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4. RESUMEN.

En junio del 2018, se inform6 a la FDA (Food and Drug Administration) la presencia de
NDMA (N-nitrosodimetilamina) en medicamentos de valsartan a niveles de concentracion
por encima de lo recomendado por las entidades regulatorias. De igual manera, se
encontraron niveles de nitrosaminas en productos como ranitidina, nizatidina y metformina
[1]. Dicho hallazgo, provocé que las regulaciones en todo el mundo buscaran monitorear el
nivel de nitrosaminas en todos los medicamentos, principalmente en aquellos que se

utilizaban en enfermedades cronicas.

Posteriormente, se detectaron mas impurezas de nitrosaminas en medicamentos como lo
son:  N-nitrosodietilamina  (NDEA),  N-nitrosoetilisopropilamina  (NEIPA),  N-
nitrosodiisopropilamina (NDIPA) y acido N-nitroso-N-metil-4-aminobutirico (NMBA).
Derivado de ello, la FDA establecié la ingesta aceptable (IA) para cada nitrosamina en los
productos mencionados anteriormente. Los niveles de |A provocaron a su vez que algunos

medicamentos se retiraran del mercado como lo fue la ranitidina [2].

Por consiguiente, para poder realizar la cuantificacion de las nitrosaminas presentes en los
diferentes medicamentos es necesario contar con métodos analiticos que tengan una alta
sensibilidad como es la cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas de triple cuadrupolo (UPLC-MS/MS) debido a que dichos

compuestos se encuentran presentes en niveles menores a 25 ng/mL.

En este trabajo de investigacion se desarrolld y validé un método analitico para la
cuantificacion de N-nitrosodimetilamina (NDMA) y N-nitrosodietilamina (NDEA) en materia

prima de losartan potasico.

Para el desarrollo del método analitico se determinaron los parametros de deteccion por
espectrometria de masas, para la preparacion de la muestra, y para el método
cromatografico mediante cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion. En la validacion
del método analitico se incluyeron parametros del sistema como la adecuabilidad, la

precision, el intervalo lineal, el intervalo de trabajo (linealidad del sistema),y parametros

Facultad de Farmacia, UAEM 13
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correspondientes al método analitico propiemante como la especificidad, la exactitud
(recuperacion), la linealidad, los limites de deteccion y de cuantificacion, la precision y
exactitud del limite de cuantificacion, la repetibilidad, la precision intermedia, el sesgo, la

robustez, la estabilidad del estandar, la estabilidad de la muestra e incertidumbre.

Finalmente se realizé la cuantificacion de 9 diferentes medicamentos, entre los cuales se
incluyeron losartan potasico, metformina, acido acetilsalicilico, ibuprofeno y naproxeno. En
ninguno de los productos evaluados se encontraron niveles de las nitrosaminas NDMA y
NDEA, lo cual indicaria que su proceso de fabricacién fue adecuado. Sin embargo, es

necesario optimizar los métodos para cada matriz evaluada.
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5. INTRODUCCION.

La hipertension es una de las principales causas de muerte y discapacidad en todo el
mundo. En 2001, a nivel mundial, aproximadamente el 13.5 % del total de muertes
prematuras y el 60 % del total de anos de vida ajustados por discapacidad fueron causados
por hipertension. Ademas, 9.4 millones de personas mueren cada afio debido a problemas
con la hipertensién. La hipertension no tratada y no controlada conduce a anomalias
funcionales del sistema cardiovascular, que en ultima instancia dafian los organos vitales

de cuerpo, por ejemplo, corazdn, rinones y cerebro. [3].

Para el tratamiento de la hipertension existen diferentes farmacos antihipertensivos, entre

los cuales se encuentran:

Bloqueadores adrenérgicos.
Inhibidores de la enzima convertidora de la angiostina.
Antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA-II).

Bloqueantes de los canales de calcio,

YV V. V V V

Alfa-agonistas de accion de accion central y vasodilatadores directos.

Es importante sefialar, que los medicamentos antihipertensivos se consumen de manera
diaria. Por lo tanto, es de gran importancia asegurar la calidad de vida que tendran los

pacientes al consumir este tipo de medicamentos por periodos largos.

