacciones
farmacoldgicas, una monitorizacion menos rigurosa pero efectiva puesto que en estudios
realizados se ha encontrado que aproximadamente 50% de los pacientes que son tratados con
AVK presentan un dos situaciones; Exceso o deficiencia del anticoagulante por lo que la
salud del paciente se pone en riesgo debido a que puede sufrir hemorragias o un evento
tromboembdlico, respectivamente, esto se sabe que sucede debido a su complicado manejo
en la clinica (Levine et al. 2004).

Las investigaciones de la terapia anticoagulante han buscado satisfacer las necesidades
clinicas para brindar una mejor calidad de vida al paciente, por lo que han estado dirigidas al
desarrollo de farmacos capaces de inhibir enzimas clave en la cascada de coagulacion, como

lo es el Factor Xa (FXa) responsable de catalizar la sintesis de trombina (Turpie, 2007).

Los anticoagulantes orales directos que especificamente tienen como blanco a un factor de
coagulacién unico (tal como el Factor Xa o trombina) han sido desarrollados en recientes
afios para superar las limitaciones de los anticoagulantes establecidos. El Factor Xa juega un
papel central en la coagulacion sanguinea y esta activado por ambas vias, la via intrinseca y

la extrinseca.

La inhibicion de la cascada de coagulacion representa un objetivo importante en el
tratamiento de diversos trastornos tromboembolicos. Los anticoagulantes tradicionales, como
la heparina no fraccionada o de bajo peso molecular (HBPM), se dirigen a multiples puntos
de la cascada de coagulacién con un cofactor. Los VKAS, anteriormente eran la Gnica opcion
para la anticoagulacion oral a largo plazo, no se dirigen directamente a los factores de
coagulacién, pero conducen a la sintesis de factores de coagulacion disfuncionales |1, VII,
IX'y X (Angeno W et al. 2012).

Los anticoagulantes orales blanco-especificos inhiben los factores de coagulacion
especificos: Factor Xa en el caso de Rivaroxaban, Apixaban, y edoxaban y Factor lla
(trombina) para dabigatran (Eikelboom J et al. Weitz J, 2010). El Rivaroxaban, apixaban y

edoxaban se unen directa y selectivamente al sitio activo del Factor Xa, independientemente
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de si esta circulando libremente, unido al complejo de protrombinasa o se encuentra dentro
de un trombo existente (Perzborn E et al. 2011; Wong P et al. 2011).
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Figura 3. Factores de coagulacién blanco por los anticoagulantes orales especificos en las vias
intrinseca y Extrinseca. (Adaptada de Perzborn E et al., 2011).

El Factor Xa directamente convierte la protrombina a trombina a través del complejo pro-
trombinasa, conduciendo a la formacion de coagulos de fibrina y la activacion de plaquetas
por la trombina (Weitz, et al. 2005). Informacién a partir de estudios preclinicos y clinicos
han confirmado que el Factor Xa y la trombina son blancos viables para una efectiva

anticoagulacion.

El factor Xa es una serin proteasa de aproximadamente 59 kDa, se encuentra en el plasma a
una concentracion de 170 nmol/L, tiene una vida media en plasma de 1.5 dias, es un sitio
critico para la amplificacion de la coagulacion catalizando aproximadamente 1000 moléculas
de trombina (Ziedins et al. 2015). Es por lo que FXa ha sido blanco de diversas

investigaciones puesto que actda en punto mediatico del proceso de coagulacion.
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3.3. Terapia farmacoldgica con anticoagulantes

El tratamiento de la ETV abarca el uso de agentes anticoagulantes dirigidos a factores
procoagulantes y agentes antiplaquetarios. La Sociedad Estadounidense de Hematologia
(ASH, por sus siglas en inglés) establecid en el afio 2018 las directrices para el tratamiento

de la trombosis venosa, asi como la profilaxis para pacientes hospitalizados.

Actualmente se prescriben anticoagulantes orales blanco-especificos (TSOACs, por sus
siglas en inglés) como una alternativa a las heparinas tradicionales y a los antagonistas de la

vitamina K (VKAs) para la profilaxis y tratamiento de desérdenes tromboembdlicos.

El Rivaroxaban, Dabigatran Etoxilato y el Apixaban son los principalmente aprobados en
Europa y Estados Unidos de América para la prevencion de los derrames cerebrales y
embolismo sistémico en pacientes con fibrilacion atrial (FA) no valvular, quienes estan en
riesgo de un derrame. Los tres agentes estan autorizados en Europa para la prevencion del

tromboembolismo venoso (TEV) posterior a la cirugia de reemplazo de rodilla y cadera.

El Rivaroxaban y el Apixaban estan aprobados para su indicacion en los Estados Unidos de
Ameérica (EUA). Para el tratamiento de la trombosis venosa profunda (TVP) y el embolismo
pulmonar (EP), asi como la prevencion de reacaidas del TEV, el Dabigatran y el Rivaroxaban
estan disponibles para EUA y Europa. En Europa, el Rivaroxaban estd aprobado para la
prevencion de eventos aterotromboticos en pacientes con Sindrome Coronario Agudo (SCA)

y elevados bio-marcadores cardiacos con terapia antiplaquetaria estandar.

En la Tabla 1, se presenta los regimenes de dosis para el Rivaroxaban en las indicaciones

autorizadas
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Tabla 1. Regimenes de dosis para el Rivaroxaban en las indicaciones autorizadas.

Prevencion de derrame 'y
embolismo sistémico en

pacientes con fibrilacion

20 mg (una

diariamente)

15 mg (una
diariamente) en

pacientes con CrCl

En curso siempre que
el riesgo de accidente

cerebrovascular supere

y biomarcadores

cardiacos elevados (solo

en Europa)

terapia antiplaquetaria

dual o simple.

atrial de moderado a alto ) el riesgo de
. 15-49 mL/min _
riesgo de derrame. hemorragia
Prevencion del ] _
) 12-14 dias posterior al
tromboembolismo _
) reemplazo de rodilla,
VeNnoso en pacientes 10 mg (una _ ] _
) o o Ninguna 35 dias posterior al
sometidos a cirugia diariamente)
reemplazo de la
mayor de reemplazo de
) cadera.
cadera o rodilla
15 mg (dos veces
: diariamente) por 3 Generalmente al
Tratamiento de la )P
. semanas (tratamiento Menos 3 meses, pero
trombosis venosa _ o
) agudo). continuara siempre que
profunda y el embolismo _ _
_, Ninguna el riesgo de TEV
pulmonar y prevencion 20
_ mg (una vez recurrente sea mayor
del tromboembolismo diari : _
Venoso recurrente .
a eso (prevencion sangrado
secundaria)
Prevencion de eventos
aterotrombaticos en 2.5 mg (dos Basado en el riesgo del
pacientes con sindrome diariamente) en paciente individual de
coronario agudo reciente combinacion con Ninguna eventos isquémicos

contra los riesgos de

sangrado
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3.4. Rivaroxaban

El Rivaroxaban es un derivado de la oxazolidinona (5-cloro-N-([(5S)-2-0x0-3-[4-(3-
oxomorfolin-4-il)fenil1]-1,3-oxazolidin-5-yl]methy)tiofeno-2-carboxamida  (Figura  4)
(Roehring S et al. 2005), tiene un peso molecular de 435.88 g/mol y se encuentra clasificado
bajo el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica como de alta permeabilidad, baja

solubilidad es decir clase II.

Fisicoquimicamente, es un polvo blanco, inodoro con un peso molecular de 435.88 g/mol,
posee una solubilidad limitada en agua (0.01 mg/mL) dependiente del pH en un medio acuoso
de 5a 7 mg/L con pH 1-9, pero es ligeramente soluble en polietilen-glicol 400 (2,431 mg/L)
y soluble en dimetil sulfoxido y acetona. Tiene un punto de fusion de 228 — 229 °C, posee

dos pKa uno fuertemente acido de 13.6 y otro fuertemente basico de -1.6.

Usando un ensayo celular en la linea Caco-2 su aparente permeabilidad de la molécula a
concentraciones de 1 a 100 uM fue aproximadamente 8 x 10® cm/s. Con un valor de
coeficiente log P (particion octanol/agua) de 1.5. El Rivaroxaban exhibe moderada
lipofilicidad que es reflejada en su afinidad baja a moderada por tejidos periféricos. (Mueck
et al. 2014)
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Figura 4. Estructura quimica del Rivaroxaban
3.4.1. Farmacocinética

Las concentraciones de Rivaroxaban se han determinado en plasma humano usando la
cromatografia liquida de alto desempefio en “tandem” con el método de espectrometria de
masas. Este tipo de metodologias son ampliamente utilizadas en ensayos farmacoldgicos y

en estudios clinicos teniendo un rango de concentraciones de 0.50 — 500 ug/L, para dosis
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Unicas y multiples de 5 a 30 mg en pacientes, las concentraciones dentro de este rango fueron
consideradas como relevantes y pudieron ser determinadas con una alta exactitud inter
ensayo (93.3 — 102-9%) y precision (<7.4%) (Rohde . 2008).

El Rivaroxaban se absorbe rapidamente con concentraciones maxima en plasma (Cmax) a
las 2 a 4 horas después de una dosis Unica de 1.25 mg a 80 mg y en dosis multiples (por arriba
de los 30 dias dos veces al dia), este farmaco no presenta acumulacion de forma relevante
posterior a una dosificacion multiple (Kubitza D et al. 2005).

Se ha demostrado que la biodisponibilidad del Rivaroxaban es casi completa (80-100%) en
sujetos sanos a una dosis de 10 mg, independientemente del ayuno o condiciones de dieta
alimentaria, exhibe una farmacocinética lineal de 1.25 mg hasta 15 mg. La ingesta de
alimentos no afectd el area bajo la curva (concentracion plasmatica-tiempo) o Cmax después
de una dosis de 10 mg. Sin embargo, la biodisponibilidad de una dosis de 20 mg fue de 66%
bajo condiciones de ayuno. El grado de absorcion se acercé a la integridad cuando se
administrd un comprimido de Rivaroxaban de 20 mg con alimentos, dando lugar a un
aumento del area bajo la curva media del 39%. No existe influencia con respecto al tipo de
alimentacion (dieta alta en grasas o alta en carbohidratos) en su farmacocinética (Stampfuss
et al. 2013).

Cuando se administra con la comida, los valore del AUC y Cmax fueron similares para
comprimidos de 20 mg enteros y desintegrados, mientras que un comprimido desintegrado y
suspendido en agua administrado por un tubo nasogastrico y seguidamente de agua,
proporciond valores similares del ABC, pero existio una reduccion del 18% en la Cmax
(Janssen Pharmaceuticals Inc. Xarelto® (Rivaroxaban) Prescribing Information; 2013). De
acuerdo con un estudio realizado por Matos et al. 2017 en pacientes tratados por Rivaroxaban
empleando dosis de 10 mg, 15 mg y 20 mg, se encontraron concentraciones plasmaticas de
110495 ng/mL, 141+92 ng/mL y 183+82 ng/mL respectivamente.

En la figura 5 se muestra un ejemplo del perfil farmacocinético de Rivaroxaban obtenido a
partir de un estudio de biodisponibilidad administrando dosis Gnicas de 1.25 mg hasta 80 mg

en sujetos sanos (Kreutz R. 2011).
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Dosis Unica
3004 Sujetos Sanos — 1.25 mg rivaroxaban (n = 8)
5 mg rivaroxaban (n = 6)
=== 10 mg rivaroxaban (n = 8)
~+= 20 mg rivaroxaban (n=7)
=+ 40 mg rivaroxaban (n = 8)
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Figura 5. Perfil farmacocinético del Rivaroxaban de acuerdo con el curso temporal de la
concentracion obtenida posterior a la administracion oral Unica (Adaptada de Kreutz 2011).

3.4.1.1.Unidn a proteinas y distribucion

Estudios en roedores se demostro que el Rivaroxaban se distribuye de manera heterogénea a
los tejidos y drganos, aungue no penetra la barrera hematoencefalica. Se demostré que en
ratas el [**C]Rivaroxaban y sus metabolitos marcados fueron capaces de penetrar la barrera
placentaria a un grado moderado (con una razon de 0.2 del AUC feto/sangre materna), y su

secrecion hacia la leche materna fue del 2% de la dosis administrada.

Estudios in vitro demostraron que el Rivaroxaban se une a proteinas del plasma en un 92-
95% siendo reversible. Debido a su alta union a proteinas plasmaticas, Rivaroxaban no se
espera que sea dializable. EI volumen de distribucién en estado estacionario es de
aproximadamente 50 L (0.62 L/kg), indicando asi su afinidad moderada hacia los tejidos
periféricos (Weinz C et al. 2005; Bayer Pharma AG. Xarelto ®(Rivaroxaban) Summary of
Product Characteristics; 2013).
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3.4.1.2.Metabolismo y Eliminacion

Un estudio realizado por Lang et al. 2009 con microsomas hepéticos y hepatocitos de
humanos y perros, demostro que la principal ruta de via metabolica es la oxidacion del anillo
de morfolinona y oxazolidinona, ademas de involucrarse rutas hidroliticas, dichas rutas
representan un 78% y 18% respectivamente del metabolismo de Rivaroxaban, produciendo

18 metabolitos.
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Figura 6. Esquema de Metabolismo In vitro de Rivaroxaban

Weinz et al. 2009 evaluaron el metabolismo de Rivaroxaban empleando la cromatografia de
liquidos de alta resolucién y su deteccién de radioactividad por conteo de centelleo,
encontraron que el 57% de la dosis oral administrada da sufre degradacion esto concuerda
con lo reportado por la European Medicines Agency 2008, que indica que aproximadamente

dos tercitos de la dosis de Rivaroxaban sufre degradacion metabdlica.
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En el metabolismo de Rivaroxaban estdn involucradas enzimas del citocromo P450
(CYP3A4/5, CYP2J2) y mecanismos independientes de CYP, las enzimas del citocromo
involucradas, CYP3A4 representa el 18% y el CYP2J2 con aproximadamente el 14% de la
eliminacién total de Rivaroxaban. Adicional a la biotransformacion oxidativa, la hidrolisis
de los enlaces amida no mediada por el CYP representa el 14%, en el estudio realizado no se
detectaron metabolitos activos en plasma, el area bajo la curva AUC no sufrié6 cambios

significativos (Weinz et al. 2009).

La eliminacién de Rivaroxaban se produce por via renal en un 66% y aproximadamente 28%
por via hepatobiliar, aproximadamente el 36% es eliminado como farmaco activo (sin
cambios) en la orina. De la dosis administrada, el 43% se excreta como farmaco inalterado,
de este porcentaje, 36% de la dosis de Rivaroxaban eliminada en orina y el 7% restante a
través de heces (Weinz C. et al. 2009). Debido a que la secrecion renal activa representa un
30% vy la filtracion glomerular 6%, los estudios de interaccion in vitro e in vivo sugieren que
los transportadores Glicoproteina P (P-gp) y la proteina de resistencia al cancer de mama
(BCRP), al estar involucrados en estos procesos, la inhibicion de estos reduciria el
aclaramiento renal ocasionando la acumulacion de Rivaroxaban. (Gnoth M et al. 2011,
Mueck W et al. 2013),

La eliminacién del Rivaroxaban del plasma ocurre con una vida media de 5-9 h en sujetos
jovenes sanos 'y de 11-13 h en sujetos mayores (Kubitza D et al. 2005; Kubitza D et al. 2008).
El aclaramiento sistémico después de la administracion intraveosa en sujetos sanos es
aproximadamente 10L/h (0.14L/h/kg), con una variabilidad inter-sujeto (coeficiente de
variacion) entre el 30-40% (Weinz C et al. 2009).

3.4.2. Interacciéon farmacéutica del Rivaroxaban

3.4.2.1.Efecto de otros farmacos sobre la farmacocinética del Rivaroxaban

En estudios clinicos fase | en sujetos sanos, los parametros de absorcién y farmacocinéticos
del Rivaroxaban no fueron afectados por cambios en el pH gastrico inducido por el
antagonista al receptor H2, ranitidina. Tampoco se observaron cambios en los parametros

farmacocinéticos cuando una dosis Unica de 20 mg de Rivaroxaban fue administrado a sujetos
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sanos que habian recibido omeprazol 40 mg diarios por 5 dias (Kubitza D et al. 2006; Moore
Ketal. 2011).

Asi mismo, otros estudios mostraron que la co-administracion del Rivaroxaban con
naproxeno (500 mg) (Kubitza D et al. 2007), aspirina (500 mg seguida de 100 mg) (Kubitza
D et al. 2006), clopidogrel (300 mg seguido por 75 mg) (Kubitza D et al. 2012), enoxaparina
(40 mg) (Kubitza D et al. 2013) y Warfarina (titulada a un INR de 2.0 — 3.0) (Kubitza D et
al. 2013) no afectaron la farmacocinética del Rivaroxaban.

Otros estudios clinicos de fase I, demostraron que no existe interaccién farmacocinética
clinicamente relevante entre el Rivaroxaban y el midazolam, sustrato del CYP3A4; la
digoxina, sustrato del P-pg o con la atorvastatina sustrato del CYP3A4/P-gp, confirmando
que el Rivaroxaban no es un inductor o inhibidor de cualquier isoforma principal de CYP.
La administracion concomitante del Rivaroxaban con inhibidores fuertes del CYP3A4 y P-
gp/BCRP (ejemplo: ketoconazol y ritonavir), significativamente incrementa la exposicion
del Rivaroxaban. Cuando una dosis de 10 mg de Rivaroxaban y 200 mg de ketoconazol en
estado estacionario una vez al dia, fue coadministrado, el AUC y la Cmax del Rivaroxaban
se incrementaron de 1.8 a 1.5 veces, respectivamente (Mueck W et al. 2013; Kubitza D et al.
2012).

3.4.3. Perfil Farmacodinamico

En un estudio realizado controlado con placebo, con 108 sujetos sanos en dosis escalonada
con una dosis unica oral de 1.25 — 80 mg, el Rivaroxaban tuvo un efecto de manera
prolongada dependiente de la dosis del Tiempo de Protrombina (PT, Figura 7) y del Tiempo
de tromboplastina Parcial Activado (aPTT, datos no mostrados en la gréafica). Otro estudio
de fase I, demostrd la inhibicion del factor Xa dependiente de la dosis posterior a la
dosificacion multiple en sujetos sanos; con la consecuente dosis dependiente del PT, la
prolongacion y de forma dltima la generacién de la inhibicién de la trombina. Las
concentraciones en plasma del Rivaroxaban estan intimamente correlacionadas con la
prolongacion del PT tanto en sujetos sanos como en pacientes que serian candidatos a

reemplazo total de cadera o de rodilla (Kreutz R. 2012).
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Figura 7. Curso temporal del Tiempo de inhibicion de la Protombina (PT) posterior a una
dosis oral Gnica. (Adaptada de Kreutz 2011).

3.4.4. Reacciones adversas del Rivaroxaban

Los pacientes que participan en ensayos clinicos difieren en muchos aspectos de los pacientes
que reciben tratamiento en la préactica clinica normal. Por eso es importante monitorear la
efectividad y la seguridad de los medicamentos, incluso después de haber recibido la
autorizacion de comercializacién. Un componente para la estrategia de farmacovigilancia de
las autoridades reguladoras es el sistema de notificacion espontanea, en el que personal
sanitario y los pacientes pueden informar sobre las sospechas de las reacciones adversas de
los farmacos; que ocurren con el uso clinico normal de ellos. La ventaja de este método es
que se pueden detectar sefiales de reacciones graves, inusuales y / o desconocidas de los
medicamentos. Estos pueden ser investigados y potencialmente confirmados. Una desventaja
es que muchos eventos notificables incluyendo eventos graves, no se reportan. Las
reacciones adversas a los medicamentos se definen como graves si son fatales,
potencialmente mortales, requieren de hospitalizacién prolongada, causa discapacidad
persistente, significativa o incapacidad para trabajar o una anomalia congénita e incluso
defectos de nacimiento. En suma, la reaccion en si puede resultar en un evento adverso que

se clasifica como grave. Debido a la falta de informes, los informes espontaneos no se pueden
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utilizar aisladamente para calcular la frecuencia de una reaccion adversa dada. Ademas, las
tasas de notificacion difieren entre los farmacos. Las reacciones adversas se informan con
mayor frecuencia para los nuevos medicamentos que para los méas antiguos, por ejemplo. El
sistema de notificacion espontdnea no puede utilizarse para comparar la incidencia de
reacciones adversas por diferentes farmacos (Eek A et al. 2018).

De acuerdo con lo reportado en la Prescription Database and Norwegian Pharmacovigilance
Database, un total de 28 243 usuarios reciben Rivaroxaban como tratamiento a diferentes
enfermedades, en un periodo comprendido entre el 1 de junio de 2013 al 31 de mayo de 2015,
se han reportado casos de hemorragias cerebrales, articulares, gastrointestinales y renales,
anemia, ulceras, dolor epigastrico, trombosis, infarto cerebral, dolor de cabeza, disnea, picor,
a pesar de mostrar un indice terapéutico y un margen de seguridad mayor, respecto a los otros

anticoagulantes, se debe tener cuidado en el manejo de la terapéutica de Rivaroxaban.

3.4.5. Efectos del Rivaroxaban

3.4.5.1.Efectos sobre el peso corporal y sobre el género humano

En un estudio con sujetos femeninos y masculinos a doble ciego y controlado con placebo,
el perfil farmacocinético y farmacodindmico de 10 mg de Rivaroxaban se mantuvo sin
cambios en un rango de peso de 45 — 173 kg, sugiriendo que puede usarse a una dosis fija no
correlacionada con el peso. No existieron diferencias debida al peso corporal en la incidencia
o0 naturaleza de los eventos adversos en los sujetos sanos enrolados en el estudio. Se demostré
que el género no afecta al perfil farmacocinético o farmacodinamico del Rivaroxaban a una
administracion de 10 mg (Kubitza D et al. 2007).

3.4.5.2. Efectos sobre la edad y la insuficiencia renal

La exposicion general al Rivaroxaban fue mayor en ancianos que en individuos mas jovenes
con una prolongacion de la vida media hasta 13 h. Esta observacidn es en gran parte atribuible
a la disminucién general de la funcion renal observada en los ancianos. Consistente con esto,
estudios en voluntarios sanos han demostrado que la insuficiencia renal resulta en una
disminucion del aclaramiento renal de una dosis Unica de 10 mg de Rivaroxaban y aumenta

en general la exposicion al farmaco (Figura 8). Un estudio reciente confirmo el incremento
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la exposicion en el plasma y los efectos farmacodinamicos en sujetos con insuficiencia renal.
Sin embargo, la influencia de la funcion renal sobre el aclaramiento de Rivaroxaban fue
moderada, ya que se espera que un medicamento solo se excrete parcialmente por via renal.
De acuerdo con la indicacion aprobada del Rivaroxaban 10 mg, no se requiere ajuste de dosis
en la insuficiencia renal leve (aclaramiento de creatinina [CrCl] 50 — 80 mL/min) o moderada
(CrCl 30 — 49 mL/min). Sin embargo, el Rivaroxaban debe usarse con precaucion en
pacientes con insuficiencia renal moderada con tratamiento concomitante con otros farmacos
que puedan incrementar la concentracion del Rivaroxaban y principalmente en pacientes con
insuficiencia renal severa (CrCl 15 — 29 mL/min). El Rivaroxaban no es recomendado en
pcientes con un CrCl < 15 mL/min. (Kreutz 2011).
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Figura 8. Perfil farmacocinético de Rivaroxaban en sujetos sanos (Grupo control) y
pacientes con insuficiencia renal, administrando una dosis de 10 mg. (Adaptada de Kreutz
2011)
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3.4.5.3.Efectos sobre el dafio hepatico

No existen diferencias relevantes en los perfiles farmacocinéticos o farmacodinamicos en
pacientes con dafio hepatico leve (Child-Pugh A) posterior a la administracion de una dosis
de 10 mg. Sin embargo, sujetos con dafio hepatico moderado (Child Pugh B) mostraron un
incremento y exposicion prolongada con aclaramiento total corporal reducido del
Rivaroxaban e incremento en la inhibicion del factor Xa comparado con sujetos sanos (Figura
9). Consecuentemente, el Rivaroxaban se encuentra contraindicado en pacientes con
enfermedades hepaticas significativas asociadas con coagulopatias que conduzcan a un
riesgo de sangrado clinicamente relevante. El Rivaroxaban puede ser usado con precaucion
en pacientes cirréticos con dafio hepatico moderado si no esta asociado con alguna
coagulopatia y no requiere de ajuste de dosis en pacientes con otras enfermedades hepaticas
(Bayer Pharma AG, 2009).
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Figura 9. Perfil farmacocinético de Rivaroxaban en sujetos sanos (Grupo control) y pacientes que
presentan dafio hepaético.
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3.5. Meétodos analiticos para la cuantificacion de anticoagulantes

Con la aparicion de los anticoagulantes orales y sus efectos farmacoldgicos, estos han sido
correlacionados con las concentraciones en plasma, por lo que el desarrollo de técnicas
analiticas para su cuantificacion en muestras bioldgicas se ha incrementado con el tiempo.
En los datos clinicos recién encontrados se recomienda aplicar una monitorizacion
farmacocinética y plasmatica de los anticoagulantes siempre que sea posible, al menos en
poblaciones especiales o sensibles. Esto demanda una farmacoterapia personalizada y
consecuentemente exige técnicas analiticas mas precisas y sensibles. Esta necesidad clinica
insatisfecha impulsé el desarrollo y validacion de varias metodologias cromatograficas para
la determinacidn rutinaria de aquellos farmacos anticoagulantes en fluidos corporales con

precision, exactitud y reproducibilidad.

Las técnicas de cromatografia de liquidos se han convertido en herramienta importante no
solo para apoyar en la monitorizacion terapéutica de los farmacos anticoagulantes, sino
también durante el desarrollo de farmacos en estudios clinicos y no-clinicos, asi como

durante el control de calidad de formulaciones farmacéuticas.

Adicionalmente otras técnicas estan disponibles para la evaluacion de la actividad
anticoagulante de este tipo de farmacos, como los ensayos especificos de coagulacion
(tiempo de trombina diluida y ensayos de anti-Xa cromogénicos calibrados). No obstante,
estas técnicas tienen poca sensibilidad y no son lo suficientemente sensibles ni exactas para
cuantificar bajas concentraciones en plasma, teniendo en cuenta estas limitaciones, técnicas
analiticas de alta resolucién como HPLC o UPLC acoplados a detectores UV 0 MS/MS han
sido considerados como la mejor estrategia para evaluar con precisién y exactitud las
concentraciones de los farmacos anticoagulantes orales en muestras bioldgicas (Gouveia F
et al. 2019).
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3.6. Cromatografia de Liquidos de alta resolucién acoplada a Espectrometria de
Masas/Masas

La cromatografia de liquidos de alto rendimiento en los Gltimos afios 15 afios ha mostrado
mejoras para obtener una mayor eficiencia, resolucion, selectividad y optimizar tiempos, de
esta manera, se ha incrementado el uso en el analisis farmaceutico, alrededor de un 20%, en
desarrollo, control de calidad de productos medicamentos y en bioandlisis, empleada para el

monitoreo y estudios clinicos.

En bioanalisis, la cuantificacion de farmacos, metabolitos 0 biomarcadores se encuentran
concentraciones bajas en fluidos bioldgicos como sangre, plasma suero, orina y saliva o en
tejidos, por lo que se requiere sensibilidad, selectividad y robustez para una correcta

caracterizacion.

El acoplamiento de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplada a
Espectrometria de Masas/Masas permite tener métodos bioanaliticos que cumplen con dichos
requisitos, en tiempos de analisis cortos, ademas de permitir el analisis de un mayor nimero

de compuestos, incluyendo farmoquimicos y proteinas (Novakova et al. 2017).

El principio de la técnica analitica de espectrometria de masas es la separacion de compuestos
con base a su relacion masa/carga (m/z), para llevar acabo su cuantificacion las moléculas
deben formar iones, los cuales son separados por accion de potenciales eléctricos y dirigidos
por un alto vacio dentro el espectrometro de masas hasta llegar al detector, donde se traduce
la sefial proporcional a la concentracion de los iones de la molécula. (Kaklamanos G. et al.
2012; Novakova et al. 2017).

Existen tres tipos de analizadores de masas ampliamente utilizados, Cuadrupolo (Q), Tiempo
de Vuelo (TOF) y Trampa de lones (lon-trap), sin embargo, existen instrumentos hibridos
gue combinan dos analizadores, como por ejemplo qTOF, lon-trap-TOF o la combinacion de
lon-trap con analisis de alta resolucion como Orbitrap o resonancia del ciclotron iénico
transformada de Fourier (FT-ICR).

El analizador de Cuadrupolo es el mas utilizado, su disefio se basa en cuatro barras de metal
alineadas conectadas eléctricamente, con voltajes de radiofrecuencias (RF) y con voltajes de

corriente continua (CC) que producen un campo eléctrico en el que solamente lo iones de un
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determinado m/z seran detectados, por lo que los iones inestables son eliminados del
sistema(Figura 10).

Varillas Cuadrupolo Detector

Hendidura de la Fuente
Tones

Tones Detectados

Tones no Detectados

Hendidura de la Fuente

Figura 10. Esquema de la separacion de iones en Cuadrupolo (Adaptada de Kaklamanos G. et al.
2012)

Los analizadores triple cuadrupolo son los méas empleados en el analisis cuantitativo, en el
primer cuadrupolo (Q1) se selecciona la masa con base en su m/z (ion precursor) la cual sera
colisionada con un gas de alto potencial de ionizacién (Nitrégeno o Argdn) a alga presion en
el segundo cuadrupolo (Q2) o celda de colision, los iones producidos después de la colision
(ion producto) son analizados en el tercer cuadrupolo (Q3) para posteriormente pasar al
detector donde la abundancia de los iones se mide como una sefial eléctrica . Para la
formacion de los iones productos, se describen diferentes formas de ionizacion entre los que
destacan, desplazamientos de electrones y reordenamientos de hidrogeno (Kaklamanos G. et
al. 2012).

Existen diferentes técnicas para logra la ionizacion de las moléculas entre ellas; lonizacion
por Electrospray (ESI), lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APCI), Fotoionizacion a
Presion Atmosférica (APPI), caracterizadas por la produccién de iones (M+H) + o (M-H)-
usando altos voltajes y nebulizacion neumatica, también existe la ionizacion por Desorcion
con Léser Asistida por Matriz (MALDI) empleada para el analisis de biomoléculas. La
lonizacion por Electrospray (ESI) es cominmente empleada en bioanalisis, consiste en la

formacion de iones en fase liquida.
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La formacion de los iones ocurre en una camara con un vacié de 10e Pa, el analito en
solucidn, ya ionizado debido al efecto del pH del medio, pasa a través de un capilar con una
diferencia de potencial, formado el Electrospray, posteriormente las moléculas son atraidas
al cono de Taylor con una diferencia de potencial hasta la entrada al analizador, mientras que
las gotas son transferidas del capilar hacia el cono, el solvente se evapora por accion del gas
de desolvatacion, (Nitrogeno) ocasionando la fision de las gotas alcanzando el limite de
Rayleigh, donde la tension superficial no puede sostener la carga y se produce la explosion
Coulombica, por una repulsién de iones con la misma carga (Figura 11).
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Figura 11. Representacion grafica de lonizacidn por Electrospray (Adaptada de Kaklamanos G. et

al. 2012

3.7. Técnicas de preparacion de muestras para Cromatografia MS/MS

Los especimenes biologicos humanos, también conocidos como bioespecimenes, la mayoria
de las veces incluyen: sangre, plasma y orina, estos son colectados durante los
procedimientos de monitoreo farmacocinético y en los estudios clinicos. Adicionalmente
también pueden existir homogenados de tejidos o sangre-plasma colectados a partir de
animales desde la parte de investigacion basica o en estudios preclinicos. Sin embargo, en
este caso la mayoria de las técnicas validadas de HPLC para la cuantificacion de farmacos

orales anticoagulantes se han desarrollado en muestras humanas de plasma u orina.

Varias metodologias han sido empleadas para minimizar las interferencias cromatogréaficas
y para evitar el deterioro de la columna. Convencionalmente, la preparacién de las muestras

ha sido ejecutadas ya sea por precipitacion de proteinas (PP), extraccion de fase liquido-
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liquido (LLE) o extraccidon de fase solida (SPE), pero varias modificaciones modernas tales
como la micro extraccion en fase solida (SPME), micro extraccion liquido-liquido (LLME),
la micro extraccion por absorbentes empacados (MEPS), polimeros molecularmente
impresos (MIP) actualmente estan siendo empleados. Para seleccionar la metodologia
adecuada para la preparacion de la muestra, es importante tomar en cuenta el objetivo
especifico de la investigacion, el tipo de matriz biol6gica y las caracteristicas fisicoquimicas

del farmaco anticoagulante oral (Gouveia F et al. 2019).
3.8. Validacion de métodos bioanaliticos

En la industria farmacéutica los métodos bioanaliticos juegan un papel importante en la
cuantificacion de farmacos de bajo peso molecular, metabolitos y macromoléculas, como
proteinas, en fluidos bioldgicos lo cual permite su caracterizacion farmacocinética,
biodisponibilidad, interacciones entre farmacos, bioequivalencia y/o biocomparabilidad, es
por ello que se necesario demostrar mediante un proceso de validacion que los métodos
analiticos son adecuados para lo que fueron disefiados y que los resultados obtenidos seran

precisos, exactos y reproducibles. (Gonzalez O et al. 2014; Kadian N et al. 2016).

La validacion del método es a evidencia documental que garantiza que los datos son
confiables y cumple con el objetivo para el que el método fue disefiado, existen tres tipos de
validaciones; validacion completa la cual se ejecuta cuando se trata de metodologias nuevas,
validacion parcial es evaluada cuando existen modificaciones como por ejemplo cambio en
el sistema de deteccion, cambio en equipo empleado en el procesamiento de muestras,
anticoagulante, entre otras, en ocasiones las validaciones parciales pueden evaluar
Unicamente precision y exactitud entre ensayos o practicamente realizar una validacion
completa, esto dependera de los cambios realizados, finalmente se tiene la validacion cruzada
tiene como objetivo la comparacion de los parametros de dos o mas métodos bioanaliticos
para generar datos de un mismo estudio, este tipo de validacion es necesaria cuando el
analisis de muestras de un estudio clinico se realiza en méas de un laboratorio. (Food and Drug
Administration, 2018)

A lo largo de la historia las entidades regulatorias han intentado armonizar las guias de

validacién con el objetivo de tener uniformidad en los requisitos que debe cumplir un método
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analitico. En la tabla 2 se muestran los pardmetros que deben ser evaluados durante la
validacion del método analitico.

Tabla 2. Pardmetros de validacion

Parametro Definicion

Capacidad del método analitico para diferenciar y cuantificar el analito

Selectividad _ .
en presencia de otros componentes de la matriz
o Capacidad del método analitico para diferenciar y cuantificar el analito
Especificidad )
en presencia de otros compuestos en la muestra.
o Es la relacion entre la respuesta instrumental con respecto a la
Linealidad » . .
concentracion del analito en un rango de trabajo.
Limite de Capacidad del método analitico para cuantificar la concentracion mas
cuantificacion baja del analito de manera confiable
] Concordancia entre los resultados medios obtenidos
Exactitud

experimentalmente y el valor nominal.

) Evalua la capacidad del método para cuantificar de manera confiable
Integridad de la ) ) o _ o
las concentraciones por encima del limite superior de cuantificacion o

dilucion )
en caso de volumen parcial de muestra.
Precision Es la capacidad del método analitico para reproducir resultados bajo las
(Repetibilidad / mismas condiciones en un periodo corto y con variaciones, por
Reproducibilidad) ejemplo, diferente dia, diferente analista.
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Parametro

Definicién

Efecto Matriz

Robustez
(Tolerancia)

Recobro

Estabilidad en

matriz / solucion

Prueba de

Acarreo

Alteracion directa o indirecta que ocasiona una interferencia en la
respuesta que puede deberse a la presencia de componentes no

deseados u otras sustancias interferentes en la muestra

La capacidad del método de obtener resultados reproducibles

considerando cambios como, columna, equipos

Mide la eficiencia del método de extraccion para la obtencion del

analito de la matriz.

Es la capacidad del analito de permanecer dentro de las

especificaciones establecidas durante su periodo.

Es el efecto generado por concentraciones altas ocasionando la

aparicion de picos o aumento de la sefial, debido a una contaminacién

de la muestra por el inyector.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Un antecedente que precede a los agentes anticoagulantes desde su descubrimiento es el
hecho de ser farmacos con un estrecho marco terapéutico, ademéas de causar multiples
interacciones a nivel farmacodindmico y farmacocinético; en algunos otros casos pueden

almacenarse y ocasionar graves problemas a la salud.

Rivaroxaban ha sido un blanco de investigaciones debido a su capacidad para inhibir el FXa
dentro de la cascada de coagulacion y por poseer un bajo nimero de interacciones, siendo
una prometedora terapia para enfermedades tromboembdlicas por demostrar su eficacia y

ventajas sobre los farmacos anticoagulantes convencionales.

Al ser un medicamento de nueva generacion su disponibilidad en el mercado es Unicamente
como medicamento de patente, sin embargo, existen las alternativas farmacéuticas como los
medicamentos genéricos, los cuales son mas accesibles a la poblacion; para poder ser
comercializados los medicamentos geneéricos deben de cumplir, ademas de requisitos de
Buenas Practicas de Fabricacion, con requerimientos regulatorios para poder ser

comercializados, entre ellos se incluyen pruebas de Bioequivalencia.

Para demostrar la Bioequivalencia entre dos medicamentos se necesita tener una metodologia
analitica permita la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma de manera selectiva, especifica,

precisa y exacta.

Actualmente se sabe que el Bioanalisis este regulado principalmente por las agencias
regulatorias internacionales FDA, ANVISA y EMA, y en el territorio nacional por
COFEPRIS, en las metodologias reportadas por la literatura Unicamente cumplen con los
requerimientos de una agencia regulatoria, es por ello que se busca tener una metodologia
analitica que cumpla con las pruebas establecidas por cada regulacion a nivel mundial de
modo que se pueda proporcionar la evidencia cientifica que cada una de ellas requiere, de
este modo el medicamento genérico pueda ser comercializado en diferentes paises y por

consecuencia la poblacion tenga un acceso a nuevos medicamentos anticoagulantes.
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5. JUSTIFICACION

El desarrollo y validacion de metodologias analiticas empleando Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion acoplado a Espectrometria de Masas-Masas, han demostrado mayor
sensibilidad, especificidad, selectividad y robustez.

En la literatura se ha descrito metodologias analiticas empleando esta técnica para la
cuantificacion de Rivaroxaban en plasma humano, sin embargo, presentan algunas

deficiencias que pueden optimizarse.

Por lo tanto, es necesario el desarrollo y la validacion un método analitico de mayor
sensibilidad, que permita la determinacion y cuantificacion de Rivaroxaban en plasma
humano y con ello la caracterizacion farmacocinética de éste en poblacion mexicana,
adicionalmente el tener un método que cumpla con los requerimientos de las Agencias
Regulatorias Nacionales e Internacionales, permitird que se tenga una oportunidad de
comercializacion a nivel mundial beneficiando a la poblacion la cual tendra un acceso a

alternativas farmacéuticas.
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6. HIPOTESIS

El desarrollo y validacion del método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban en
plasma humano por LC-MS/MS basado en los pardmetros y criterios que establece la norma
mexicana NOM-177-SSA1-2013 y las guias internacionales, permitird tener un método
selectivo, especifico, robusto, preciso y exacto para la cuantificacion y aplicacién en un

estudio de bioequivalencia.
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7. OBJETIVOS
7.1.General

Desarrollar y validar un método analitico de alta especificidad, selectividad y robustez por
Cromatografia de Liquidos de Ultra Resolucién acoplada a Espectrometria de Masas-Masas
para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma humano de acuerdo con los lineamientos

regulatorios nacionales e internacionales.