En el 2018 se encontraron niveles de NDMA, (la cual es una molécula con alto potencial
cancerigeno) en productos de valsartan. Sin embargo, se detecté que dicha cantidad de
nitrosamina podia ser controlada en el proceso de produccion, lo que provocé que al hacer
ciertos ajustes, su concentracién disminuyera [4]. Derivado de esto, se ha buscado
internacionalmente reducir los niveles de nitrosaminas en todos los medicamentos en los
cuales exista el riesgo de que se formen estas impurezas. Para lograrlo, es necesario
desarrollar una metodologia analitica que sea capaz de cuantificar nitrosaminas por cada

producto.
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5.1. Presion arterial.

La presién arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes arteriales. Dicha
presion es medida a través de dos consideraciones. La primera es cuando el corazén se
contrae y empuja la sangre hacia afuera (presion arterial sistélica) y la segunda es cuando
el corazon se relaja y se llena de sangre (presion diastdlica). El resultado de la presion
arterial se expresa colocando el valor de la presion sistdlica sobre la presién diastdlica. Los
valores de presion arterial normales se consideran en el rango de 120/80, es decir un valor

de 120 mmHg para la presion sistolica y 80 mmHg de presion diastdlica [5].

Cuando se tienen valores de presion arterial elevados tanto para la presion sitdlica y

diastolica, se considera Hipertension Arterial (HTA).

5.2. Hipertension Arterial (HTA).

La HTA es una forma de transtorno cardiovascular que resulta de una amplia gama de
etiologias interconectadas. La HTA no tratada y no controlada conduce a estructuras y
anomalias funcionales del sistema cardiovascular, provocando que se dafien organos

vitales como lo son el corazén, riflones y cerebro.

HTA es una de las principales causas de muerte y discapacidad en todo el mundo. En 2001,
se registré a nivel mundial un valor de 13.5 % del total de muertes prematuras causadas
por hipertensién. Ademas, 9.4 millones de personas mueren cada afio debido a problemas

relacionados con la hipertensién [3].

HTA es una enfermedad que muy pocas veces presenta sintomas, y es producida por
factores de riesgo como dieta poco saludable, inactividad fisica y por otros factores

metabdlicos como obesidad, diabetes y dislipidemias [6].
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5.3. Nitrosaminas en medicamentos para la hipertension arterial.

Para el tratamiento de la HTA existen diferentes farmacos antihipertensivos, entre los
cuales se encuentran: bloqueadores adrenérgicos, Inhibidores de la enzima convertidora
de la angiotensina, antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA-II),
bloqueantes de los canales de calcio, alfa-agonistas de accion central y vasodilatadores

directos.

Los medicamentos tipo antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARA-II). Actuan
sobre el sistema renina-angionista-aldosterona aunque de diferente forma, bloqueando la
union de la angiotensina Il a los receptores tipo 1 de la angiotensina Il [20]. Son de caracter
no peptidico y poseen una biodisponibilidad oral aceptable y una duracion de accion
mantenida. El medicamento mas conocido en este tipo es losartan, sin embargo, existen

otros como valsartan, ibersartan, aprosartan, candesartan y telmisartan.

En junio del 2018, se informé a la FDA (Food and Drug Administration) la presencia de
NDMA (N-nitrosodimetilamina) en medicamentos de valsartan a niveles que presentan un
riesgo para la salud por su efecto cancerigeno. Por consiguiente, se inicio la busqueda de

impurezas de tipo nitrosaminas en este tipo de medicamentos [7].

5.4. Nitrosaminas.
Las nitrosaminas son moléculas que contienen un grupo funcional nitroso y pueden estar

presentes en el medio ambiente, la comida, el agua potable y medicamentos.

(®)
C|—N/ H
. \ . NH/ + NaNO, __ N_N/
H Nitrito de sodio o/ N
Dimetilformamida Dimetilamina N, N-nitrosodimetilamina (NDMA)

Figura 1. Formacién de NDMA a partir de N,N-dimetilformamida.
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La Figura 1 muestra la formacién de las nitrosaminas, la cual se da de manera general
cuando una amina secunidaria o terciaria reacciona con sales de nitrito bajo condiciones
acidas. La adicién de nitrito de sodio se utiliza para destruir los residuos de azidas como
parte del proceso de recuperacion [8]. Se sabe que la mayoria de los sartanes contienen

un anillo tetrazol, para cuya formacién se necesita nitrito de sodio.