7.2.Especificos
7.2.1. Establecer los pardmetros éptimos en el cromatografo de liquidos de ultra

resolucion acoplado al espectrometro de masas para obtener una adecuada elucion
y una alta eficiencia de la respuesta analitica de Rivaroxaban.

7.2.2. Definir un método de extraccion conveniente para la obtencion de Rivaroxaban
de la matriz biologica (Plasma humano).

7.2.3. Validar el método analitico de acuerdo con los lineamentos establecidos en la
NOM-177-SSA1-2013 y las guias internacionales; BMV USFDA (2018), BMV
ANVISA (2012) y BMV EMA (2011).

7.2.4. Aplicar la metodologia validada para la evaluacion de bioequivalencia de

Rivaroxaban en sujetos sanos.
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8. METODOLOGIA

8.1.Fase Clinica

8.1.1. Estudio Clinico
El medicamento de prueba Rivaroxaban de 10 mg y 20 mg fue desarrollado como una alternativa al
producto de referencia aprobado por las autoridades sanitarias, Xarelto®, por lo que el medicamento

de prueba se compar6 contra éste para determinar la bioequivalencia.

De acuerdo en los parametros farmacocinéticos Tmax y vida media de Rivaroxaban se determind la
frecuencia de los tiempos de muestreo, se consideré un minimo de 7 veces la vida media como periodo
de lavado entre los tratamientos, en el caso del Gltimo tiempo de muestreo correspondiente a las 48.00
h se cubrieron 4 vidas medias, con base en el coeficiente de variacion intersujeto se considero una n

de 28 sujetos (26 sujetos + 2 sujetos extra).

8.1.2. Disefo del estudio
El disefio del estudio clinico fue aleatorizado, de dosis Unica, balanceado abierto, dos

tratamientos, dos secuencias, dos periodos y cruzado. (Ver figura 12)

Periodo
I I
- / Secuencia 1l  Referencia Prueba
O
.g o
. N )
Sujetos mm—)p 5 >
= —
QL
< SN | |
Secuencia 2 Prueba Referencia

Figura 12. Esquema de un disefio clinico cruzado

8.1.3. Criterios de inclusion
Los sujetos enrolados en el estudio pueden ser adultos masculinos o femeninos sanos que no
tenga potencial para procrear entre 18 y 55 afios, con un peso mayor a 50 kg y con un IMC
en un rango de 18.0 a 27.0 Kg/m?, con ECG vy signos vitales normales, ser no fumador o

exfumador (por lo menos 1 afo).

Los sujetos involucrados en el estudio clinico deben poder comunicarse de manera efectiva.

Los sujetos involucrados deben proporcionar un consentimiento informado por escrito.
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8.1.4. Criterios de exclusion

Son motivos de exclusion contar con antecedentes de alergia o hipersensibilidad a
Rivaroxaban, a cualquiera de sus metabolitos/derivados, contar con una prueba positiva para
el antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B (HBsAg), para el anticuerpo del virus de
la Hepatitis C (HCV Ab) para los anticuerpos del virus de la inmunodeficiente humana (VIH)
tipos | y 1l o para sifilis (VDRL), abuso de alcohol o drogas en el dltimo afio, haber fumado
durante los 12 meses previos al dia del estudio, resultado positivo en el examen de alcohol o
en la prueba de deteccion de drogas.

En caso de sujetos con antecedentes de dificultad para la donacion de sangre o ser alérgico a
la heparina, haber realizados donacién de sangre, plaquetas o plasma en al menos 60 dias

previos al estudio.

En caso de existir antecedentes o presencia de enfermedad o alteracion cardiovascular,
pulmonar, hepatica, renal, gastrointestinal, endocrina, dermatolédgica, neuroldgica o
psiquiatrica, cirugia o cualquier otra condicién conocida que pueda interferir con la

absorcion, distribucion metabolismo y eliminacion.

Para sujetos femeninos es motivo de exclusion obtener un resultado positivo para la prueba

de embarazo o estar lactando.

8.1.5. Criterios de eliminacion
Los sujetos son eliminados del estudio clinico si sufre de enfermedades intercurrentes y
significativas, se somete a cirugia durante el curso del estudio, evento adverso, retiro de

consentimiento informado.

8.1.6. Ejecucion clinica
El ingreso de los sujetos participantes en el estudio clinico se realizdé una vez firmado el
consentimiento informado, un dia antes de la administracion del medicamento, se llevé a
cabo el internamiento, previamente se llevé a cabo la valoracion clinica del sujeto, prueba de
alcohol y deteccidn de drogas, para garantizar que sigue siendo candidato.
El dia de administracion del medicamento, se tomaron signos vitales a cada uno de los sujetos

enrolados, se coloco el catéter y se tomaron las muestras pre-dosis (00.00 h) una vez realizado
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lo anterior se llevé a cabo la administracion del medicamento de prueba y referencia de
acuerdo con un programa de aleatorizacion.

Las tomas de muestra sanguinea se realizaron en tubos con EDTA K como anticoagulante.

Se realizd la toma de muestras en los tiempos de muestreo establecidos en el protocolo clinico
correspondiente. Para la dosis de 20 mg en estado postprandial se recolectaron un total de 19
muestras en los siguientes tiempos;00.00 h (Pre-dosis), 00.50 h, 01.00 h, 01.50, 02.00 h,
02.50 h, 03.00 h, 04.00 h, 05.00 h, 05.50 h, 06.00 h, 07.00 h, 08.00 h, 10.00 h, 12.00 h, 16.00
h, 24.00 h, 36.00 h, 48.00 h. Y para la dosis de 10 mg en condiciones de ayuno se recolectaron
un total de 20 muestras en los siguientes tiempos;00.00 h (Pre-dosis),: 00.33 h, 00.67 h, 01.00
h, 01.33 h, 01.67 h, 02.00 h, 02.50 h, 03.00 h, 03.50 h, 04.00 h, 05.00 h, 06.00 h, 08.00 h,
10.00 h, 12.00 h, 16.00 h, 24.00 h, 36.00 h, 48.00 h.

Una vez recolectadas las muestras sanguineas se sometieron a centrifugacion por 10 min a
3500 rpm a una temperatura de 4 £+ 2 °C para la obtencion de plasma.

Las muestras plasmaticas obtenidas fueron separadas en dos alicuotas en tubos de 2.0 mL
previamente etiquetados, posteriormente fueron almacenadas en ultracongelacion a -70 £ 15
°C.
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8.2. Fase Analitica

El desarrollo, validacion y anélisis de muestras se realiz6 es un Cromatdgrafo de Liquidos de
Ultra Resolucién, Acquity UPLC I-FTN acoplado a un Espectrometro de Masas Triple
Cuadrupolo Xevo TQS, marca Waters®.

El analisis de los datos obtenidos del sistema LC-MS/MS se realiz6 con el software
MassLynx, Version 4.1, validado.

Para la ejecucion de curvas de calibracion y puntos de control, asi como estandar interno, se

emplearon las siguientes sustancias de referencia (Tabla 3).

Tabla 3. Sustancias de Referencia

Sustanma'de Lote % Pureza | Condiciones de almacenamiento
Referencia
Rivaroxaban CS-WS-AAA-1439-04 95.84 ) ]
Refrigeracion
) 2-8°C
Rivaroxaban-d4 CS-RR-494 97.74

8.2.1. Preparacion de soluciones de referencia

Se realizaron dos pesadas de manera independiente para la preparacion de los estandares de
calibracion y puntos control, para ello se pesaron aproximadamente, 2.500 mg de
Rivaroxaban y se disolvieron en 10 mL de Acetonitrilo, para obtener soluciones stocks de
250 000.000 ng/mL (Concentracion tedrica). Las soluciones stocks fueron fraccionadas,

etiquetadas y almacenadas en condiciones de refrigeracion de 2 - 8°C.

Se realizaron soluciones intermedias, transfiriendo 3.200 mL de la respectiva solucion Stock
de Rivaroxaban (250 000.000 ng/mL) a un matraz volumétrico de 10 mL aforando con
solucion diluente (SD) de Acetonitrilo: Agua (80:20 v/v), a partir de la solucion intermedia,
se llevaron a cabo la preparacion de estandares de calibracion (STD 1 a STD 8) y puntos
control (DQC, PCA, PCM, PCB, PCLC) empleando el método de dilucion seriada.
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Para la preparacion de la solucion del estandar interno, se peso aproximadamente 1.000 mg
de Rivaroxaban-d4 y se disolvié en 5 mL de Acetonitrilo para obtener una solucion de 200
000.000 ng/mL.

A partir de la solucion stock de Rivaroxaban-d4 (200 000.000 ng/mL) se tom6 una alicuota
de 0.200 mL y se aforo a 10 mL con solucion diluente para obtener una solucion intermedia
de 4 000.000 ng/mL. Posteriormente, se transfirieron 1.500 mL de la solucién intermedia de
Rivaroxaban-d4 y se llevé a un volumen de 20 mL con solucion diluente para obtener una

solucion de trabajo con una concentracion de 300.000 ng/mL.

La preparacion de muestras plasmaticas consistio en la adicion de 5 pL de la solucion de
carga correspondiente a 195 pL de plasma. En la tabla 3 se muestras las concentraciones

plasmaéticas teoricas.

Tabla 4. Concentraciones plasmaticas teoricas de Rivaroxaban

Muestra Conc. Final Muestra Conc. Final
cargada ID (ng/mL) cargada ID (ng/mL)
STD 8 600.000 DQC 1300.00
STD 7 534.000 PCA 507.000
STD 6 301.710 PCM 248.430
STD5 150.855 PCB 1.491
STD 4 60.342 PCLC 0.514

8.2.2. Validacion del Método Analitico

La validacion del método analitico se realizd de acuerdo con los lineamientos nacionales e
internacionales, asi como a los procedimientos normalizados de operacién de Avant Santé
Research Center S.A de C.V.

La preparacion de muestras plasmaticas se realiz6 cargando 5 pL de la solucidn de carga
correspondiente en 195 pL de plasma libre de Rivaroxaban, en el caso de las muestras en

acuosas, se mantuvo el mismo factor de dilucién que en las muestras plasmaticas, para lo
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cual se emplearon 15 pL de la solucion de carga correspondiente, 15 pL de solucion de
trabajo del estandar interno y 1170 uL de solucién de reconstitucion.

8.2.2.1.Adecuabilidad del sistema

Esta prueba forma parte de la idoneidad del sistema en la cual se monitorea el rendimiento
del equipo (LC-MS/MS) garantizando que funcione de manera adecuada y de esta manera
obtener resultados reproducibles.

Para su evaluacion se emple6 una muestra en solucion (ADQ) de 87.154 ng/mL preparada
utilizando 45 pL de la solucion de carga del STD 4 de Rivaroxaban y 15 pL de la solucién
de trabajo de Rivaroxaban-d4. La evaluacién consistio en seis inyecciones consecutivas de
la muestra ADQ al inicio de cada una de las pruebas de validacion.

Criterio de aceptacion: EI %CV de la respuesta (relacion de areas) no debera ser mayor al 5
% en LC-MS/MS y el %CV del tiempo de retencion (RT) para ambos, analito y estandar

interno no debera ser mayor del 5 % LC-MS/MS durante la evaluacion de la adecuabilidad.
8.2.2.2.Prueba de Acarreo

La prueba de Acarreo fue evaluada usando las muestras plasmaticas LC (0.483 ng/mL), STD
Blk y LS (577.736 ng/mL) procesadas de acuerdo con el método de extraccion; La
adquisicion de muestras se realiz6 en el siguiente orden: 6 réplicas diferentes

correspondientes a la muestra, STD BIk, LS, STD BIk (Reinyeccién 1 y Reinyeccion 2).

Criterio de aceptacion: El acarreo del inyector de un LS en el tiempo de retencién del analito
y del estandar interno en el STD BIlk no debe ser mayo al 20% y 5% de la respuesta promedio

obtenida del analito y estandar interno en el LC
8.2.2.3.Selectividad

Se evaluo la selectividad del método LC-MS/MS analizando muestras STD Blky STD 1 de

nueve lotes de plasma normales, dos lotes de plasma lipémicos y dos lotes de plasma
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hemolizado con EDTA K2 como anticoagulante, adicionalmente se evalué un lote de plasma

con heparina como anticoagulante.

Criterio de aceptacion: El porcentaje de interferencia en las muestras STD Blk debe ser
menor al 20.00% en el tiempo de retencién del analito y menor al 5.00% en el tiempo de

retencion del estandar interno, respecto a la muestra STD 1 extraida.
8.2.2.4 Verificacion de Interferencia Cruzada

La verificacion de interferencia cruzada fue evaluada con muestras acuosas y muestras
extraidas del limite superior de cuantificacion sin adicion de estandar interno, limite inferior
de cuantificacion sin adicién de estandar interno y muestra STD Zero, es decir muestra con

estandar interno, sin analito.

Criterio de aceptacion: El porcentaje de interferencias debido al estandar interno en el tiempo
de retencion del analito debe ser menor al 20.00% con respecto a la respuesta de la muestra
LC vy el porcentaje de interferencia debido al LC y LS en el tiempo de retencion del estandar
interno, deber ser menor al 5.00% comparado con la respuesta obtenida del estandar interno

en la muestra STD Zero.
8.2.2.5.Limite de Cuantificacion

La evaluacioén del Limite Inferior de cuantificacion se realizé analizando seis muestras del
STD 1 (0.483 ng/mL) en matriz.

Criterio de aceptacion: El % CV promedio para el analito debe ser menor al 20.00% y el %
de exactitud debe encontrarse entre 80.00 — 120.00%. La sefial/ruido de cada una de las

inyecciones y el promedio de éstas debe ser mayor a 10.
8.2.2.6.Linealidad

La linealidad del método LC-MS/MS fue evaluada con tres curvas de calibracién integradas
con 8 puntos calibrantes cada una, en el rango de calibracién de 0.483 a 577.736 ng/mL,

adicionalmente, se incluyen muestras STD Blk y STD Zero.
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Criterio de aceptacion: La respuesta de la interferencia en el tiempo de retencion del analito
en las muestras STD Blk y STD Zero, debe ser menor al 20.00% vy la respuesta obtenida de
la interferencia en el tiempo de retencién en la muestra STD Blk debe ser menor al 5.00%,
respecto al STD 1.

El % exactitud para todos los puntos de la curva de calibracion excepto para el STD 1, deben
estar dentro del 85.00 — 115.00 %, el % exactitud para el STD 1 debe estar dentro del 80.00
—120.00 %. Al menos el 75% de los puntos de la curva de calibracion deben cumplir con
los criterios de aceptacion incluyendo el STD 1 (LC) y el STD 8 (LS). No se pueden excluir
dos puntos consecutivos de la curva de calibracion. El coeficiente de correlacion (r) debe ser

mayor o igual a 0.9900.
8.2.2.7.Efecto Matriz

El efecto de la matriz para el método LC-MS/MS se evalud utilizando un total de 10 plasmas,
de los cuales corresponden a seis lotes de plasma normal, dos lotes de plasma lipémicos y
dos lotes de plasma hemolizado con EDTA K2 como anticoagulante. Se prepararon tres
réplicas de muestras control equivalentes de los niveles de concentracion PCB y PCA, para
cada lote de plasma, las cuales fueron preparadas y analizadas junto con una curva de
calibracion. Adicionalmente, se prepararon tres muestras acuosas de cada nivel con
concentraciones equivalentes a los puntos control PCB y PCA para comparar la respuesta de

las muestras post-extraidas y acuosas.
Criterio de aceptacion:

El %CV incluyendo todas las muestras debe ser menor del 15%. Al menos 67 % (2 de 3) de
las muestras de cada nivel deberan estar entre 85.00 - 115.00 %. De las muestras totales el
80 % (5 de 6) de los lotes de las matrices deberan estar entre 85 — 115 %. El % de la exactitud
promedio de las concentraciones obtenidas de los PCB y PCA preparados con diferente lote
de matriz biologica debera estar entre 85.00 - 115.00 %. EIl % CV de todos los PCB y PCA

de las muestras preparadas de los diferentes lotes deberdn ser < 15.00 %.
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8.2.2.8.Factor Matriz

El factor matriz para el método LC-MS/MS se evalug utilizando un total de 10 plasmas, de
los cuales corresponden a seis lotes de plasma normal, dos lotes de plasma lipémico y dos
lotes de plasma hemolizado con EDTA K2 como anticoagulante. Se prepararon muestras
blanco de cada uno de los lotes de plasmas, las cuales fueron extraidas y cargadas con analito
y estandar interno posterior al proceso de extraccion para tener la concentracién de los puntos
control PCB y PCA (tres muestras por cada nivel), para cada lote de plasma. Adicionalmente,
se prepararon tres muestras acuosas de cada nivel con concentraciones equivalentes a los
puntos control PCB y PCA para comparar la respuesta de las muestras post-extraidas y

acuosas.
Criterio de aceptacion

El % CV todos los PCB y PCA de las muestras preparadas de los diferentes lotes deberan ser
<15.00 %.

8.2.2.9.Precision y Exactitud

La precision y exactitud del método analitico fue evaluada analizando seis réplicas de cada
uno de los niveles de concentracion equivalentes a los puntos control PCA, PCM, PCB,
PCLC, DQC durante cada prueba de validacion. La precision del método fue calculada como
% C.V y la exactitud como el valor absoluto de la relacion entre los valores promedio

calculados de las muestras control de calidad y su respectiva concentracion nominal.

Las pruebas realizadas para evaluar la precision y exactitud del método en la validacion
consistieron en repetibilidad, (dentro de una corrida analitica) y reproducibilidad (entre dias)

evaluada por dos analistas distintos.
Criterios de aceptacion:

La precision entre corridas (entre dia) para las muestras PCB, PCM, PCA y DQC debera ser
< 15.00 % y para el PCLC, éste debera ser <20.00 %. Entre corridas: Al menos el 67 % (20
de 30) de un total de muestras QC y un 50 % (3 de 6) de cada nivel debera estar entre 85.00

51



- 115.00 % excepto para el PCLC, el cual deberd estar entre 80.00 - 120.00 %, el % Exactitud
promedio para las muestras PCB, PCM, PCA y DQC deberé ser entre 85.00 - 115.00 %; para
el PCLC éste debera ser entre 80.00-120.00 %.

8.2.2.10. Recobro

El recobro promedio para el analito y para el estandar interno fue evaluado comparando la
respuesta obtenida en muestras control extraidas y muestra control en solucién a nivel de
concentracion del PCA, PCM y PCB.

Criterios de aceptacion

El % CV del recobro para los QC (PCB, PCM, PCA) y para ¢l EI debera ser < 15.00%, el
recobro deberad ser homogéneo en los tres niveles de concentracion evaluados, de manera
global el % CV para el recobro promedio para los QC (PCB, PCM, PCA) debera ser <20.00
%.

8.2.2.11. Efecto de la dilucién

El efecto de la dilucion fue evaluado con seis réplicas de la muestra control (DQC), la
concentracion de éstas previo al proceso de dilucion fue de 1247.913 ng/mL correspondiente
a 2.2 veces mayor al limite superior de cuantificacion. Las muestras fueron diluidas 5 veces

con plasma libre de Rivaroxaban para obtener una concentracion de 249.583 ng/mL
Criterios de aceptacion

Al menos el 67% (4 de 6) de las muestras diluidas deberan estar entre 85.00% - 115.00%, el
% exactitud promedio de las muestras diluidas deberan estar entre 85.00% — 115.00% y el %

CV de las muestras diluidas debera ser < 15.00%.
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8.2.2.12. Tolerancia

La tolerancia del método fue evaluada analizando muestras preparadas para la evaluacion de
la precision y exactitud utilizando una columna diferente, de las mismas caracteristicas y

marca, asi como un equipo diferente, de las mismas especificaciones, marca y modelo.
Criterios de aceptacion:

El % de precision de la corrida para las muestras PCB, PCM, PCA y DQC debera ser <
15.00% y para PCLC <20.00%

Al menos 67% (4 de 6) del total de muestras QC y 50% (3 de 6) de cada nivel deberan estar
entre 85.00% -115.00%, excepto para el PCLC el cual debera estar entre 80.00% -120.00%.