Los estudios presentados hasta la actualidad indican que una posible causa de la cantidad
de nitrosaminas presentes en los medicamentos se debe a que estas se forman a partir de
materiales de partida, disolventes, reactivos contaminados y por degradacion propia por
temperatura. Por ejemplo, N,N-dimetilformamida se puede degradar a dimetilamina, la cual

reacciona con acido nitroso para formar NDMA [8].

De acuerdo al Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) las nitrosaminas son consideradas mutagenas y cancerigenas
muy potentes a ciertos niveles, los cuales dependen de la cantidad de dosis que se

administra de un medicamento al dia.

Derivado de eso, la Unién Europea, tras una evaluacion de los medicamentos clasificados
como sartanes que podrian contener impurezas de tipo nitrosaminas, pidi6 a los fabricantes
que evaluaran sus procesos de fabricacion y que de ser necesarios los modificaran para

reducir la presencia de dichas impurezas.

En marzo del 2018 se encontré que la ranitidina presentaba concentraciones de
nitrosaminas mayores a lo permitido (96 ng/dia) por la ingesta diaria aceptable (IA). Por lo
que, de manera general la Unién Europea, Estados Unidos de América y algunos paises de
Latinoamérica decidieron por precaucién retirar o suspender la distribucion de todos los
productos que tuvieran ranitidina hasta que se demostrara que contienen estas impurezas
por debajo de 96 ng/dia de NDMA [2].
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5.4.1. Regulacion del Contenido de Nitrosaminas.
Varios organismos regulatorios han solicitado a las empresas fabricantes realizar una
evaluacién preventiva ante la posibilidad de que se produzca una contaminacion cruzada o

la introduccion fortuita de aminas y nitritos en sus medicamentos.

Para dicha accion, la Tabla 1 muestra los valores de ingesta aceptables de cada

nitrosaminas (ng/dia) [9].

Tabla 1. Ingesta aceptable de cada nitrosamina

Nistrosamina | Ingesta aceptable (ng/dia)
NDMA 96.0
NDEA 26.5
NMBA 96.0
NMPA 26.5
NIPEA 26.5
NDIPA 26.5

Es importante mencionar, que estos niveles de ingesta aceptable son validos unicamente
para una nitrosamina, es decir, si se tiene mas de una que este identificada en la Tabla 1y
la cantidad total de impurezas por nitrosaminas excede de 26.5 ng/dia se tiene que notificar

a las autoridades correspondientes.

Para los medicamentos que tienen como dosis diaria maxima 880 mg/dia se recomienda
un limite de nitrosaminas de 0.03 ppm, lo cual no es mas de 26.5 ng/dia por lo que el nivel
se considera aceptable. Sin embargo, si el producto tiene una dosis diaria maxima superior

a los 880 ng/dia el limite de maximo de nitrosamina debera ser 26.5 ng/dia [2].
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5.4.2. Cuantificacion de nitrosaminas.

Derivado de la problematica presentada para este tipo de impurezas, es necesario emplear
una metodologia analitica que sea capaz de cuantificar las nitrosaminas a los niveles

requeridos.

En marzo del 2019, se publicdé una metodologia por la FDA para la cuantificacion de NDMA
en ranitina utilizando la técnica de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas de alta resolucion (LC-HRMS) en donde se realiz6 una validacion del método
basandose en la guia de la Conferencia Internacional de Harmonizacion (ICH) Q2 (R1) la
cual establece los procedimientos a seguir para validacion de métodos analiticos. En dicha
validacién se determiné como limite de deteccion (LD) 0.32 ng/mL, y como limite de

cuantificaciéon 1.0 ng/mL y una linealidad que va de 1.0 — 100 ng/mL [2]

A finales del 2019 la empresa SCIEX publicd un analisis rapido de Nitrosaminas
Genotoéxicas por HPLC-MS/MS en donde se establecié un limite de cuantificacion de 0.1
ng/mL para NDMA [10]

En junio 2020, la Entidad Mexicana de Acreditacion (EMA) publicé un articulo de las
impurezas de nitrosaminas en productos farmacéuticos para humanos, en donde se
menciona que para la técnica analitica LC-MS/MS se tiene como limite de deteccion de
0.01-0.15 ppm para NDMA y 0.08-0.5 ppm como limite de cuantificacion para la misma

impureza en cada producto farmacéutico [11].

En diciembre del 2022, la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicano publicé el MGA
0612 “Determinacion de Nitrosaminas en farmacos y preparados farmacéuticos” en donde

se establecieron 3 metodologias analiticas para cuantificacion de 6 nitrosaminas [12].

Como se puede observar, la mayoria de las metodologias analiticas empleadas en la
actualidad para la determinacion de nitrosaminas utilizan la técnica de cromatografia de

liquidos acomplada a espectrometria de masas.
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5.5. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés), es una
técnica de separacion que se basa en la polaridad y afinidad que tienen los analitos de

interés con respecto a una fase movil y a una fase estacionaria [13].

La Figura 2 muestra los componentes generales que cada equipo de HPLC contiene, entre
los cuales se encuentran:

e Frascos para fase movil.

e Sistema de bombeo.

¢ Inyector de muestra.

e Columna.

e Detector.

e Computadora.

Desechos

=

Columna

Frasco > .= == |_> O

il Sa '""eCTmT : / DETECTOR \

i
— ~
L— — )
BOMBA Muestra =

Combnutadora

Figura 2. Componentes de un cromatografo de liquidos.

La Figura 2 muestra el flujo que lleva la técnica propiamente en donde inicia con el paso de
la fase movil a través de la bomba. Por otro lado, se esta inyectando la muestra por medio
de un automuestreador y se junta con la fase mévil que viene de la bomba para que ambos
sean pasados por una columna cromatografica. Dicha columna cromatografica se encarga
de realizar la separacion de los analitos que han sido inyectados con ayuda de la fase
estacionaria que se encuentra dentro de ella y de la fase moévil que viene acompafiando la
muestra. Esa separacion analitica es detectada y registrada en una computadura. Al pasar

por el detector el flujo de la fase mévil se va a un reservorio de desechos.
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Como ya se menciono anteriormente, la cromatografia de liquidos es una técnica que sirve
para la separacion, identificacion y cuantificacion de diferentes analitos. Sin embargo, en el
ano 2004, dicha tecnologia evoluciond a lo que se conoce actualmente como cromatografia

de liquidos de ultra alta resolucion (UPLC, por sus siglas en inglés).

La evolucion de la cromatografia de liquidos de HPLC a UPLC surgi6 debido a la necesidad
de optimizar el tiempo que se requiere en los analisis, la cantidad de muestra a utilizar y
buscando alcanzar niveles de sensibilidad mas bajos y con mayor eficacia.

Sin embargo, al igual que la técnica por HPLC, se necesita de diferentes detectores para

poder realizar las actividades mencionadas anteriormente. Entre los detectores mas

utilizados se encuentran:

e Detector UV/VIS. Son los que miden la absorcion de la luz en la region ultravioleta (UV)
o visible (VIS), el cual es utilizado en aproximadamente el 75 % de las aplicaciones.

e Detector de fotodiodos (PDA) que permite realizar pureza espectral.

e Detector de fluorescencia que ofrece sensibolidad para cuantificar bajas
concentraciones de compuestos fluorescentes ya sea de forma natural o a través de
una derivatizacion.

¢ Detector de indice de refraccion ideal para componentes con absorcion UV limitada o
nula.

o Detector electroquimico altamente selectivo para aminoglucésidos, carbohidratos,
neurotransmisores, etc.

e Detector de masas altamente robusto, confiable y con mayor sensibilidad que los

demas detectores [14].

5.6. Cromatografia de liquidos de ultra alta resoluciéon acoplada a espectrometria de
masas en tandem (UPLC-MS/MS).

El acoplamiento del detector de espectrometria de masas a la cromatografia de liquidos
permite detectar analitos de interés con mayor sensibilidad a comparacién de otros
detectores, mayor precisién y sin importar el tiempo de retencion que estos tengan, ya que

se basa en identificar los analitos por su peso molecular [19].
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El fundamento de la espectrometria de masas es la formacion de iones a partir de moléculas
neutras. En la Figura 3 se muestran los componentes basicos de un espectrometro de

masas.