% exactitud promedio para las muestras PCB, PCM, PCA y DQC deberan estar entre 85.00%
- 115.00%, excepto para el PCLC el cual debera estar entre 80.00% - 120.00%

8.2.2.13. Reproducibilidad de la reinyeccion

La reproducibilidad de la reinyeccion fue evaluada con una curva de calibracion y muestras
control por sextuplicado de cada nivel de concentracion (PCA, PCM, PCB, PCLC, DQC)
que cumplid previamente con los criterios de aceptacion de linealidad, precision y exactitud,
el cual fue almacenada en el automuestreador del instrumento a una temperatura de 5 £ 4 °C,

por al menos 24 horas.
Criterio de aceptacion

La %CV de la corrida para las muestras PCB, PCM, PCA y DQC debera ser entre < 15.00%
y para PCLC <20.00%

Al menos 67% (4 de 6) del total de muestras QC y 50% (3 de 6) de cada nivel deberan estar
entre 85.00% -115.00%, excepto para el PCLC el cual debera estar entre 80.00% -120.00%

% exactitud promedio para las muestras PCB, PCM, PCA y DQC deberan estar entre 85.00%
- 115.00%, excepto para el PCLC el cual deberé estar entre 80.00% - 120.00%
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8.2.2.14. Precision y exactitud de una corrida analitica (Long Batch)

La duracion de una corrida analitica, simulando un Batch de analisis de muestras del estudio
clinico, se evalu6 analizando 60 réplicas de muestras control a nivel de concentracion de
PCA, PCM y PCB junto con una curva de calibracion, dando un total de 190 muestras (lo
cual equivale en el andlisis de muestras a; Curva de Calibracion, Sujeto 1 Periodo 1 Periodo
2 + QC, Sujeto 2 Periodo 1 Periodo 2 + QC, Sujeto 3 Periodo 1 Periodo 2 + QC).

Criterios de aceptacion

La precision de la misma corrida para las muestras PCB, PCM y PCA deberan ser < 15.00

%.

Al menos el 67% (4 de 6) del total de las muestras QC y 50% (3 de 6) de cada nivel deberan
estar entre 85.00% - 115.00%.

% exactitud promedio para las muestras PCB, PCM, PCA deberan estar entre 85.00% -
115.00%

8.2.2.15. Selectividad de Farmacos Concomitantes

La evaluacion de la selectividad de farmacos concomitantes se realizo6 mediante la carga y
procesamiento de muestras blanco de plasma a las cuales se adiciono cada uno de los
siguientes farmacos; Ibuprofeno, Cafeina, Difenhidramina, Diclofenaco sddico,
Paracetamol, Acido Salicilico, Ketorolaco, Ondansetron y Nicotina, con su correspondiente

concentracion terapéutica.
Criterio de aceptacion

Las interferencias de las muestras blanco en el TR del analito deberdn ser < 20.00% con
respecto al promedio del area del analito de STD 1 (LC) y las interferencias en los blancos
en el TR del E.I. deberan ser <5.00% con respecto al promedio del area del E.I. del STD 1
(LC).
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8.2.2.16. Efecto de FArmacos Concomitantes

El efecto de farmacos de concomitantes se evaluo con tres réplicas de muestras plasmaticas
a nivel de concentracion de PCLC y PCA interpoladas en una curva de calibracion, cargadas
con las concentraciones terapéuticas de Ibuprofeno, Cafeina, Difenhidramina, Diclofenaco

sodico, Paracetamol, Acido Salicilico, Ketorolaco, Ondansetrén y Nicotina.
Criterio de aceptacion

El % CV de la concentracion calculada para todas las muestras deberé ser menor a 15.00%.
(Si %CV es mayor debido a resultado de muestras hemolizadas, el % CV puede ser obtenido
excluyendo estas muestras, sin embargo, este tipo de muestra no debe ser considerado en un
analisis de muestras de sujetos).

Al menos 67% (2 de 3) de las muestras para cada nivel deberan estar entre 85.00% - 115.00%.
Al menos el 80% (5 de 6) lotes de plasma deberan estar entre el 85.00% - 115.00%

El % de exactitud promedio de las concentraciones calculadas para todas las muestras PCA
y PCB deberan estar entre 85.00 — 115.00%.

El %CV de la relacion de areas obtenidas para las muestras PCB y PCA (factor de respuesta
comparada) debera ser <15.00 %.

Si %CV total excede 15.00%, indica que algin farmaco concomitante individual puede estar
causando efecto matriz, las muestras de sujetos con ese medicamento no deberan ser
analizadas.

8.2.2.17. Efecto Matriz en presencia de Farmacos Concomitantes

El efecto matriz en presencia de farmacos concomitantes fue evaluado utilizando un total de
10 plasmas, de los cuales corresponden a seis lotes de plasma normal, dos lotes de plasma
lipémico y dos lotes de plasma hemolizado con EDTA K2 como anticoagulante. Para cada
lote de plasma se prepararon tres réplicas de muestras control equivalente a los niveles de
concentraciones del PCA y PCB, a las cuales se les adiciond 5 pL de una solucion coctel de
farmacos concomitantes (lbuprofeno, Cafeina, Difenhidramina, Diclofenaco sddico,
Paracetamol, Acido Salicilico, Ketorolaco, Ondansetron y Nicotina), dichas muestras fueron

analizadas junto con una curva de calibracion. Adicionalmente, se prepararon tres muestras
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acuosas de cada nivel con concentraciones equivalentes a los puntos control PCB y PCA para

comparar la respuesta de las muestras extraidas y acuosas.
Criterios de aceptacion

El %CV incluyendo todas las muestras debe ser menor del 15%. En caso de que él %CV sea
mayor, debido al resultado de una muestra hemolizada, se podra obtener el %CV excluyendo
esa muestra, sin embargo, en el andlisis de muestras, no se deberan analizar muestras
hemolizadas.

Al menos 67 % (2 de 3) de las muestras de cada nivel deberan estar entre 85.00 - 115.00 %.
Al menos el 80 % (5 de 6) de los lotes de las matrices deberan estar entre 85 — 115 %.

El % de la exactitud promedio de las concentraciones obtenidas de los PCB y PCA
preparados con diferente lote de matriz bioldgica deber estar entre 85.00 - 115.00 %.

El % CV de todos los PCB y PCA de las muestras preparadas de los diferentes lotes deberan
ser < 15.00 %.

8.2.2.18. Estabilidad en solucion
8.2.2.18.1. Estabilidad a corto plazo solucion stock y la solucion de carga del analito y

estandar interno

La estabilidad de la solucion stock del analito a corto plazo fue determinada después de
mantener la solucién por al menos 6 h a temperatura ambiente ~ 25 °C. La solucion stock
para evaluar la estabilidad fue comparada con una solucion stock fresca (recién preparada) a
partir de cada solucion stock, estabilidad y comparacion, se obtuvieron por diluciones
seriadas la solucion equivalente a la concentracion del STD 8 (LS) y STD 1 (LC) para el
analisis. Se preparo una muestra acuosa del STD 8y STD 1 adicionando 15 pL de la solucion
de carga correspondiente, 15 pL de la solucion de trabajo de Rivaroaban-d4 y 1170 uL de
solucion de reconstitucion (SR), dicha muestra fue inyectada por sextuplicado. Para la
evaluacion de la estabilidad de Rivaroxaban-d4 se prepar6 una muestra STD Zero
adicionando 15 pL de la solucidn de trabajo de Rivaroaban-d4 y 1185 L de SR, dicha fue
inyectada por triplicado y se compard el porcentaje de interferencia en el tiempo de retencion

del analito contra una muestra STD 1 sin la adicion de El.
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Criterio de aceptacion

El % de la exactitud promedio para el analito y E.l debera estar entre 90.00% -110.00%. El

%CV de la relacion de areas debera ser < 10.00 %.

En el caso del estandar interno, el % de la interferencia promedio del estandar interno en el
tiempo de retencion del analito debera ser menor a 20.00% con respecto al promedio del &rea
obtenida para el STD-1.

8.2.2.18.2. Estabilidad a largo plazo solucién stock del analito, estdndar interno y la
solucion de carga del analito y estandar interno

La estabilidad de la solucion stock del analito a corto plazo fue determinada fue determinada
después de almacenarla en refrigeracion a una temperatura de 2 - 8°C. La solucién stock
para evaluar la estabilidad fue comparada con una solucion stock fresca (recién preparada) a
partir de cada solucion stock, estabilidad y comparacion, se obtuvieron por diluciones
seriadas la solucion equivalente a la concentracion del STD 8 (LS) y STD 1 (LC) para el
analisis. Se preparo una muestra acuosa del STD 8y STD 1 adicionando 15 pL de la solucion
de carga correspondiente, 15 pL de la solucion de trabajo de Rivaroaban-d4 y 1170 uL de
solucion de reconstitucion (SR), dicha muestra fue inyectada por sextuplicado. Para la
evaluacion de la estabilidad de Rivaroxaban-d4 se preparé una muestra STD Zero
adicionando 15 pL de la solucion de trabajo de Rivaroaban-d4 y 1185 uL de SR, dicha fue
inyectada por triplicado y se compard el porcentaje de interferencia en el tiempo de retencion

del analito contra una muestra STD 1 sin la adicion de El.
Criterio de aceptacion

El % de la exactitud promedio para el analito y E.I debera estar entre 90.00% -110.00%. EI

%CV de la relacion de areas debera ser < 10.00 %.

En el caso del estandar interno, el % de la interferencia promedio del estandar interno en el
tiempo de retencion del analito debera ser menor a 20.00% con respecto al promedio del area
obtenida para el STD-1.

57



La estabilidad de Rivaroxaban fue evaluada con la finalidad de establecer los rangos de
tiempo en el que la muestra biolégica no sufre cambios y permanece dentro de las
especificaciones sometiéndola como muestra en sangre total, muestra en plasma sin procesar
y muestra en plasma procesada, a diferentes condiciones de temperatura a las cuales puede
estar expuesta durante la ejecucién clinica y analitica, o en caso de alguna contingencia,

asegurando de este modo su integridad.

8.2.2.19. Estabilidad en Sangre Total

La estabilidad en sangre fue evaluada en condiciones de temperatura ambiente y en bafio de
hielo, para cada condicion se usaron tres réplicas de muestras control a nivel del PCA'y

PCB, las cuales fueron comparadas con muestras frescas (recién preparadas).

Para preparar las muestras sanguineas se cargaron 100 pL de la solucion correspondiente al
PCA y PCB de Rivaroxaban, en 4900 uL de sangre, éstas se mantuvieron en condiciones de
temperatura ambiente y en bafio de hielo por al menos tres horas. Una vez cumplido el tiempo
de evaluacion la sangre se centrifugo a 3000 rpm por 10 min para obtener la obtencion de
plasma, se tomd la alicuota correspondiente a 200 pL y se procesaron junto con muestras

recién preparadas.
8.2.2.20. Estabilidad en Plasma Humano (EDTA K3)

La estabilidad en plasma humano fue evaluada en bajo diferentes condiciones a las que son
expuestas las muestras durante el procesamiento, para cada condicion se emplearon seis
réplicas de muestras control a nivel del PCA y PCB, las cuales fueron comparadas con

muestras frescas (recién preparadas).

8.2.2.20.1. Estabilidad a ciclos de congelacion y descongelacién a -70 £ 15 °C

La estabilidad a ciclos de congelacion/descongelacion para el analito en plasma humano (EDTA
K2) fue evaluada con muestras previamente sometidas a congelacion (a -70 +15°C) y
descongelacion (a temperatura ambiente de ~25 °C) por 5 ciclos de aproximadamente 12 horas,
dichas muestras fueron procesadas junto con estandares de curva de calibracion y puntos control

cargados en fresco.
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8.2.2.20.2. Estabilidad a Temperatura ambiente (~ 25 °C)

La estabilidad a temperatura ambiente del analito en plasma humano (EDTA K2) se evaluo
manteniendo réplicas de muestras sin procesar, a temperatura ambiente (~25 °C) por
aproximadamente 6 h. La estabilidad de las muestras se evalu6 con estandares de curva de

calibracion y muestras control de calidad frescas.
8.2.2.20.3. Estabilidad en automuestreador (5 + 4°C)

La estabilidad de automuestreador del analito fue evaluada procesando y analizando réplicas
de muestras de estabilidad, después de mantenerlas almacenadas por aproximadamente 48 h
a 5x4 °C en el automuestreador. Las muestras de estabilidad fueron procesadas con
estandares de curva de calibracion y controles de calidad recién preparados.

8.2.2.20.4. Estabilidad de la muestra post-evaporacion a temperatura ambiente
(~25°C)

La estabilidad de post-evaporacion para el analito fue evaluada procesando réplicas de
muestras de estabilidad y manteniéndolas a temperatura ambiente (~25 °C), posterior al paso
de evaporacion, por al menos 4 horas, las muestras de estabilidad fueron analizadas junto con

una curva de calibracion y muestras control frescas.
8.2.2.20.5. Estabilidad de la muestra post-evaporacion en refrigeracion (2 - 8 °C)

La estabilidad de post-evaporacion para el analito fue evaluada procesando réplicas de
muestras de estabilidad y manteniéndolas en refrigeracion (2 - 8 °C), posterior al paso de
evaporacion, por al menos 4 horas, las muestras de estabilidad fueron analizadas junto con

una curva de calibracion y muestras control frescas.
8.2.2.20.6. Estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente (~ 25 °C)

La estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente fue evaluada procesando
réplicas de muestras de estabilidad y manteniéndolas a temperatura ambiente (~ 25 °C),
posterior al paso de reconstitucion, por al menos 4 horas, las muestras de estabilidad fueron

analizadas junto con una curva de calibracion y muestras control frescas.
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8.2.2.20.7. Estabilidad de la muestra procesada en refrigeracion (2 - 8 °C)

La estabilidad de la muestra procesada a temperatura ambiente fue evaluada procesando
réplicas de muestras de estabilidad y manteniéndolas a temperatura ambiente (~ 25 °C),
posterior al paso de reconstitucion, por al menos 4 horas, las muestras de estabilidad fueron

analizadas junto con una curva de calibracion y muestras control frescas.
8.2.2.20.8. Estabilidad a Largo plazo en plasmaa-70 £15°Cy-20+ 15 °C

La estabilidad a largo plazo del analito en plasma humano (EDTA K2) fue evaluada
analizando réplicas de muestras de estabilidad almacenadas a -70 + 15 °Cy -70 £ 15 °C. Las
muestras de estabilidad a largo plazo fueron analizadas con una curva de calibracion y

muestras control de calidad frescas.

60



8.3. Andlisis de muestras

8.3.1. Fase analitica
Las concentraciones de Rivaroxaban fueron cuantificadas usando el método analitico para la
cuantificacion de Rivaroxaban por LC-MS/MS validada de acuerdo con la regulacion

aplicable.

El analisis de muestras de los sujetos se realizd utilizando el mismo anticoagulante (EDTA
K2).

El uso de sustancias de referencia, soluciones, carga de muestras de curva de calibracion y
puntos control, asi como el andlisis de muestras de los sujetos fueron realizados de acuerdo

con las condiciones de estabilidad establecidos.

En cada corrida analitica, las muestras control de calidad fueron distribuidas a través de cada
lote de muestras del estudio, todas las muestras de los sujetos fueron analizadas, las
concentraciones gque se encontraron por debajo del limite de cuantificacion fueron reportadas

como “Debajo del limite de cuantificacién”
8.3.2. Fase estadistica

El analisis farmacocinético se realizdé con un modelo no-compartimental sobre las
concentraciones plasmaticas observadas de Rivaroxaban usando el software de WinNonlin

(\Version 6.4 o superior).

En el andlisis estadistico solo se consideraron los sujetos que cumplieron con ambos
periodos, los parametros farmacocinéticos para establecer la bioequivalencia fueron
calculados usando el paquete estadistico SAS® (Version 9.4 o superior), con un intervalo de

confianza al 90%.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

En la etapa de desarrollo del método analitico, se disefi6 un rango de la curva de calibracion
para cubrir las dosis de 10 mgy 20 mg de Rivaroxaban, dicho rango de estableci6 de acuerdo
en los requerimientos de las normas nacionales e internacionales, los protocolos clinicos para

y con base en la Cmax reportada en la literatura.

Para una dosis de 10 mg se reporta una Cmax de 113.000 ng/mL (27% ) en condiciones de
ayuno y para una dosis de 20 mg se reporta una Cmax de 281.000 ng/mL (27%), por lo que
para determinar el limite superior 2 a 3 veces la Cmax de la dosis de 20 mg y para el limite
inferior de cuantificacion (LC) se tomé el 5% de la Cmax de la dosis de 10 mg, aunque
considerando la sensibilidad del equipo el LC se disminuye para lograr una correcta
caracterizacion de la fase de eliminacion, por lo tanto, el rango tedrico propuesto es de 0.500
— 600.000 ng/m en plasma, considerando el rango que se pretende cubrir se empleé un
espectrometro de masas Xevo TQS marca Waters® y un equipo Acquity UPLC I-FTN marca

Waters® para llevar acabo la separacion cromatografica.

El plasma empleado durante el desarrollo del método analitico, validacion del método y
analisis de muestras, fue obtenido con anticoagulante EDTA Ko, la eleccion de dicho
anticoagulante desde la etapa clinica es debido a que ocasiona un menor ndmero de
interferencias con el farmaco y proporciona mayor estabilidad, adicionalmente, una vez
obtenida la sangre el EDTA K: inhibe la cascada de coagulacion debido a que los iones de
K* interacttian con los iones de Ca?* impidiendo la formacion del coagulo de fibrina, es decir
el EDTA K3 actia como agente quelante, por lo que independientemente de que las muestras
sean sometidas a congelacion, ciclos de congelacién y descongelacion asi como expuestas a
temperatura ambiente, se asegura que no se tendra formacién de dicho coagulo, a diferencia
de la Heparina la cual unicamente retrasa su formacién por lo que al someter la muestra a
diversas condiciones ambientales, se formara el coagulo (Pawula M et al. 2013). En
bioanalisis, en un estudio realizado con diferentes CROs acerca del uso racional de
anticoagulantes para obtencién de muestras, se menciona como primera eleccién EDTA K2,
seguido de la Heparina, la razon principal por la que éste se la primer opcion es que la

formacion del coagulo de fibrina puede ocasionar problemas al momento de tomar de la
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muestra ocasionando errores de medicidn del asi mismo como la transferencia a un sistema
automatizado o transferencia de método por cambio de anticoagulante es decir, se tendré una
variacion menor al realizar el cambio de EDTA Kz a EDTA K3 que de Heparina de Sodio a
Heparina de Litio, adicionalmente el EDTA K. presenta un efecto matriz reducido
comparado con la Heparina u otros anticoagulantes (Sadagopan et al. 2003, Sennbro et al.
2011).

La técnica a presion atmosférica por Electrospray es ideal para la ionizacion de Rivaroxaban,
considerando las caracteristicas de la molécula y su compatibilidad con ésta, en polaridad
positiva empleando una reaccién de monitoreo maltiple (MRM). Los pardmetros éptimos
del espectrometro de masas tanto para el analito como para el estandar interno, se realizo6
mediante la infusion directa de una solucion de Rivaroxaban de 103.921 ng/mL y
Rivaroxaban-d4 de 106.615 ng/mL, se empled una concentracion alta tanto del analito como
del estandar interno, debido a que a bajas concentraciones se observaron problemas de
ionizacion, adicionalmente para favorecer la ionizacion de la molécula se empled un modo
combinado con la movil, Acetonitrilo: Acido formico al 0.1% en una proporcién de 50:50
v/v, de esta manera se lograron obtener los pardmetros optimos de la fuente de ionizacion
(Tabla 5). Las transiciones obtenidas posterior a la fragmentacion del analito y estandar
interno considerando la relacién masa/carga (m/z) de [M+H]" fueron: Rivaroxaban 435.99
— 144.90 (m/z) y Rivaroxaban-d4 440.00 — 144.96 (m/z), los cuales son semejantes de lo
reportado por (Baldelli, et al. 2016).