Introduccién de Separacion de Tratamieto de

. Detector
iones

Fuente de iones

la muestra datos

Figura 3. Componentes de un espectrometro de masas.

e [ntroduccion de la muestra.

En los equipos UPLC-MS/MS, la introduccién de la muestra se realiza a través del médulo
de cromatografia de liquidos.

e Fuente de iones.

Cuando las moléculas se encuentran en el médulo del detector por espectrometria de
masas, las moléculas sufren procesos buscando ionizar la muestra. Existen diferentes
formas para lograrlo, por ejemplo, se encuentra la ionizacidon por impacto electronico,
ionizacion quimica, ionizacion sobre una superficie a elevada temperatura, ionizacion por
bombardeo de iones de elementos ligeros (FAB), ionizacidon por laser asistida en matriz
(MALDI), ionizacion quimica a presion atmdsferica (APCI) e ionizacion por electrospray
(ESI).
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Introduccion de Fuente de Analizador 1 Celda de Analizador 2 Detector
muestra iones colision
16n Producto s— W /

I6n Precursor / Wy —
.' A ﬁ
Perdidas Neutras /

Monitoreo de Reaccion _l M . _,
ﬁ| i ﬁ|

Figura 4. lonizacion de espectrometria de masas de triple cuadrupolo.

Para poder analizar los iones originados por la fuente de iones, se tienen dos formas:

1) Modo SIM. Las condiciones de deteccion son fijas de manera que solo pase un ion

con una determinada relacion masa/carga (m/z).

2) Modo SCAN. La deteccion se realiza a través de un barrido entre masas de

determinado intervalo de la relacion masa/carga (m/z).

En la Figura 4 se observa que existen 4 formas diferentes de analizar las masas en un

espectrometro de masas.

1) 16n producto: El Analizador 1 esta en modo SIM mientras que el
Analizador 2 se encuentra en modo SCAN. De estda forma solo se ve un

barrido de diferentes fragmentos provenientes de un i6n precursor.
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2) 16n precursor: EI Analizador 1 se encuentra en modo SCAN y el Analizador
2 se encuentra en modo SIM. Se realiza un barrido en un intervalo de m/z y posterior
a la celda de colision se fijan condiciones de manera tal que solo un i6n sea

analizado.

3) Perdidas Neutras: Los dos Analizadores trabajan en modo SCAN. De tal forma
se detectan todos los compuestos de la fragmentacion obtenida en la celda de

colision.

4) Monitoreo de Reaccién Multiple. Ambos analizadores se encuentran en modo
SIM. Esta forma es especifica debido a que se fijan las condiciones especificas

para que solo un i6n salga del Analizador 1 y a su vez del Analizador 2.

5.7. Validacion de métodos analiticos.

5.7.1. Guias para la validacion de métodos analiticos.

La validacion de métodos analiticos de acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos
Méxicanos establece que la validacion es el proceso que establece mediante estudios de
laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método, satisfacen los requisitos para

su aplicacién analitica.

Existen diferentes guias para la validacion de métodos analiticos, entre ellas se encuentran:

e Guia de validacion de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Biologos.

e Guia de validacion de métodos analiticos de Eurachem.

e Guia de validacion de métodos analiticos para un solo laboratorio de IUPAC.

e Guia de validacion de métodos analiticos de FDA.

e Guia de validacion de métodos analiticos ICH Q2.
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Todas las guias de validacion establecen los criterios de aceptacion que se deberan seguir
en todas las pruebas que se evaluan, dependiendo del método analitico que se desea
validar, dada las diferencias entre las distintas clasificaciones de métodos analiticos
identificados en la ICH Q2 o en la USP. La cuantificaciéon de Nitrosaminas requiere de un
método que cuantifique trazas de contaminantes o impurezas de manera especifica. Para
este trabajo, las principales pruebas de validacion del método analitico que se realizan se

dividen principalmente en dos componentes:

1) Pruebas relacionadas al sistema de medicion o sistema analitico.

2) Pruebas especificas del método analitico.