Las condiciones cromatograficas se definieron con base en obtener sensibilidad, selectividad,
resolucion de impurezas, forma de pico, factor de capacidad igual o mayor a 2.0 y un tiempo
de corrida corto. Durante la evaluacion de la cromatografia se emplearon como fases movil
un buffer de Formiato de amonio 5mM y una solucion de acido férmico al 0.1% en
combinacion con Metanol o Acetonitrilo en diversas proporciones empleando como fase
estacionaria una columna Acquity UPLC BEH C18 de 2.1 x 50 mm, 1.7um asi como otras
columnas con un empaquetamiento C18 como Zorbax Eclipse Plus C18 de 2.1 x 50 mm, 3.5
pm y Luna C18 de 2.1 x 50 mm, 1.6 um, en modo isocratico y gradiente, se observé que la
columna que presenta una mejor forma de pico es la columna Acquity UPLC BEH C18 asi

mismo se determind que las fases mdviles de acido formico 0.1% y acetonitrilo son las
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ideales para obtener una sefial optima de Rivaroxaban, de acuerdo con los experimentos
realizados no es necesario realizar un gradiente para la elucion de la Rivaroxaban, en modo
isocratico empleando una proporcion de 65:35 v/v permiten tener una factor de capacidad

de 2.453, forma de pico aceptable y mayor respuesta.

Tabla 5. Pardmetros del Detector

Tipo de lonizacién ESI positivo
Tipo de Escaneo MRM
) Voltaje Cono Energia de
Molécula lon precursor  lon producto L
V) colision (V)
Rivaroxaban 435.99 144.90 35 25
Rivaroxaban-d4 440.00 144.96 40 25

Voltaje del Capilar 3.50V
Voltaje del Cono 3BV
Temperatura de desolvatacion 500 °C
Flujo de gas desolvatacion 800 L/Hr
Flujo de gas de cono 150 L/Hr
Flujo de gas de colision 0.15 mL/min
Flujo de gas nebulizador 7.00 Bar
Energia de colision 25.00 V
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Tabla 6. Condiciones Cromatogréficas

Columna Acquity® UPLC BEH C18, 1.7 pm 2.1 x 50 mm

FA: Acido férmico 0.1%
Fase Moévil FB: Acetonitrilo

Proporcion 65:35 v/iv

Velocidad de flujo 0.300 mL/min
Temperatura de columna 35+2°C
Temperatura de Automuestreador 5+4°C
Volumen de inyeccion 5uL

Lavado Pre-inyeccion 0s

Lavado Post-inyeccion 6s

Tiempo de retencion Rivaroxaban
(Analito)

1.16 + 0.3 min

Tiempo de retencion Rivaroxaban-d4 )
) 1.16 £ 0.3 min
(Estandar interno)
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Una vez establecidas las condiciones cromatogréficas y los parametros del espectrometro de
masas descritos en la Tabla 5y Tabla 6, respectivamente, se realizaron pruebas de extraccion
empleando los métodos de precipitacion de proteinas, de acuerdo con lo descrito por Schmitz
et al. 2014 y liquido-liquido, empleando diversos solventes organicos como Metil Ter-butil
éter y éter etilico en medio neutro, alcalino y acido, por sus caracteristicas fisicoquimicas y
con la finalidad de obtener un método de extraccion de mayor limpieza y evitar efectos de la

matriz.

Matos et al. 2017 al igual que Rohde et. al 2008 describen el método de precipitacion de
proteinas como un método de primera eleccion para la extraccion de Rivaroxaban Muzaffar
et al. 2015 reporta que el efecto de la matriz, empleando una técnica de precipitacion de
proteinas se encuentra dentro del criterio + 15.00% en un estudio de farmacocinética de
Rivaroxaban en ratas, sin embargo, durante la ejecucion de pruebas de desarrollo se demostro
que usar dicha técnica tiene multiples efectos de la matriz tipo supresion y aumento ionico,
esto fue demostrado tras la adquisicion por una hora de una muestra STD BIk procesada con
esta técnica realizando un seguimiento de fosfolipidos, usando la pseudotransicion de 184 —
184 descritas por Xia et al. 2009.

En los 60 min de adquisicion de la muestra STD Blk se observé supresion ionica alrededor
de 0.5 min y multiples aumentos ionicos a partir de los 15 min (Figura 13), por lo que este
efecto de la matriz afectaria la precision y la exactitud del método analitico por lo que no es

viable

El efecto de la matriz podria ser reducido si emplea una elucion de Rivaroxaban en modo
gradiente, como lo descrito por Matos et al. 2017 y Rohde et. al 2008, o emplear una técnica
de extraccion de mayor limpieza como fase solida, Badelli et. al 2016 reporta el uso de
cartuchos C18 Bond Elute (ImL, 100 mg, Agilent Milan, Italia) para su extraccion, sin
embargo, esta técnica tiene un mayor costo y lo que se busca es optimizar un método analitico

en cuanto a tiempos de ejecucion y costo, por lo que se opto por la extraccion liquido-liquido.

El método de extraccion liquido-liquido con éter etilico, tras la adquisicion de la muestra
STD BIlk por 60 min, no se observé un efecto de la matriz tipo supresion idnica, en la figura

14, se puede apreciar en el min 0.3, aproximadamente, un efecto tipo enhacement sin
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embargo ocurre en el tiempo muerto de la columna por lo que dificilmente ocasionaria

problemas de precision y exactitud.

MRM of 3 Channels ES+
100 51.03, 184 > 184 (FOSFOLIPIDOS
0o 1.47¢8

o T T T T T T T T Time

T T T T T T T T T T T T AARAE T
500 1000 15.00 20.00 25.00 3000 35.00 4000 4500 50.00 55.00

Figura 13. Cromatograma obtenido para el seguimiento de Fosfolipidos (Pseudotransicion 184 —
184) en una muestra STD BIk procesada por precipitacion de proteinas con Acetonitrilo.

Con base en lo observado, se determind que el método de extraccién ideal debe realizarse
por una técnica liquido-liqguido empleando éter etilico anhidro 100% como solvente de

extraccion.

Para asegurar que no se tienen efectos de la matriz empleando una técnica de extraccion
liquido-liquido empleando un modo isocratico para la elucién, adicional al seguimiento de
fosfolipidos, se realizd la evaluacion del efecto matriz post-columna infundiendo una
concentracion de 100 ng/mL de Rivaroxaban mientras se inyectaban muestras plasmaticas
STD BIk provenientes de plasma normal, lipémico y hemolizado, durante un tiempo de 30
min, en donde no se encontraron efecto tipo aumento o supresién iénica. Schmitz et al. 2014
realizaron la misma evaluacion del efecto matriz post-columna en un tiempo de 4.50 min

donde no se observé efecto de la matriz, pero el tiempo de evaluacion es corto y al tener una
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elucién de Rivaroxaban por gradiente el efecto pudo ser evadido, pero se pueden tener
multiples problemas durante la ejecucion de un analisis de muestras por desgaste de columnas
al tener gradientes agresivos o gradientes con tiempos cortos que no permiten el equilibrio

de la columna entre inyecciones.

MRM of 3 Channels ES+
100 0.39 1284 = 184 (FOSFOLIPIDOS)
2.85e8

':'?:',I.DE_.l_” 1.84 6’ 308 ar2 352,4355 801 ras 0211035

hMMmmmanwwmem

—_— 77— T " .
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 8.00 7.00 8.00 8.00 10.00

Figura 14. Cromatograma obtenido para el seguimiento de Fosfolipidos
(Pseudotransicion 184 — 184) en una muestra STD BIk procesada por extraccion liquido-liquido
con Eter etilico.

Con base en los resultados obtenidos el emplear una técnica de extraccion liquido-liquido
permite obtener una muestra limpia y sin problemas de efectos de la matriz. Para obtener un
mejor recobro, se evaluaron modificadores de pH alcalinos, es decir Hidroxido de Amonio
en un rango de concentraciones de 0.1% - 5% para evaluar una cinética de concentraciones,
sin embargo, el uso de modificadores no tiene un efecto significativo en el recobro, por lo
tanto, se emplearon condiciones de extraccidn neutras con la finalidad de tener un método
sencillo y rapido en ejecucién, se establecen los siguientes pasos para la extraccion

Rivaroxaban.
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Paso 1. Procesar 200 pL de muestra plasmatica (195 pL de plasma + 5 pL de analito)

!

Paso 2. Adicionar 5 pL de la solucién del trabajo del estandar interno Rivaroxaban-d4.

!

Paso 3. Agitar 10 s las muestras en vortex.

!

Paso 4. Adicionar 1.5 mL de Eter Etilico Anhidro 100 %.
!

Paso 5. Agitar durante 5 min en vortex a maxima velocidad.

l

Paso 6. Centrifugar las muestras durante 5 mina 13 000 rpma4 £ 2 °C.

l

Paso 7. Someter las muestras a congelacion en un bafio de hielo seco-acetona.

l

Paso 8. Decantar la fase organica a tubo de vidrio.

l

Paso 9. Evaporar la muestra durante 8 min a 50 °C a una presién de 10 psi.

l

Paso 10. Reconstituir las muestras con 400 L de solucidn de reconstitucion y agitar

durante 2 min en vortex a maxima velocidad

l

Paso 12. Transferir las muestras a viales e inyectar 2.0 pL en el sistema LC-MS/MS
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En la evaluacion del método analitico se realizaron pruebas de Acarreo, Selectividad,
Especificidad, Linealidad, Precision y Exactitud, Recobro y Efecto de la Matriz, como parte

de las pruebas finales del desarrollo.

En la evaluacion de la prueba de acarreo, en la muestra STD BIk no se observaron
interferencias significativas en el tiempo de retencidn del analito mayores al 20.00%, en el
caso del estandar interno, mayores al 5.00%, posterior a la inyeccion de una muestra

equivalente al limite superior de cuantificacion. (STD 8).

Name: DES_29JUN2018_025, Date: 29-Jun-2018, Time: 13:03:27, ID: STD Blk-1 (Re-iny-1), Description:

RIVAROXABAN RIVAROXABAN-d4

DES_29JUN2018_025 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+ DES_29JUN2018_025 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+
STD Blk-1 (Re-iny-1) 435.99>144.9  STD Blk-1 (Re-iny-1) 440 > 144.96
100 0.01 0.42 2.756e+003 100+ 0.41 8.354e+002

_0.09

RIVAROXABAN-d4

1.18

0.78 28.18
2.82el

% %0

0 T min O ™ min
@) 025 050 075 100 125 150 175 025 050 075 1.00 125 150 175
Name: DES_29JUN2018_025, Date: 29-Jun-2018, Time: 13:03:27, ID: STD Blk-1 (Re-iny-1), Description:
RIVAROXABAN RIVAROXABAN-d4
DES 29JUN2018_025 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+ DES 29JUN2018_025 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+
STD Blk-1 (Re-iny-1) 435.99>144.9  STD Blk-1 (Re-iny-1) 440 > 144.96
100 .01 0.42 2.756e+003 100+ 0.41 8.354e+002

% %

RIVAROXABAN-d4
118

28.18
2.82el

™ min

®) T ok ors 160 155 1k 17 U ok oke obs  1bo 1% 180 1%
Figura 15. Cromatogramas obtenidos de la prueba de Acarreo (a) Muestra plasmatica STD BIk
inyectada previo al STD 8 (b) Muestra plasmatica STD BIk reinyectada posterior al STD 8.

En la evaluacidn de las pruebas de selectividad no se observaron interferencias significativas

en el tiempo de retencién del analito mayores al 20.00%, en el caso del estandar interno,
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mayores al 5.00%, en lotes de plasma normal, lipémico, hemolizado y con Heparina de sodio

como anticoagulante.

Adicionalmente para determinar la especificidad del método se realizo la verificacion de la
interferencia cruzada, en donde se determind que no existe interferencias significativas en
tiempo de retencién del analito y estdndar interno en muestras acuosas y extraidas
ocasionadas por intercambio isotopico o un efecto tipo “Crosstalk’ al compartir el mismo ion

producto (Figura 16, Figura 17).

RIVAROXABAN RIVAROXABAN-d4
DES_29JUN2018_027 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+ DES_29JUN2018_027 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+
RIV_LS (Ac) 435.99>144.9  RIV_LS (Ac) 440 > 144.96
- RIVAROXABAN_ 3.529e+007 . RIVAROXABAN-d4_ 7.431e+003
100 118 100
2150333.00 4 462.71
2.15e6 4.63e2

% %

| .
O T T T T T min o
(a) 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75
RIVAROXABAN RIVAROXABAN-d4
DES_29JUN2018_029 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+ DES_29JUN2018_029 Smooth(Mn,3x3) MRM of 2 channels,ES+
RIV-d4_E.| (Ac) 435.99>144.9  RIV-d4_E.| (Ac) 440 > 144.96
RIVAROXABAN_ 2.309e+003 RIVAROXABAN-d4 4.112e+005
100+ 100
118 117
1 0.13 51.31 25589.54
5.13el 2.56e4
92 051072
0.79/\ 0.98
% %
o+ min Obpmempeesp e P e min
(b) 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 0.25 050 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75

Figura 16. Cromatogramas obtenidos de la prueba de Verificacién de Interferencia Cruzada
(a) Muestras en solucion del STD 8 sin la adicién del EI (b) Muestra STD Zero en solucion
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RIVAROXABAN
DES_29JUN2018_030 Smooth(Mn,3x3)

MRM of 2 channels,ES+

RIV_LS (EX) 435.99 > 144.9
_ RIVAROXABAN 2.316e+007
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Figura 17. Cromatogramas obtenidos de la prueba de Verificacidn de Interferencia Cruzada
(a) Muestra plasmatica del STD 8 sin la adicion del EI (b) Muestra STD Zero en plasma.

La linealidad del método fue evaluada con tres curvas de calibracion integradas cada una por

8 puntos de calibrantes (STD 1 a STD 8), el método demostré ser lineal en un rango de 0.504

— 606.656 ng/mL (Rango del Desarrollo). Con los resultados obtenido de las curvas de

calibracion, se realizo el analisis estadistico utilizando las pruebas de Xi cuadrada, donde se

demostré que el mejor modelo matematico para la regresion lineal era 1/x? (Figura 18).

El método analitico demostro que no existe efecto matriz evaluado lotes plasmas normales,

dos lipémicos y dos hemolizados, con EDTA K». El % de exactitud promedio de las

concentraciones obtenidas para las muestras PCB y PCA fue de 102.07 % y 98.13% y el %

CV para cada una de las concentraciones evaluadas fue de 3.21% y 4.57% respectivamente.
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Compound name: RIVAROXABAN

Correlation coefficient: r = 0.998487, r"2 = 0.996976

Calibration curve: 0.151794 * x + 0.00422843

Response type: Internal Std ( Ref 2 ), Area * (1S Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None

Response

'oiHH‘HH‘\H\‘\H\‘\H\‘H\\‘HH‘HH‘\\H‘HH‘HH‘HH‘HH‘COnC
-0 200 400 600 800 1000 1200

Figura 18. Curva de calibracién en plasma obtenida durante el desarrollo del método analitico.

La validacion del método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma se realizé
de acuerdo con los procedimientos normalizados de operacion de Avant Sante Reserch
Center S.A de C.V con base en lo descrito en la NOM-177-SSA1-2013 y las guias
internacionales de la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA por su nombre en
inglés Food and Drug Administration) y la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

Durante la validacion del método analitico se determin6 que el equipo UPLC-MS/MS no
tiene efecto de acarreo en el inyector, es decir, no se observaron interferencias significativas
en el tiempo de retencion del analito ni del estafiar interno (Anexo 1), por lo tanto, no se tiene
el riesgo de tener interferencias posteriores a la inyeccion de una muestra de alta

concentracion.

La selectividad del método analitico fue demostrada al evaluar nueve lotes de plasma
normales, dos lotes de plasma lipémico y dos lotes de plasma hemolizado usando como
anticoagulante EDTA Kz y un lote de plasma con heparina, al no presentar interferencias
significativas en los tiempos de retencion del analito y estandar interno. De los lotes de
plasma normales que fueron selectivos, se eligieron seis de éstos para preparar un “pool de

plasma” para las pruebas subsecuentes (Figura 19, Figura 20).
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Figura 19. Cromatogramas obtenidos de las muestras plasmaticas de la prueba de selectividad (a)
Muestras STD BIk en lote de plasma normal (b) Muestra STD 1 en lote de plasma normal (c)
Muestras STD BIk de plasma lipémico (d) Muestra STD 1 en lote de plasma lipémico.
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Figura 20. Cromatogramas obtenidos de las muestras plasmaticas de la prueba de selectividad (a)
Muestras STD BIk en lote de plasma hemolizado ( (b) Muestras STD 1en lote de plasma
hemolizado (c) Muestras STD BIk en lote de plasma heparinico ( (d) Muestras STD 1 en lote de

heparinico.
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Adicional a la selectividad, se evalu6 la especificidad con la prueba de verificacion de la
interferencia cruzada, en donde se determind que no existe interferencias en tiempo de
retencion del analito y estandar interno en muestras acuosas y extraidas ocasionadas por
intercambio isotopico o un efecto tipo “Crosstalk” al compartir el mismo ion producto,

confirmando el resultado obtenido del desarrollo.

El método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban demostro ser lineal en un rango
de 0.483 a 577.736 ng/mL (Rango validado) empleando una ponderacion 1/x?, de acuerdo a
las pruebas estadisticas realizadas durante el desarrollo, el coeficiente de correlacion (r)
durante la validacion fue > 0.9993, el % de exactitud promedio de las tres curvas de
calibracion empleadas para la evaluacion de la linealidad fue de 97.47 % a 102.73% mientras
que el % CV oscilo en un rango de 0.48% a 4.62% (Figura 21). Se determind la precision y
exactitud del método para la cuantificacion de concentraciones bajas, es decir, el limite de
cuantificacion establecido de 0.483 ng/mL, con un % CV de 3.14 % y un % exactitud de

102.93% la relacion sefial ruido promedio obtenida fue de 105.0.

Compound name: Rivaroxaban

Correlation coefficient: r = 0.999604, r"2 = 0.999208

Calibration curve: 0.159196 * x + 0.00450416

Response type: Internal Std ( Ref 2 ), Area* (IS Conc. / IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x"2, Axis trans: None

Response

'07\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\H‘\\\\‘\\H‘\\H‘\H\‘\\\\‘\H\‘\\\\‘\\ ng/ml_
-0 200 400 600 800 1000 1200

Figura 21. Curva de calibracion en plasma obtenida durante la validacion del método analitico.
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Se demostré que no existe efecto matriz evaluado seis lotes plasmas normales, dos lipémicos
y dos hemolizados, con EDTA K> como anticoagulante. El % de exactitud promedio de las
concentraciones obtenidas para las muestras PCB (1.431 ng/mL) y PCA (486.686 ng/mL)
fue de 108.29% y 105.41% respectivamente, el % CV para cada una de las concentraciones
evaluadas PCB y PCA fue de 2.92% y 3.32% respectivamente. La relacion de areas promedio
para cada nivel de concentracion PCB y PCA fue de 0.98642 y 1.06179, conun % CV de
2.92% y 3.32%, respectivamente. por lo que se concluye que la condicion del plasma no tiene
impacto en la cuantificacién de Rivaroxaban ya que los resultados son precisién y exactos.

Adicionalmente, con los mismos lotes de plasma, se evalu6 el efecto matriz enriqueciendo
las muestras blanco-procesadas al finalizar el proceso de extraccion para determinar el factor
matriz comparando la respuesta del analito y estandar interno en muestras post-extraidas

contra muestras acuosas.

El coeficiente de variacion obtenido para las muestras control a nivel PCB fue de 4.72% vy
para PCA 3.80 %, la comparacion de la respuesta analitica promedio en muestras post -
extraccion y muestras acuosas fue de 0.99317 y de 1.01595 para muestras control PCB y
PCA respectivamente. De acuerdo con lo descrito con (Kadian, et al. 2016) si el resultado de
la prueba presenta un factor matriz normalizado (FMN) un valor igual o cercano a 1, no se

presentan efectos de la matriz.

El método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma demostré ser preciso y
exacto tras las pruebas de repetibilidad (Tabla 7) y reproducibilidad realizadas por dos
analistas en diferentes dias (Tabla 8 y Tabla 9), donde no se encontraron diferencias

significativas entre diferentes analistas, ni en dias de ejecucion.

Se demostré que la dilucion de las muestras aplicando un factor de dilucion de 5 no tiene
impacto en la precision y exactitud de las muestras, al presentar un % CV de 3.19% y un %
de exactitud de 90.31%.

El recobro absoluto promedio global de Rivaroxaban fue de 63.66 % con un %CV de 0.33%, y
para el estandar interno de 63.64% con un %CV de 1.05%, el recobro fue homogéneo en los tres

niveles evaluados (PCA, PCM, PCB) comparado el 98.40% de recobro reportado por Badelli et
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al. 2015 usando una extraccion en fase sélida, es ligeramente menor, sin embargo, es cercano a lo
obtenido por Schmitz et al. 2014 y Muzaffar et al. 2015, los cuales emplean una técnica de

extraccion por precipitacion de proteinas.

Tabla 7. Precision y exactitud del método analitico en la prueba de Repetibilidad

PCA PCM PCB PCLC DQC
Conc. nominal
486.686 238.476 1.431 0.494 1247.913
(ng/mL)
Concentracion obtenida (ng/mL)
1 496.897 241.739 1.459 0.488 998.043
2 466.654 242.634 1.311 0.469 1106.709
. 3 476.266 231.335 1.449 0.468 1084.480
O
5
o 4 447.121 236.003 1.533 0.520 1074.281
5 462.051 225.408 1.453 0.457 1086.996
6 471.121 231.268 1.361 0.501 1074.203
Promedio 470.1187 234.7312 1.4277 0.4838 1070.203
DE 16.51319 6.68776 0.07903 0.02371 37.56644
% CV 351 2.85 5.54 4.90 3.51

% Exactitud
) 96.60 98.43 99.77 97.94 85.81
promedio
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Tabla 8. Reproducibilidad del Analista 1

PCA PCM PCB PCLC DQC
Conc. nominal (ng/mL) 486.686 238.476 1.431 0.494 1247.913
Concentracion obtenida (ng/mL)
Dial 470.018 234.731 1.428 0.484 1070.785
Dia 2 469.234 230.283 1.403 0.516 1127.004
Dia 3 475.022 230.141 1.497 0.529 1155.268
Promedio 471.584 231.718 1.442 0.509 1117.685
DE 13.95943 7.432 0.07379  0.02896  47.96302
% CV 2.96 3.21 5.12 5.69 4.29
% Exactitud promedio 96.87 97.17 100.8 103.12 89.56
Tabla 9. Reproducibilidad del Analista 2
PCA PCM PCB PCLC DQC
Conc. nominal (ng/mL) 486.686 238.476 1.431 0.494 1247.913
Concentracion obtenida (ng/mL)
Dial 455.6612  235.8555 1.4353 0.4963 1324.5275
Dia 2 486.1590 233.4820 1.4333 0.5132 1363.5067
Dia 3 446.4650  226.5877 1.4107 0.4823 1260.7335
Promedio 463.759 232.188 1.426 0.4973 1317.2527
DE 26.11380  8.71349 0.05905 0.02462 69.77577
% CV 5.63 3.75 4.14 4.95 5.30
% Exactitud promedio 95.29 97.36 99.68 100.66 105.56
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En las pruebas de robustez se evalu6 la tolerancia al cambio de equipo, en el que se determinaron
las siguientes transiciones; Rivaroxaban 436.11 — 144.99 (m/z) y Rivaroxaban-d4 440.90 —
144.98 (m/z), las cuales son semejantes de las obtenidas en el primer instrumento y lo descrito por
(Baldelli, et al. 2016). En la tolerancia al cambio de columna se empled una columna de las
mismas caracteristicas, Acquity UPLC BEH C18 1.7um 2.1 x 50mm, de diferente lote la cual
presento reproducibilidad de tiempos de retencion y formas de pico. EI cambio de equipo o
columna no afecta la precision y exactitud del método analitico en la cuantificacion de

Rivaroxaban (Ver Anexo ).

Se demostr6 que la reinyeccion de las muestras no afecta la precision y exactitud después de un
periodo de 1 dia 01 horas 21 min de estar almacenadas a temperatura de automuestreador (5 + 4
°C). En la reinyeccion de muestras, previamente analizadas, se obtuvieron % CV de 2.33% a
4.05% Yy % de exactitud de 93.20% a 101.25%. (Ver Anexo I).

Para simular la duracion de una corrida analitica del analisis de muestras de un estudio clinico, se
analizaron 190 muestras, de las cuales 180 corresponden a 60 réplicas de muestras control de cada
nivel, es decir, PCA, PCM y PCB, junto con una curva de calibracién, donde la precision y
exactitud del método no se ve afectada por el nimero de muestras. El % CV oscilo de 2.65% a
3.88% Yy el % exactitud de 95.89% a 97.57%.

Como parte de las pruebas de especificidad, se evalud el efecto que tiene el uso de medicamentos
concomitantes en la identificacion y cuantificacion de Rivaroxaban, para ello se llevaron a cabo
pruebas de selectividad a los siguientes farmacos; Ibuprofeno, Cafeina, Difenhidramina,
Diclofenaco Sodico, Paracetamol (Acetaminofén), Acido Salicilico, Ketorolaco, Ondansetron y
Nicotina, en donde no se encontraron interferencias significativas en los tiempos de retencién de
Rivaroxaban y Rivaroxaban-d4. Asi mismo, se demostrd que el enriquecimiento de muestras
plasmaticas con dichos farmacos no tiene efecto en la cuantificacion de Rivaroxaban al tener

resultados precisos y exactos.

La adicion de un pool de farmacos concomitantes uso comdn en la ejecucion clinica en caso de
eventos adversos, conformado por; Ibuprofeno, Cafeina, Difenhidramina, Diclofenaco sédico,

Paracetamol (Acetaminofén) Acido salicilico, Ketorolaco, Ondansetrén y Nicotina a muestras
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plasmaéticas con diferentes condiciones plasmaticas, es decir, normales, lipémicas y hemolizadas,
no tiene impacto sobre el cambio en el efecto matriz obteniendo resultados precisos y exactos, con
un % de exactitud promedio global, es decir, tomando en cuenta las muestras preparadas en los
diferentes lotes de plasma, de 100.70% para las muestras PCB y 102.87% para las muestras PCA,
y su % CV fue de 5.36% y 3.36% para las muestras PCB y PCA, respectivamente. (Ver Tabla 10)

Tabla 10. Efecto matriz en presencia de farmacos concomitantes
PCA PCB

Concentracion nominal (ng/mL)

486.686 1.431
Tipo de Plasma Lote de Plasma Concentracion obtenida (ng/mL)
P-1148 503.420 1.493
P-1151 512.220 1.425
P-1152 489.959 1.417
Normal
P-1158 492.977 1.497
P-1161 491.791 1.440
P-1180 514.531 1.401
o PL-1149 508.480 1.399
Lipémico
PL-1156 493.673 1.450
) PH-1066 502.987 1.475
Hemolizado
PH-1067 504.488 1.433
Promedio 501.452 1.443
DE 16.82664 0.07844
% CV 3.36 5.44
% Exactitud promedio 102.87 100.7
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En sangre total a temperatura ambiente (~25 °C) fue estable por 03 h 07 min, el % de
exactitud obtenido para las muestras PCB y PCA fue de 95.67% y 113.38%, mientras que
en sangre total en bafio hielo, fue estable por un periodo de 03 h 02 min, los % de exactitud
obtenidos fueron de 101.61% y 106.56% para los niveles PCB y PCA respectivamente.

La muestra fue sometida a diferentes condiciones de temperatura como muestra plasmatica
sin procesar (Tabla 11) y muestra plasmatica procesada (Tabla 12), las muestras de
estabilidad fueron interpoladas en una curva de calibracion fresca y comparadas con
muestras control de recién preparacion, en donde no se observaron diferencias significativas

en la variacién del area del analito, ademas de cumplir con criterios de precision y exactitud.

Tabla 11. Estabilidad de Rivaroxaban en Plasma (EDTA K>)

Concentracion (ng/mL)
Condicion Tiempo % CV % Exactitud

Nominal Obtenida

A Temperatura 486.686 474.996 2.82 97.6

Ambiente 06 h 28 min

(~25°C) 1.431 1.415 1.41 98.93
Ciclos de 486.686 468.318 2.36 96.23
Congelacion- 5 Gi
- ciclos
Descongelacion
(-70 £ 15°C) 1.431 1.420 3.74 99.23
486.686 529.689 3.88 108.84
Largo plazoa 213 dias 21
-70 + 15°C h 23 min
1.431 1.599 4.44 111.77
486.686 527.211 2.47 108.33
Largo plazoa 213 dias 21
-20 + 10°C h 28 min
1.431 1.586 5.33 110.83
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Tabla 12. Estabilidad de Rivaroxaban en muestra plasmatica procesada

Concentracion (ng/mL)

Condicién Tiempo % CV % Exactitud
Nominal Obtenida
Muestra
procesada a 486.686 467.366 3.07 96.03
temperatura 03 h 59 min
ambiente
(~25°C) 1.431 1.393 1.87 97.36
Muestra 486.686 477.82 4.32 98.18
progesada_t?n 5h 23 min
refrigeracion
(2-8 °C) 1.431 1.451 6.95 101.43
Muestra post-
evaporacion a 486.686 473.377 3.04 97.27
temperatura 05 h 14 min
ambiente
(~25°C) 1.431 1.449 1.35 101.27
Muestra post-
evaporacion en 486.686 475.887 2.81 97.78
conficionesde 04 h 57 min
refrigeracion
(2:8 °C) 1.431 1.45 3.12 101.39
En 486.686 460.57 2.25 94.63
2 dias 09 h
Automuestreador .
(5 + 4°C) 06 min
- 1.431 1.407 3.65 98.32

La estabilidad en solucion a largo plazo de Rivaroxaban y Rivaroxaban-d4 almacenadas en

refrigeracion a temperatura de 2 — 8°C, demostraron ser estables por 7 dias 22 h 'y 35 min

para las soluciones stock preparadas en Acetonitrilo 100% (Solucion Stock) y por 7 dias 18

h 17 min para las soluciones de carga y de trabajo preparadas en Acetonitrilo: Agua [80:20

v/v], mientras que la estabilidad a corto plazo a temperatura ambiente fue de 06 h 33 min
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para las soluciones stock de y 06 h 42 min para las soluciones de carga y de trabajo para
Rivaroxaban y Rivaroxaban-d4.

A lo largo de la validacién se realiz6 la compilacion de los datos globales de puntos control
en los diferentes niveles de concentracion, obtenido un % de exactitud de 97.73%, 97.62%,
99.89%, 97.49% y 102.36%, para PCA, PCM, PCB, DQC y PCLC, respectivamente. Los
detalles de cada una de las pruebas de la validacion se resumen en el Anexo I.

El método desarrollado y validado ofrece grandes ventajas respecto a los métodos reportados
en la literatura, como por ejemplo, un modo de elucién que garantiza un mayor tiempo de
vida de la columna, menor cantidad de problemas en el sistema UPLC debido al uso de
gradiente en corridas analiticas grandes, un tiempo de corrida corto, una técnica de
extraccion mas limpia que precipitacion de proteinas y a un menor costo comparado con una
extraccion en fase solida, la combinacion de un método de procesamiento rapido con un
tiempo de corrida corto, permite la ejecucion y adquisicion de 2 lotes de muestras
plasméticas de 190 muestras cada uno, lo cual fue aplicado en los analisis de muestras de

Bioequivalencia.

Los dos estudios de bioequivalencia en voluntarios sanos sin potencial de reproduccion para
evaluar las dosis de 10 mg y 20 mg en condiciones de ayuno y estado postprandial,
respectivamente, fueron ejecutados de acuerdo con lo especificado en la validacion del

método.

Las muestras plasmaticas de los voluntarios, de cada uno de sus respectivos estudios, fueron
obtenidas de acuerdo con el protocolo clinico correspondiente y considerando los periodos
de estabilidad en sangre total determinados durante la validacién del método analitico,
posteriormente las muestras fueron trasferidas de la Unidad Clinica a la Unidad Analitica

para llevar a cabo su analisis.

En el caso del protocolo clinico para la evaluacion de la dosis de 10 mg se analizaron las
muestras plasmaticas provenientes de 26 sujetos completos (dos periodos) y 2 sujetos
parciales (1 solo periodo, por eventos adversos o retiro del consentimiento informado) con
20 tiempos de muestreo con un total de 1070 muestras; mientras que para el protocolo clinico

para la evaluacion de la dosis de 20 mg se analizaron las muestras plasmaticas provenientes
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de 28 sujetos (dos periodos) con 21 tiempos de muestreo, por lo que se analizaron 1170 en
total.

Las corridas analiticas cumplieron con criterios de aceptacion para selectividad, linealidad,
precision y exactitud, durante la ejecucion de los analisis de muestras se realizo la inclusion
de la muestra punto control medio 2 (PCM2) cargada alrededor de un 10% del LS para
brindar un mayor soporte a la Cmax obtenida en caso de tener variaciones, el porcentaje de
reanalisis con base en el nimero de muestras total analizadas fue de 0.09 % (1 muestra) para
la dosis de 10 mg y de 0.34% (4 muestras) para la dosis de 20 mg.

De acuerdo con los resultados globales obtenidos de la curva de calibracion y puntos control
reportados en la tabla 13, no se observan diferencias significativas en el % CV y % exactitud.

Tabla 13. Resultados globales de estandares de calibracion y puntos control

Dosis de 10 mg Dosis de 20 mg

% Exactitud % CV % Exactitud % CV

STD1-STD 8 94.75-102.87 1.32-2.79 93.67-103.15 1.03-2.18

PCA 98.13 0.39 96.08 0.29
PCM 100.33 0.33 99.24 0.25
PCM2 101.13 0.31 100.68 0.30
PCB 100.79 0.33 99.28 0.28

En la ejecucion de clinica, para la evaluacion de 10 mg de Rivaroxaban no se administraron
medicamentos concomitantes, mientras que para la evaluacion de 20 mg de Rivaroxaban se
administro Gnicamente paracetamol, el cual fue evaluado durante la validacion del método

analitico y no tiene efectos sobre la cuantificacion de Rivaroxaban.

En analisis estadistico, la Cmax de Rivaroxaban para una dosis de 10 mg en condiciones de
ayuno, para el medicamento de referencia fue de 139.994 + 37.252 ng/mL en un tiempo
(Tmax) de 1.853 h con un AUCo-. de 1003.509 h-ng/mL y para el medicamento de prueba
fue de 134.944 + 34.839 en un tiempo (Tmax) de 2.077 h con un AUCo.. de 1042.903

h-ng/mL, las concentraciones promedio obtenidas en cada tiempo de muestro para el
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medicamento de prueba A de 10 mg, se muestran en el Anexo 2 y para el medicamento de
referencia B de 10 mg, en el anexo 3. De acuerdo con las pruebas estadisticas realizadas no
se observaron diferencias estadisticamente significativas (o0 = 0.05) entre ambas
formulaciones, ademas los perfiles farmacocinéticos obtenidos para el medicamento de

prueba y referencia son similares entre si (Figura 22, Figura 23).

250 —

200 —

-

-

- —

£ 1so0

&

8

=

S 100
-4
-— B

50

Tiempo (h)

Figura 22. Gréafica de medias de concentraciones, escala aritmética (con barras de error), para una
dosis de 10 mg de Rivaroxaban en condiciones de ayuno.
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Figura 23. Grafica de medias de concentraciones, escala semilogaritmica, para una dosis de 10 mg de
Rivaroxaban en condiciones de ayuno.
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La determinacion de la Bioequivalencia se realizé aplicando la prueba t doble unilateral de
Shuirmann con un intervalo de confianza al 90%, (Tabla 14), los resultados obtenidos para
los cocientes de la Cmax, AUCo+ Yy AUCo.» se encontraron dentro del rango de 80.00 —
125.00% por lo que el medicamento de prueba y referencia son bioequivalentes para una dosis

de 10 mg.

Tabla 14. Resultados de la estadistica de Biodisponibilidad de Rivaroxaban 10 mg en
condiciones de ayuno.

Intervalo de Schuirmann
, Confianza al 90% Poder
Parametro '(Ac‘,f; del cociente Estadistico
80.00-125.00% (%)
P<80.00 P>125.00

Cmax 95.6 87.78 — 104.07 0.0008 0.0000 99.5
AUCo-t 103.7 96.59 - 111.24 0.0000 0.0001 99.9
AUCo-» 103 95.66 — 110.98 0.0000 0.0001 99.9

En el caso de la dosis de 20 mg en estado postprandial, para el medicamento de referencia
fue de 276.459 £ 53.492 ng/mL en un tiempo (Tmax) de 2.303 h con un AUC... de 2060.829
h-ng/mL y para el medicamento de prueba fue de 262.073 £ 57.760 ng/mL en un tiempo
(Tmax) de 1.667 h con un AUCo. de 1840.143 h-ng/mL, las concentraciones promedio
obtenidas en cada tiempo de muestro para el medicamento de prueba A de 20 mg se muestran
en el Anexo 4y para el medicamento de referencia B de 20 mg en el anexo 5. De acuerdo
con las pruebas estadisticas realizadas no se observaron diferencias estadisticamente

significativas (a = 0.05) entre ambas formulaciones, ademas los perfiles farmacocinéticos
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obtenidos para el medicamento de prueba y referencia son similares entre si (Figura 24,

Figura 25).
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Figura 24. Grafica de medias de concentraciones, escala aritmética (con barras de error),
para una dosis de 20 mg de Rivaroxaban en estado postprandial.

S 148.4 —

E

oD

54.6

=

o

<

=  20.09 —

0

= mals
— B

7.389

0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 25. Grafica de medias de concentraciones, escala semilogaritmica, para una dosis de 20
mg de Rivaroxaban en estado postpandrial.
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La determinacion de la Bioequivalencia se realiz6 aplicando la prueba t doble unilateral de

Shuirmann con un intervalo de confianza al 90%, (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de la estadistica de Biodisponibilidad de Rivaroxaban 10 mg en
condiciones de ayuno.

Schuirmann
Intervalo de
, Confianza al 90% Poder
Parametro '(A(‘,g del cociente Estadistico
80.00-125.00% (%)
P<80.00 P>125.00

Cmax 94.1 87.34-101.41 0.0005 0.0000 99.9
AUCo-t 89.7 83.34 - 96.62 0.0068 0.0000 99.9
AUCo-» 89.1 83.06 — 95.68 0.0074 0.0000 99.9

Un estudio en Alemania, administro una dosis de 10 mg (Tabletas 2 x 5 mg) y la Cmax
obtenida fue de 114.000 ng/mL y un Tmax 4 (1-4 h) y un AUCy_... de 816 ngh/mL y para
una dosis 20 mg (Tabletas 4 x 5 mg) se obtuvo una Cmax de 278 ng/mL con un Tmax de 3
(25 -4 h) y AUCo— de 1994 ngh/mL (FDA 2009). Dichos pardmetros son ligeramente
semejantes a los obtenidos en la poblacion mexicana tanto para el medicamento de prueba
como el medicamento de referencia para las dosis de 10 mg y 20 mg son semejantes a las
reportadas por estudios de farmacocinética reportados por FDA, sin embargo, las diferencias
que existen pueden ser ocasionadas por variabilidad genética (Polimorfismos CYP),

alimentacion, entre otros.
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10.CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado y validado para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma
humano usando Cromatografia de Liquidos de Alta resolucién acoplado a Espectrometria de
Masas-Masas, cumple con los requisitos de la regulacion Nacional e Internacional en materia

de Bioanalisis.