Las pruebas para validacién del sistema analitico, incluyen la precision del sistema,
linealidad del sistema, los limites de deteccién y de cuantificacion. Las pruebas
relacionadas con el desempefio del método analitico incluyen la linealidad del método, la
exactitud , la precision, que a su vez se divide en repetibilidad y precisién intermedia
(reproducibilidad), la especificidad, la robustez, la tolerancia y la estabilidad de la

muestra[9].

5.8. Parametros de desempeiio en la validacion del método analitico.

5.8.1. Precision del sistema.

La precision del sistema es la demostracion de que existe una semejanza entre los
resultados de determinaciones independientes realizadas en las mismas condiciones
durante la medicién de un analito en especifico a una concentracién determinada. Para
dicha prueba se debera realizar por lo menos un sextuplicado a la concentracion que
represente el 100 % de la muestra procesada para su medicion en solucion. De esta
manera, evaluamos la repetibilidad que tenga el analito dentro del método analitico sin

importar en este punto la matriz en la que se encuentre posteriormente.

El criterio de aceptacién va en funcion de la concentracion del analito en la muestra. Sin

embargo, los criterios que se utilizan en este trabajo son los indicados por la Comision de

Control Analitico.y Ampliacion.de Cobertura (CCAYAC-CR-04). los.cuales.son.
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e % CV<1.5%, 2.0 % para métodos fisicoquimicos.
e % CV < 3.0 % para métodos bioldgicos

e %CV <10 % a 25 % para impurezas.

5.8.2. Linealidad del sistema.

La linealidad del sistema evalua la correlacidén que existe entre la respuesta analitica vs la
concentracion en solucion. Es decir evalua la respuesta que tiene el analito en el
instrumento utilizado y como esta respuesta varia conforme las concentraciones cambian.
Se debe de preparar por lo menos 5 niveles de concentracion, en donde, se recomienda

que se evaluen dos niveles por debajo del 100 % y dos niveles por encima de él [13].

Los criterios de aceptacién son:

e r°>0.98.

¢ Elintervalo de confianza de la pendiente (IC (B1)) de la curva de calibracién, no debe

incluir el 0.

5.8.3. Limite de deteccion.

El limite de deteccidén es la concentracién minima en la cual el analito puede ser detectado,
mas no cuantificado. Existen diferentes maneras de determinar el limite de deteccion [13],

entre las cuales se encuentran:

a) Limite de deteccion con base en curva de calibracion y desviacion estandar de
blancos.

b) Limite de deteccion con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de
regresion.

c) Limite de deteccion con vase en la curva de calibracion y la desviacion estandar de

la ordenada al origen.
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Para el criterio de aceptacién se establece que el limite de deteccién sea menor a la
especificacion de la prueba de impurezass limite y que se tenga una relacion sefal/ruido >
3.

5.8.4. Limite de cuantificacion.

El limite de cuantificacién es la concentracion minima a la cual se puede cuantificar un
analito con precision y exactitud. Al igual que en la prueba de limite de deteccion, existen
diferentes formas para la determinacion del limite de cuantificacion [13], entre las cuales se
encuentran:
a) Limite de cuantificacion por relacion sefial/ruido.
b) Limite de cuantificacion con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar
de los blancos.
c) Limite de cuantificacion con base en la curva de calibracion basado en la desviacion
estandar de regresion.
d) Limite de cuantificacion con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar

de la ordenada al origen.

Como criterio de aceptacion para el limite de cuantificacion, se tiene que tenga una relacion

sefial/ruido > 10.

5.8.5. Linealidad del método de cuantificacion.

La linealidad del método evalua la concordancia que existe entre el valor tedrico con el valor
real en un intervalo de trabajo determinado en la matriz a trabajar, es decir, cantidad
adicionada vs cantidad recuperada considerando la influencia que pueda tener algun
excipiente. Para evaluar la linealidad del método se puede realizar por placebos
adicionados, en donde se adiciona por lo menos a 3 niveles diferentes, una cantidad
diferente de materia prima del principio activo a analizar (método de placebos adicionados)
[13].
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En caso de no contar con el placebo analitico, se puede realizar con una proporcién del
producto terminado y con una solucion de materia prima o estandar adicionar la cantidad
necesaria para llegar a los niveles establecidos en la linealidad (método de producto
terminado). Tanto en el método de placebos adicionados como en el de producto terminado

se realiza la adicion por triplicado en cada punto de la curva.