El método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban demostro ser selectivo, especifico,
lineal, robusto, preciso y exacto, ademéas de brindar ventajas de tiempos de ejecucion,
optimizacion de costos, reduccion de problemas de efecto de la matriz, vitalidad de las

columnas, entre otros comparado con los métodos de reportaos en la literatura.

La aplicacion del método analitico validado en un estudio de Bioequivalencia permitid
caracterizar los parametros farmacocinéticos de Rivaroxaban en poblacion mexicana tras la
administracion de tabletas de 10 mg y 20 mg en ayuno Yy estado postprandial,

respectivamente.

Los resultados obtenidos en ambos analisis de muestras fueron precisos y exactos, es decir,
el método demostro robustez al presentar coeficientes de variacion menores al £ 15% vy
porcentajes de exactitud entre el 85-115%, durante la ejecucion de estos de los analisis. Por
lo que las variaciones observadas en los pardmetros farmacocinéticos pueden ser producto

de la variabilidad intersujeto y no debido al método analitico.

La evaluacion de las especialidades farmacéuticas pruebas y referencia para ambas dosis, 10
mg y 20 mg, fueron Bioequivalentes, no se encontraron diferencias significativas entre la
Cmax y AUCo—..

El medicamento de prueba al ser bioequivalente resulta ser una alternativa farmacéutica con
el mismo efecto, régimen de dosificacion, estandares de calidad y margen de seguridad,

pero a un precio mas accesible para la poblacion y sistemas publicos de salud.
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11.PERSPECTIVAS

El método analitico para la cuantificacion de Rivaroxaban en plasma podria ser utilizado en
estudios de Fase Il, Fase 1l y Fase IV para la monitorizacion de pacientes, adicionalmente,
el método podria ser empleado para llevar acabo la recopilacion de datos farmacocinéticos

para un estudio de Farmacocinética poblacional en México o en el extranjero.

El contar con una metodologia analitica que cumpla con los requisitos de la regulacion
Nacional e internacional, existe la posibilidad de llevar a cabo un mayor nimero de estudios
de Bioequivalencia que puedan ser sometidos a las entidades regulatorias correspondientes
en cada pais y, por lo tanto, el medicamento genérico pueda encontrarse a disposicion de la

poblacion en una mayor a nivel internacional.

91



12. IMPACTO SOCIAL

Los sistemas de salud a nivel mundial cuentan con recursos limitados por lo que se ha optado
por la incorporacién de medicamentos genéricos con la finalidad de reducir costos. El sistema
de salud en Estados Unidos, entre los afios de 2007 — 2016, ahorro alrededor de 1.67 trillones
de ddlares con la incorporacion de medicamentos genéricos (Food and Drug Administration).

Los medicamentos genéricos son alternativas farmacéuticas a los medicamentos de marca
con las mismas caracteristicas de dosificacion, via de administracion, calidad, potencia y

seguridad, produciendo el mismo efecto y beneficio clinico, pero a un bajo costo.

Los farmacos anticoagulantes orales de accion directa han beneficiado el tratamiento de
enfermedades tromboembdlicas puesto que presentan un bajo porcentaje de interacciones con
otros medicamentos y alimentos, sin embargo, su disponibilidad en el mercado es como

medicamentos de marca a un costo elevado.

Rivaroxaban es un medicamento innovador que es comercializado como medicamento de
marca (patente) con un alto costo para la poblacién, por lo que los sistemas de salud publicos
a nivel mundial no lo han incorporado a su régimen de salud optando por los medicamentos
tradicionales con una mayor posibilidad de presentar reacciones adversas, un manejo

terapéutico complejo y un margen de seguridad estrecho.

El contar con un medicamento genérico para un farmaco anticoagulante como Rivaroxaban,
el cual ha demostrado resultados satisfactorios en la terapéutica de diversas enfermedades
tromboembdlicas, en comparacion con otros medicamentos anticoagulantes de la misma
familia y anticoagulantes tradicionales, permite que los sistemas de salud publicos y
privados, asi como la poblacion en general, tenga un facil acceso reduciendo el costo de
adquisicion.

La ejecucion de estudios clinicos de bioequivalencia que cuentan con los requerimientos del
marco regulatorio nacional e internacional permiten que la industria farmacéutica pueda

comercializar el medicamento genérico trayendo consigo beneficios a la poblacion y sistemas

de salud a nivel mundial.
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14. ANEXOS

Anexo 1. Resumen de la validacion del método analitico para la cuantificacion de
Rivaroxaban en plasma (EDTA K2) por LC-MS/MS.

PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

Adecuabilidad

El %CV de la respuesta (relacion
de &reas) no deberd ser mayor al
5 % en LC-MS/MS durante la
prueba de adecuabilidad.
El %CV del tiempo de retencion
(RT) para ambos, analito y
estandar interno no debera ser
LC-MS/MS

la evaluacion de la

mayor del 5 %
durante

adecuabilidad.

Tiempo de retencion:

Rivaroxaban (Analito):
%CV del tiempo de retencion es

menor al 5%.
Rivaroxaban-d4 (E.I):
%CV del tiempo de retencion es

menor al 5%.

Relacién de areas:

%CV de relacién de areas: es

menor al 5%.

Prueba de Acarreo del

Inyector

El acarreo del inyector de un
EXH en el tiempo de retencién
del analito y del estandar interno
en el Std BIk no debera ser mayor
del 20% y del 5% de la respuesta
promedio del analito y del

estandar interno en el LC (CS).

Rivaroxaban (Analito):
% Acarreo: 5.55%

Rivaroxaban-d4(E.lI):
% Acarreo: 0.00%

Tolerancia a Equipo
Rivaroxaban (Analito):
% Acarreo: 5.21%

Rivaroxaban-d4(E.I):
% Acarreo: 0.00%
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CRITERIO DE

PARAMETRO ) RESULTADO
ACEPTACION
a) Las respuestas de los picos de
interferencias en el STD Blk
en el tiempo de retencion del
. , No se observan interferencias
analito debera ser < 20.00 % ] o
enddgenas significativas en el
o con respecto al LC. _ .
Selectividad tiempo de retencion  del

b) La respuesta de los picos que
interfieren en el STD Blk en el
tiempo de retencion del El
deberd ser < 5.00 % con

respecto al LC.

Rivaroxaban y Rivaroxaban-d4

Selectividad: Verificacion

de Interferencia Cruzada

a) El porcentaje de interferencia
debido al E.l en el TR del
analito deber ser <20.00 % de
la respuesta correspondiente al
LC.

b) El % de interferencia debido al
LS enel TR del E.I. debera ser
< 5.00 % con respecto a la

respuesta del E.I.

No se observan interferencias
significativas en el tiempo de
retencion de los  analitos

Rivaroxaban y Rivaroxaban-d4

Limite de cuantificacién

a) Al menos el 67 % (4 de 6) de
las muestras deberan estar
entre 80.00 - 120.00 %.

b) EI %
debera estar entre 80.00 -
120.00 %.

c) % CV deberd ser no >20%.

La respuesta promedio de la

Exactitud promedio

sefial (S/N) debera ser mas de
10.

Concentracion nominal: 0.483

ng/mL

% CV: 3.14 %

% exactitud promedio: 102.93 %
Relacion sefial ruido promedio:
105.0
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. CRITERIO DE
PARAMETRO , RESULTADO
ACEPTACION

a) El %CV incluyendo todas las
muestras debe ser menor del
15%. En caso de que él %CV
sea mayor, debido al resultado
de una muestra hemolizada, se
podra obtener el %CV
excluyendo esa muestra, sin
embargo, en el andlisis de

muestras, no se deberan . _
Concentracion obtenida:

%CV PCB: 2.90 %
%CV PCA: 3.32 %

analizar muestras
hemolizadas.

b) Al menos 67 % (2 de 3) de las
muestras de cada nivel

) % exactitud promedio PCB:
deberan estar entre 85.00 -

) 108.29%
Efecto de la matriz 115.00 %. _ _
% exactitud promedio PCA:
c) Al menos el 80 % (5 de 6) de
105.41%

los lotes de las matrices
deberan estar entre 85 — 115
%.

d) El % de la exactitud promedio

Comparacioén relacion de area:
%CV PCB: 2.92 %
%CV PCA: 3.32%

de las concentraciones
obtenidas de los PCB y PCA
preparados con diferente lote
de matriz biologica debera
estar entre 85.00 - 115.00 %.
e) El % CV de todos los PCB y
PCA de las muestras
preparadas de los diferentes

lotes deberan ser < 15.00 %.
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

Factor matriz

a) E1 %CV debera ser <15%

Comparacion de relacién de

areas:
% CV PCB: 4.72%
% CV PCA: 3.80 %

Linealidad
(Parametros de la curva de

calibracion)

a)El % exactitud para todos los
puntos de la Curva de
Calibracion excepto para el LC
(STD1) debera estar dentro del
85.00 - 115.00 %. ElI %
exactitud para el LC debera
estar entre el 80.00 - 120.00 %.
Al menos el 75 % de los puntos
de Curva de Calibracion deben
cumplir con los criterios de
aceptacion, incluyendo el LC y
el Limite Superior (LS).

b) No se pueden excluir dos
puntos consecutivos de la curva
de calibracion. En caso de
presentarse un valor fuera de
especificacion, el Coordinador
debera revisar el valor antes de
la exclusion. Se debe presentar
los resultados con y sin el valor
excluido.

c) La

interferencias presentadas en

respuesta  de las

los tiempos de retencion del

analito del interés en las

NuUmero de estandares: 8

Rango de calibracion: 0.483-
577.736 ng/mL.

% exactitud promedio:
97.47% a 102.73%

% CV:
0.48% a 4.62%

Coeficiente de correlacion (r): >

0.9993

Ponderacion: 1/x?
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

muestras STD Blk y STD
ZERO debera ser < 20.00 %
con respecto al LC. La
respuesta obtenida de las
interferencias en el tiempo de
retencion del EI debera ser <
5.00 % con respecto al LC.

d) La regresion (valor de r?)
debera se r>0.9800, es decir, r?
>0.9900.

e) Al menos el 67 % (20 de 30)
del total del numero de
muestras QC y el 50 % (3 de 6)
de cada nivel deberan estar
dentro de 85.00 - 115.00 %
excepto el PCLC, el cual debera
estar entre 80.00 - 120.00 %.

f) Del total de las curvas
evaluadas, al menos el 50 % de
cada nivel de concentracion
debe cumplir con el criterio del
15 % de la concentracion
nominal y 20 % para el limite
inferior de cuantificacion.

9) Una vez que se tengan las
tres curvas de PyE, se obtendra
el promedio de cada
concentracion, desviacion

estandar y % CV. Se realizara
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

la gréafica correspondiente de
concentracion  esperada  vs

obtenida.

Repetibilidad

a) La precision de una misma
corrida para las muestras PCB,
PCM, PCA y DQC deberé ser
<15.00 % y para el PCLC, éste
debera ser < 20.00 %.

b) En una misma corrida:
* Al menos el 67 % (20 de 30)
de un total de muestras QC y
un 50 % (3 de 6) de cada nivel
debera estar entre 85.00 -
115.00 % excepto para el
PCLC, el cual debera estar
entre 80.00 - 120.00 %.

¢) % Exactitud promedio para las
muestras PCB, PCM, PCA y
DQC debera ser entre 85.00 -
115.00 %; para el PCLC éste
debera ser entre 80.00-120.00
%.

Concentracion nominal:
PCLC: 0.494 ng/mL
PCB: 1.431 ng/mL
PCM: 238.476 ng/mL
PCA: 486.686 ng/mL
DQC: 1247.913 ng/mL

% CV: PCB, PCM, PCA'y DQC:
2.85 % a 5.54 %

% CV PCLC:

4.90 %

% Exactitud promedio: PCB,
PCM, PCA y DQC:

85.81 % a 99.77 %

% Exactitud promedio PCLC:
97.94%
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

Precision y exactitud
(Analista 1)

a) La precision entre corridas
(entre dia) para las muestras
PCB, PCM, PCA y DQC
deberd ser < 15.00 % y para el
PCLC, éste debera ser < 20.00
%.

b) Entre corridas:

* Al menos el 67 % (20 de 30)
de un total de muestras QC y
un 50 % (3 de 6) de cada nivel
debera estar entre 85.00 -
115.00 % excepto para el
PCLC, el cual debera estar
entre 80.00 - 120.00 %.

¢) % Exactitud promedio para las
muestras PCB, PCM, PCA y
DQC debera ser entre 85.00 -
115.00 %; para el PCLC éste
debera ser entre 80.00-120.00
%.

Concentracion nominal:
PCLC: 0.494 ng/mL
PCB: 1.431 ng/mL
PCM: 238.476 ng/mL
PCA: 486.686 ng/mL
DQC: 1247.913 ng/mL

% CV: PCB, PCM, PCA'y DQC:
2.96 % a5.12%

% CV PCLC:

5.69%

% Exactitud promedio: PCB,
PCM, PCA y DQC:

89.56% a 100.80%

% Exactitud promedio PCLC:
103.12%

Precision y exactitud
(Analista 2)

a) El %CV entre corridas (entre
dia) para las muestras PCB,
PCM, PCA y DQC debera ser
< 15.00% y para el PCLC
debera ser < 20.00 %

Entre corridas:
b) Al menos 67% (4 de 6) del
total de muestras QC y 50% (3

Concentracion nominal:
PCLC: 0.494 ng/mL
PCB: 1.431 ng/mL
PCM: 238.476 ng/mL
PCA: 486.686 ng/mL
DQC: 1247.913 ng/mL

% CV: PCB, PCM, PCA y DQC:
3.75% a5.63 %
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

de 6) de cada nivel deberan
estar entre 85.00% -115.00%,
excepto para el PCLC el cual
deberd estar entre 80.00% -
120.00%

¢) % exactitud promedio para las
muestras PCB, PCM, PCA y
DQC deberan estar entre
85.00% - 115.00 %, excepto
para el PCLC el cual debera
estar entre 80.00% -120.00%.

% CV PCLC:
4.95 %

% Exactitud promedio: PCB,
PCM, PCAy DQC:

95.29% a 105.56 %

% Exactitud promedio PCLC:
100.66 %

Recobro Absoluto

a) El % CV del recobro para los
QC (PCB, PCM, PCA) y para
el EI debera ser < 15.00%.

by EI % CV para el recobro
promedio global para los QC
(PCB, PCM, PCA) <20.00 %.

Analito:

% Recobro promedio:
PCB: 63.49 %

PCM: 63.90 %

PCA: 63.60 %

% Promedio global de recobro:
63.66 %
% CV total: 0.33%

% recobro promedio global:
63.64 %

% CV Total: 1.05%
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

Factor de dilucion
(Factor 5 dilucidn)

a) Al menos el 67% (4 de 6) de
las muestras diluidas deberan
estar entre 85.00% - 115.00%

b) % exactitud promedio de las
muestras diluidas deberan
estar entre 85.00% — 115.00%

¢c) EI % CV de las muestras

diluidas debera ser < 15.00%.

Dilucion QC  Concentracion

nominal: 1247.913 ng/mL
Factor de dilucion: 5
Plasma Humano EDTA K

% exactitud promedio: 90.31%
% CV precision: 3.19 %

Tolerancia

(Columna)

a) El % de precision de la corrida
para las muestras PCB, PCM,
PCA y DQC deberda ser <
15.00% y para PCLC <
20.00%

En la misma corrida

b) Al menos 67% (4 de 6) del
total de muestras QC y 50% (3
de 6) de cada nivel deberan
estar entre 85.00% -115.00%,
excepto para el PCLC el cual
debera estar entre 80.00% -
120.00%

¢) % exactitud promedio para las
muestras PCB, PCM, PCA y
DQC deberan estar entre
85.00% - 115.00%, excepto
para el PCLC el cual debera
estar entre 80.00% - 120.00%

%CV:

PCB, PCM, PCA y DQC:
1.80 % a 4.86 %

PCLC: 3.65 %

% exactitud promedio:
PCB, PCM, PCA y DQC:
97.54 % a 107.88 %.
PCLC: 101.11%
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PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

Tolerancia al cambio de
Equipo

a) El % de precision de la corrida
para las muestras PCB, PCM,
PCA y DQC debera ser <
15.00% y para PCLC <
20.00%

En la misma corrida

b) Al menos 67% (4 de 6) del
total de muestras QC y 50% (3
de 6) de cada nivel deberan
estar entre 85.00% -115.00%,
excepto para el PCLC el cual
debera estar entre 80.00% -
120.00%

¢) % exactitud promedio para las
muestras PCB, PCM, PCA y
DQC deberan estar
85.00% - 115.00%, excepto
para el PCLC el cual debera
estar entre 80.00% - 120.00%

entre

%CV:

PCB, PCM, PCA y DQC:
1.01 % a4.92%

PCLC: 6.07%

% exactitud promedio:
PCB, PCM, PCA y DQC:
96.77% a 99.76%.
PCLC: 104.93%

Reproducibilidad a la

Reinyeccion

a) La%CV de lacorrida para las
muestras PCB, PCM, PCA y
DQC debera ser entre <
15.00% y para PCLC <
20.00%

En la misma corrida

b) Al menos 67% (4 de 6) del

total de muestras QC y 50%

(3 de 6) de cada nivel deberan
estar entre 85.00% -115.00%,

Duracién establecida: 1 dia 01 h

21 min.

% CV:

PCB, PCM, PCA'y DQC: 2.33%
a297%

PCLC: 4.05%

% de exactitud promedio PCB,
PCM, PCA y DQC:
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ACEPTACION

RESULTADO

excepto para el PCLC el cual
deberd estar entre 80.00% -
120.00%

% exactitud promedio para
las muestras PCB, PCM,
PCA y DQC deberan estar
entre 85.00% - 115.00%,
excepto para el PCLC el cual
deberd estar entre 80.00% -
120.00%

93.20 % a 99.62%
PCLC: 101.25 %

Efecto de farmacos
interferentes potenciales
(farmacos concomitantes) y

selectividad

a)

b)

Al menos el 67% (2 de 3) de
las muestras PCA deberan
estar dentro del 85.00 — 115 %
y 80.00 — 120.00 % para las
muestras PCLC, para cada
farmaco concomitante.

Las interferencias de las
muestras blanco en el TR del
analito deberan ser < 20.00%
con respecto al promedio del
area del analito de STD 1 (LC)
y las interferencias en los
blancos en el TR del E.I
deberan ser <5.00% con
respecto al promedio del area
del E.I. del STD 1 (LC).

a) Farmacos concomitantes
evaluados y aceptados:
Ibuprofeno, Cafeina,
Difenhidramina, Diclofenaco
sodico, Paracetamol
(Acetaminofén), Acido
salicilico, Ketorolaco,

Ondansetrén y Nicotina.

b) Selectividad: Farmacos
concomitantes:
ElI efecto de farmacos
concomitantes ha sido
determinado mediante la carga
individual de los farmacos antes
mencionados. No se observé un
efecto de interferencia

significativo.
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ACEPTACION
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Efecto matriz en presencia

de Farmacos concomitantes

a) El % CV de la concentracion

calculada para todas las

muestras deberd ser menor a

15.00%.

(Si %CV es mayor debido a

resultado de muestras
hemolizadas, el % CV puede
ser obtenido excluyendo estas
muestras, sin embargo, este
tipo de muestra no debe ser
considerado en un analisis de
muestras de sujetos).

b) Al menos 67% (2 de 3) de las
muestras para cada nivel
deberan estar entre 85.00% -
115.00%.

¢) Al menos el 80% (5 de 6) lotes
de plasma deberan estar entre
el 85.00% - 115.00%

d) El % de exactitud promedio de
las concentraciones calculadas
para todas las muestras PCA 'y
PCB deberéan estar entre 85.00
—115.00%.

e) El%CV de larelacion de areas
obtenidas para las muestras
PCB y PCA (factor de
respuesta comparada) debera

ser <15.00 %.

% CV
concentraciones obtenidas:
%CV PCB: 5.44%
%CV PCA: 3.36%

para todas las

% exactitud promedio PCB:
100.70%
% exactitud promedio PCA:
102.87%

Comparacién de relacion de

areas:
%CV PCB: 5.36%
%CV PCA: 3.36%

111




PARAMETRO

CRITERIO DE
ACEPTACION

RESULTADO

f) Si %CV total excede 15.00%,
indica que algin farmaco
concomitante individual

puede estar causando efecto

matriz, las muestras de sujetos
con ese medicamento no

deberan ser analizadas.

Precision y exactitud de una

corrida analitica (Long batch)

a) La precision de la misma
corrida para las muestras PCB,
PCM y PCA deberan ser <
15.00 %.

b) Al menos el 67% (4 de 6) del
total de las muestras QC y
50% (3 de 6) de cada nivel
deberan estar entre 85.00% -
115.00%.

¢) % exactitud promedio para las
muestras PCB, PCM, PCA
deberan estar entre 85.00% -
115.00%

No. Total, de muestras evaluadas:
190 (CCy QC)

Precision %CV
PCB: 3.88%
PCM: 2.65%
PCA: 3.16%

% exactitud promedio
PCB: 96.05%
PCM: 97.57%
PCA: 95.89%

Estabilidad de la solucion
stock a corto plazo
(Analito a temperatura

ambiente)

a) El % de la exactitud promedio
para el analito y E.l debera
estar entre 90.00% -110.00%.

b) El %CV de larelacion de areas

debera ser < 10.00 %.

Analito:

Periodo de estabilidad: 06 h 33
min.

Estable a la concentracion:
23109.420 ng/mL

Evaluado después de diluir a

nivel LS
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% promedio de exactitud: 99.40%
%CV LS (Comparacion): 3.14%
%CV LS (Estabilidad): 3.27%

Estabilidad de la solucién
Stock a corto plazo
(El a temperatura ambiente)

En caso de uso de EI Deuterado
a)El % de Ila
promedio del estandar interno

interferencia

en el tiempo de retencion del
analito debera ser menor a
20.00% con
promedio del area obtenida
para el STD-1.

respecto  al

El (Deuterado)
Periodo de estabilidad evaluado:
06 h 33 min.

No se observan

interferencias

significativas.

Estabilidad de la solucion
de carga a corto plazo
(Analito)

a) El % de la exactitud promedio
para el analito y E.l debera
estar entre 90.00% - 110.00%.

b) EI %CV de larelacion de areas
deberd ser < 10.00 % LS <
20.00% para la
control STD 1.

muestra

Analito:

Periodo de estabilidad: 06 h 42
min.

Estable a nivel LS
(concentracion): 288.868 ng/mL
Estable a STD 1

(concentracion): 0.241 ng/mL

nivel

% exactitud promedio STD 1:
100.96 %

%CV STD 1 (Comparacion):
4.08%

% CV STD 1 (Estabilidad):
3.50%
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% exactitud promedio LS:
97.61%

%CV LS (Comparacion): 3.14%
% CV LS (Estabilidad): 3.02%

Estabilidad de la solucion
de trabajo a corto plazo
(El a temperatura ambiente)

a)El

interferencias

porcentaje  de las
derivadas del
estandar interno en el tiempo de
retencion del analito debera ser
menor a 20.00% con respecto al
area promedio obtenida para el
STD 1.

El Deuterado:
Periodo estabilidad: 06 h 42 min.
No se observan interferencias

significativas.

Estabilidad a largo plazo de
la solucion Stock
(analito)

(2-8°C)

a) El % de la exactitud promedio
para el analito y E.I debera
estar entre 90.00% - 110.00%

b) El %CV de larelacion de areas

debera ser <10.00

Analito:

Periodo de estabilidad: 7 dias 22
h 35 min.

Estable a nivel LS

% exactitud promedio: 99.14%
% CV LS (Comparacion): 2.01%
% CV LS (Estabilidad): 2.09%

Estabilidad a largo plazo de
la solucion Stock

(E.I)
(2-8 °C)

En caso de El Deuterado

a) El

interferencias derivadas del

porcentaje  de las

estandar interno en el tiempo
de retencion del analito debera

ser menor a 20.00% con

El Deuterado:
Periodo de estabilidad:

7 dias 22 h 35 min.

No se observan interferencias

significativas.
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respecto al
obtenida para el STD 1.

area promedio

Estabilidad a largo plazo de
la solucion de carga del
analito (2-8°C)

a) El % de la exactitud promedio
para el analito y E.I debera
estar entre 90.00% - 110.00%

b) El %CV de larelacion de areas
deberd ser < 10.00 LS % y <
20.00% para la
control STD 1

muestra

Analito:

Periodo de estabilidad:
7 dias 18 h 17 min.
Estable a nivel LS
(concentracion): 288.868 ng/mL
Estable a STD 1

(concentracion): 0.241 ng/mL

nivel

% exactitud promedio STD 1:
103.01%

%CV STD 1 (Comparacion):
2.19%

% CV STD 1 (Estabilidad):
3.68%

% exactitud promedio LS:
102.50%

%CV LS (Comparacion): 2.01%
% CV LS (Estabilidad): 1.83%

Estabilidad a largo plazo de
la solucion de carga del El
(2-8°C)

a) El

interferencias derivadas del

porcentaje  de las

estandar interno en el tiempo
de retencion del analito debera

ser menor a 20.00% con

El Deuterado:

Periodo estabilidad: 7 dias 18 h 17
min.

No se observan interferencias

significativas.
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PARAMETRO 5 RESULTADO
ACEPTACION
respecto al area promedio
obtenida para el STD 1.
Estable a nivel PCA
(concentracion): 487.464 ng/mL
Estable a nivel PCB

Estabilidad del Analito en
Sangre Total a Temperatura

Ambiente y Bafio de Hielo

a) El % de exactitud deber estar
entre 85.00% — 115.00%

(concentracion): 1.433 ng/mL
Periodo de estabilidad a
temperatura Ambiente: 03 h 07

min.

% exactitud PCB: 95.67%
% exactitud PCA: 113.38%

Periodo de estabilidad en bafio de
hielo: 03 h 02 min.

% exactitud PCB: 101.61%
% exactitud PCA: 106.56%

Estabilidad de
congelacion/descongelacién
(-70£ 15 °C)

a) Al menos el 67 % (8 de 12) del
total de las muestras QC y
50% (3 de 6) de cada nivel
deberan estar entre 85.00% -
115.00%

b) EI % de exactitud promedio

para las muestras PCB y PCA

Ciclos congelacion-

descongelacién evaluados: 5

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
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deberd estar entre 85.00 —
115.00%

c) La% CV de las muestras PCB
y PCA debera ser < 15.00 %.

%CV (Comparacion): 2.81%
%CV (Estabilidad): 3.74%

% exactitud promedio
(Comparacion): 98.30%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 99.23%

PCA:

Concentracién nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad: 486.686 ng/mL

%CV (Comparacion): 4.03%
%CV (Estabilidad): 2.36%

% exactitud promedio
(Comparacion): 95.82%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 96.23%

El % de exactitud promedio fue
calculado contra su concentracion

QC nominal.

Estabilidad a Temperatura

ambiente

a) Al Menos 67% (8 de 12) del
total de muestras QC y 50% (3
de 6) de cada nivel deberan
estar entre 85.00% -115.00%

b) EI % de exactitud promedio

para las muestras PCB y PCA

Periodo de estabilidad: 06 h 28

min.

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
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deberd estar entre 85.00% -
115.00%

c) La precision del %CV de las
muestras PCB y PCA debera
ser < 15.00 %.

% CV (Comparacion): 3.84%
% CV (Estabilidad): 1.41%

% exactitud promedio
(Comparacion): 114.50%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 98.93%

PCA:

Concentracion nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL

% CV (Comparacion): 1.60%
% CV (Estabilidad): 2.82%

% exactitud promedio
(Comparacion): 97.64%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 97.60%
El % de exactitud promedio fue
calculado contra su concentracion

QC nominal

Estabilidad de
Automuestreador
(524 °C)

a) Al menos 67% (8 de 12) del
total de las muestras QC y
50% (3 de 6) de cada nivel,
deberan estar entre 85.00% -
115.00%.

b) EI % de exactitud promedio

para las muestras PCB y PCA

Periodo estable: 2 dias 09 h 06

min

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad:  1.431 ng/mL
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deberd estar entre 85.00 —
115.00%

c) El %CV de precision para las
muestras PCB y PCA debera
ser < 15.00 %.

% CV (Comparacion): 2.81 %
% CV (Estabilidad) 3.65 %

% exactitud promedio
(Comparacion): 98.30%

% exactitud promedio
(Estabilidad):

98.32%

PCA:

Concentracion nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL

% CV (Comparacion): 4.03 %
% CV (Estabilidad) 2.25%

% exactitud promedio
(Comparacion): 95.82%

% exactitud promedio
(Estabilidad):

94.63%

El % de exactitud promedio fue
calculado contra su concentracion

QC nominal

Estabilidad de post-
evaporacion
(Temperatura ambiente y

refrigeracion)

a) Al menos 67% (8 de 12) del
total de las muestras QC y
50% (3 de 6) de cada nivel,
deberan estar entre 85.00% -
115.00%.

Temperatura ambiente:
Periodo estable: 05 h 14 min

PCB:

Concentracién nominal
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b) EI % de exactitud promedio
para las muestras PCB y PCA
deberd estar entre 85.00 —
115.00%

c) El %CV de precision para las
muestras PCB y PCA debera
ser < 15.00 %.

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
%CV (Comparacion): 3.84%
%CV (Estabilidad): 1.35%

% exactitud promedio
(Comparacion): 114.50%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 101.27%

PCA:

Concentracion nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL
%CV (Comparacion): 1.60%
%CV (Estabilidad): 3.04%

% exactitud promedio
(Comparacion): 97.64%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 97.27%

Condiciones Refrigeracién 2 - 8
°C
Periodo estable: 04 h 57 min

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
%CV (Comparacion): 3.84%
%CV (Estabilidad): 3.12%
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PARAMETRO 5 RESULTADO
ACEPTACION
% exactitud promedio
(Comparacion): 114.50%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 101.39%

PCA:

Concentracién nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL
%CV (Comparacion): 1.60%
%CV (Estabilidad): 2.81%

% exactitud promedio
(Comparacion): 97.64%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 97.78%

El % de exactitud promedio fue
calculado contra su concentracion

QC nominal.
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Estabilidad de muestra
procesada
(Temperatura ambiente y

refrigeracion)

a) Al menos 67% (8 de 12) del
total de las muestras QC y
50% (3 de 6) de cada nivel,
deberan estar entre 85.00% -
115.00%.

b) El % de exactitud promedio
para las muestras PCB y PCA
debera estar entre 85.00 —
115.00%

c) El %CV de precision para las
muestras PCB y CA debera ser
<15.00 %.

Temperatura ambiente:
Periodo estable: 03 h 59 min

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
%CV (Comparacion): 2.81%
%CV (Estabilidad): 1.87%

% exactitud promedio
(Comparacion): 98.30%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 97.36%

PCA:

Concentracién nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL
%CV (Comparacion): 4.03%
%CV (Estabilidad): 3.07%

% exactitud promedio
(Comparacion): 95.82%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 96.03%
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Refrigeracién 2-8 °C
Periodo estable: 05 h 23 min

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
%CV (Comparacion): 3.84%
%CV (Estabilidad): 6.95%

% exactitud promedio
(Comparacion): 114.50%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 101.43%

PCA:

Concentracién nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL
%CV (Comparacion): 1.60%
%CV (Estabilidad): 4.32%

% exactitud promedio
(Comparacion): 97.64%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 98.18%

El % de exactitud promedio fue
calculado contra su concentracion

QC nominal.
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Estabilidad a Largo Plazo
en plasma (-70 £ 15°C)

a) Al menos 67% (8 de 12) del
total de las muestras QC y
50% (3 de 6) de cada nivel,
deberan estar entre 85.00% -
115.00%.

b) EI % de exactitud promedio
para las muestras PCB y PCA
debera estar entre 85.00 —
115.00%

c) El %CV de precision para las
muestras PCB y PCA debera
ser < 15.00 %.

Periodo estable: 213 dias 21 h 28

min

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL

% CV (Comparacion): 2.81%
% CV (Estabilidad): 2.82%

% exactitud promedio
(Comparacion): 98.30%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 96.49%

PCA:

Concentracién nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL

% CV (Comparacion): 4.03%
% CV (Estabilidad): 1.55%
% exactitud
(Comparacion): 95.82%

promedio

% exactitud
(Estabilidad): 94.66%

El % de exactitud promedio fue

promedio

calculado contra su concentracion

QC nominal.
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Estabilidad a Largo Plazo
en plasma (-20 + 10°C)

a)

b)

Al menos 67% (8 de 12)
del total de las muestras
QC y 50% (3 de 6) de cada
nivel, deberan estar entre
85.00% - 115.00%.

El % de exactitud
promedio para las
muestras PCB y PCA

debera estar entre 85.00 —
115.00%

El %CV de precision para
las muestras PCB y PCA
debera ser < 15.00 %.

Periodo estable: 213 dias 21 h 23

min

PCB:

Concentracién nominal

Comparacion: 1.433 ng/mL
Estabilidad: 1.431 ng/mL
% CV (Comparacion): 2.81%
% CV (Estabilidad): 4.90%

% exactitud promedio
(Comparacion): 98.30%

% exactitud promedio
(Estabilidad): 97.13%

PCA:

Concentracién nominal

Comparacion: 487.464 ng/mL
Estabilidad:  486.686 ng/mL
% CV (Comparacion): 4.03%
% CV (Estabilidad): 1.75%

% exactitud promedio
(Comparacion): 95.82%
% exactitud promedio

(Estabilidad): 96.71%

El % de exactitud promedio fue
calculado contra su concentracion

QC nominal.
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Anexo 2. Concentraciones promedio de Rivaroxaban 10 mg, dosis Unica en condiciones de

ayuno para el medicamento de prueba (A) vs. tiempos de muestreo.

. Concentracion Media YoV
Tiempo (h) media (ng/mL) SD % CV Geomeétrica G Mec/ila_
eométrica

00.00 0.000 0.0000
00.30 21.952 24.1088 109.80
00.67 79.044 38.7384 49.00 66.407 78.70
01.00 96.782 37.4310 38.70 86.816 59.40
01.33 102.152 35.5358 34.80 92.594 57.10
01.67 103.227 33.8647 32.80 95.355 49.70
02.00 107.498 37.5388 34.90 99.287 48.10
02.50 107.979 36.6670 34.00 101.309 40.20
03.00 108.744 36.5533 33.60 103.520 32.40
03.50 109.673 39.2843 35.80 103.350 36.30
04.00 101.38 38.2576 37.70 95.005 37.80
05.00 68.273 26.2882 38.50 63.578 40.30
06.00 53.122 19.6099 36.90 49.552 40.50
08.00 40.227 13.5962 33.80 37.787 38.90
10.00 26.623 9.6982 36.40 24.585 46.30
12.00 25.398 9.0411 35.60 23.517 45.40
16.00 17.567 6.2762 35.70 16.189 47.40
24.00 12.367 5.9074 47.80 11.030 53.50
36.00 4.477 3.2212 71.90 3.525 81.90
48.00 1.771 1.9736 111.40
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Anexo 3. Concentraciones promedio de Rivaroxaban 10 mg, dosis Unica en condiciones de
ayuno para el medicamento de referencia (B) vs. tiempos de muestreo.

. Concentracién Media CV%
Tiempo (h) media (ng/mL) SD % CV Geomeétrica Mec/ila_
Geométrica

00.00 0.000 0.0000

00.30 25.191 30.9995 123.10

00.67 85.446 41.5694 48.70 76.188 54.50
01.00 103.040 35.4073 34.40 97.138 36.90
01.33 110.219 34.0255 30.90 105.019 33.10
01.67 111.754 38.2299 34.20 105.839 34.50
02.00 112.054 39.4226 35.20 105.983 34.70
02.50 109.948 35.4438 32.20 104.590 33.40
03.00 111.466 37,5527 33.70 105.270 36.40
03.50 106.454 40.6858 38.20 98.647 42.90
04.00 97.189 36.1011 37.10 89.770 44.90
05.00 63.180 20.5286 32.50 59.539 38.30
06.00 48.851 15.3585 31.40 46.261 36.60
08.00 35.328 11.6882 33.10 33.336 37.80
10.00 24.169 7.5088 31.40 22.750 40.60
12.00 23.393 7.0874 30.30 22.207 35.70
16.00 17.377 6.9138 39.80 16.135 41.90
24.00 11.619 5.2178 44.90 10.279 58.20
36.00 4.447 3.6516 82.10

48.00 1.533 1.9290 125.80
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Anexo 4. Concentraciones promedio de Rivaroxaban 20 mg, dosis Unica en estado

postprandial para el medicamento de prueba (A) vs. Tiempos de muestreo.

Concentracion

Media

%CV Media

Tiempo (h) media (ng/mL) Sb % CV Geométrica Geométrica
00.00 0.000 0.000 0.000
00.50 7.129 17.1956 241.2
01.00 58.989 79.7008 135.1
01.50 136.731 84.2958 61.6 99.205 153.3
02.00 184.386 73.9379 40.1 167.935 51.4
02.50 213.394 54.9851 25.8 206.275 271.7
03.00 225.14 52.8228 23.5 218.445 26.5
03.50 226.088 55.7008 24.6 218.771 27.6
04.00 233.496 62.1376 26.6 224.276 31.2
04.50 218.264 58.8694 27.0 209.162 32.4
05.00 180.275 53.109 29.5 171.404 35.3
05.50 156.423 47.2335 30.2 148.94 36.9
06.00 137.202 46.2567 33.7 129.407 36.9
07.00 107.75 38.7279 35.9 100.582 40.8
08.00 88.077 34.2981 38.9 81.31 44
10.00 57.063 26.3416 46.2 51.572 48.7
12.00 43.271 20.515 47.4 39.227 47
16.00 22.764 9.0382 39.7 21.239 38.9
24.00 12.717 5.2504 41.3 11.647 46.3
36.00 5.096 3.1221 61.3 4.073 89.2
48.00 1.988 1.5884 79.9
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Anexo 5. Concentraciones promedio de Rivaroxaban 20 mg, dosis Unica en estado

postprandial para el medicamento de referencia (B) vs. tiempos de muestreo.

Concentracion

Media

%CV Media

Tiempo (h) media (ng/mL) Sb % CV Geométrica Geométrica
00.00 0.000 0.0000 0.0
00.50 27.774 52.8601 190.3
01.00 93.144 85.2687 91.5
01.50 155.521 77.0499 49.5
02.00 198.29 54.3448 27.4 171.108 110.6
02.50 215.154 50.9564 23.7 192.902 84
03.00 224.466 64.7081 28.8 208.234 53.5
03.50 232.717 66.7947 28.7 223.546 29.7
04.00 227.608 71.107 31.2 217.058 32.3
04.50 219.019 77.2021 35.2 204.803 40
05.00 189.155 71.4951 37.8 175.275 42.7
05.50 161.1 58.1982 36.1 150.211 40.8
06.00 142.594 56.4166 39.6 131.224 44.9
07.00 111.274 45.6501 41.0 101.948 45.8
08.00 96.976 47.2712 48.7 86.044 54.3
10.00 65.136 33.2819 51.1 57.639 54.4
12.00 51.368 28.2157 54.9 44.984 56.4
16.00 28.146 12.5598 44.6 25.595 48
24.00 16.779 6.659 39.7 15.601 40.2
36.00 7.219 5.3199 73.7 5.963 68.2
48.00 2.642 2.0364 77.1
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