Entre los parametros de aceptacion se encuentra que el intervalo de recuperaciéon se
encuentre entre 98.0 % a 102.0 % para valoracion y de 80 % a 120 % para métodos de

impurezas.

5.8.6. Exactitud.

La exactitud del método evalla la concordancia que existre entre el valor teérico con el valor
real a la concentracion del 100 %. Se realiza por sextuplicado y puede ser mediante el
método de placebos adicionados o por producto terminado. Al igual que la linealidad del
método, la exactitud busca evaluar la recuperacion que se tiene de una muestra, la cual

implica evaluar una adecuada extraccion del analito.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Guiia de

Validacién de Métodos Analiticos por los Quimicos Farmacéuticos Biologds [9]:

e Porcentaje de cantidad recuperada se encuentra entre 98.0 % a 102.0 % para
métodos de valoracién y de 80 % a 120 % para métodos de impurezas.
e % CV <2.0 % para las 6 determinaciones para valoracion y < 20.0 % para métodos

de impurezas.
5.8.7. Repetibilidad.
Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales de varias

determinaciones, cuando el procedimiento se aplica por un mismo analista, utilizando los

mismos instrumentos y métodos.
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Para dicha prueba se realiza por sextuplicado la preparaciéon de la muestra, tal cual se
realiza cuando se analiza el contenido de la misma. Es decir, la evaluacién de la muestra

problema sin realizar algun tipo de adicion de estandar o materia prima [13].

Para esta prueba, la mayoria de las guias recomiendan como criterio de aceptacion un:

e % CV <2.0 % para las 6 determinaciones para valoracion y < 20.0 % para métodos

de impurezas.

5.8.8. Precision Intermedia.

Es la concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas en un mismo

laboratorio, por diferentes analistas en diferentes dias.

Para dicha prueba se realiza por triplicado la preparacion de la muestra sin realizar algun

tipo de adicion de estandar. Se prepara por dos analistas en dos dias diferentes [13].

Entre los criterios de aceptacion que se encuentran en la mayoria de las guias se tiene:
e % CV<2.0% para las 12 determinaciones para valoracion y < 20.0 % para métodos

de impurezas.

5.8.9. Robustez.

Es la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse variaciones
pequefias pero deliberadas, en los parametros normales de operacién del método analitico.
Para la robsutez se preparan al menos 3 muestras de manera independiente y se evaluan
en cada condicion que se pretende modificar para la operacion del método analitico. Por
ejemplo, cambio en la temperatura, tamano de filtro, pH, velocidad de flujo, % de disolventes
empleados, o cualquier otro cambio que sea critico en la preparacion de las muestras [13].

Entre los principales criterios de aceptacion se tiene que:
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¢ No exista una diferencia > 2.0 % para cada condicién evaluada.
¢ No exista una diferencia relativa > 20.0 % para cada condicién evaluada para

métodos de impurezas

5.8.10. Tolerancia.

Es la reproducibilidad del método analitico, cuando es analizado bajo diferentes condiciones
de operacion y que no dependen del método analitico directamente, sino de cosas ajenas
a él como lo son diferente marca de equipo cromatografico o diferente marca de columna

cromatografica.

Para la tolerancia se preparan al menos 3 muestras de manera independiente y se evaluan

en cada condicion que se pretende modificar para la operacion del método analitico [13].

Entre los principales criterios de aceptacion se tiene que:

¢ No exista una diferencia > 2.0 % para cada condicion evaluada para métodos de
valoracion.
¢ No exista una diferencia relativa > 20.0 % para cada condicién evaluada para

métodos de impurezas.

5.8.11. Especificidad / Selectividad.

Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debido unicamente al
analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

Para la evaluacidon de la especificidad se evalia que no exista interferencias en las
respuestas de los analitos de intéres. Para los métodos analiticos indicadores de estabilidad
se debera contar con los productos de degradacion del producto a analizar. En caso de no
tenerlos, se debera someter la muestra a diferentes condiciones de estrés forzado para
obtenerlos [13].

Para obtener productos de degradacién mediante estrés forzado se tienen los siguientes

métodos:
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a) Degradacion mediante hidrélisis acida.
b) Degradacion mediante hidrdlisis basica.
c) Degradacién mediante fotdlisis.

d) Degradacion térmica.

e) Degradacion oxidativa.
5.8.12. Estabilidad.
Para la prueba de estabilidad se debera establecer las condiciones a las cuales se desea
evaluar la estabilidad. Para ello, se fraccionan por lo menos 3 muestras preparadas de
manera independiente en las condiciones de estabilidad a las cuales se determinaran los
analisis [13].
Las condiciones mas comunes a evaluar son a temperatura ambiente y en refrigeracion.
Entre los principales criterios de aceptacion se tiene que:

¢ No exista una diferencia > 2.0 % para cada condicion evaluada para métodos de

valoracién.

¢ No exista una diferencia relativa > 20.0 % para cada condicién evaluada para

métodos de impurezas
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6. JUSTIFICACION

Actualmente existen metodologias que se utilizan como referencia para la cuantificacion de
nitrosaminas. Sin embargo, en todas estas metodologias se hace enfasis en que siempre
se tiene que validar por cada producto a analizar. La importancia de esto radica en buscar
métodos que sean especificos y que no se tengan problemas en la deteccion derivado del
proceso de extraccion. Aunado a ello, es importante sefialar la tecnologia analitica que se
debe emplear ya que los niveles de concentracion permitida para estas impurezas se
encuentra al nivel de los ng/dia. Para ello, es necesario utilizar tecnologias con alta
sensibilidad como lo son la cromatografia de liquidos de ultra alta resolucién (UPLC)

acoplada a detectores de espectrometria de masas.

Derivado de la problematica planteada, la industria farmacéutica ha buscado en los ultimos
4 anos tener métodos analiticos para cuantificar las nitrosaminas en sus productos. Para lo
cual necesitan al menos un equipo de espectrometria de masas de triple cuadrupolo para
alcanzar la sensibilidad requerida. Sin embargo, estos equipos son muy costosos para que
solo sean utilizados en uno de sus productos, es por eso, que buscan tercerizar el analisis

para reducir los costos y seguir asi asegurando la calidad de sus productos.

En este trabajo de tesis, se ha desarrollado y validado un método analitico de nitrosaminas
(NDMA y NDEA) para poder acreditarlo y someterlo ante la ema y COFEPRIS, para poder

asi brindar un servicio de tercero autorizado a las industrias farmacéuticas.
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7. HIPOTESIS.

El método analitico desarrollado y validado para la deteccion de nitrosaminas (NDMA y
NDEA) mediante un cromatégrafo de liquidos de ultra alta resolucion acoplada a
espectrometria de masas de triple cuadrupolo, sera el adecuado y tendra una confiabilidad

para su cuantificacién en muestras de materia prima de losartan potasico.
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8. OBJETIVOS

8.1. Objetivo General.

Desrrollar y validar un método analitico que utiliza la técnica de cromatografia liquida de
alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (MS/MS) para la evaluacién de los

niveles de nitrosaminas en medicamentos para el tratamiento de la hipertension.

8.2. Objetivos Particulares.

8.2.1. Desarrollar un método analitico mediante la técnica de LC-MS/MS en materia
prima de losartan potasico para determinar los parametros cromatograficos y de
deteccion adecuados para el analisis de NDMA y NDEA.

8.2.2. Validar un método analitico mediante la técnica de LC-MS/MS en materia prima de
losartan potasico que le de confiabilidad para la cuantificacion de NDMA y NDEA
en materia prima de losartan potasico.

8.2.3. Cuantificar NDMA y NDEA en materia prima de losartan potasico y otros
analgesicos de libre venta en México mediante la técnica de LC-MS/MS para la
evaluacion de los niveles de nitrosaminas en medicamentos de libre venta en

México.
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9. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

9.1. Equipos, instrumentos, materiales en general, reactivos y sustancias de

referencia.

Tabla 2. Equipos e Instrumentos.

EQUIPO/INSTRUMENTO MARCA MODELO SERIE
Balanza analitica Ohaus PA214C B302704410
Centrifuga Velab PRO-8M 2105331
Agitador DLAB SK-0330-Pro SC178AB0000426
Micropipeta volumen variable RESEARCH
EPPENDORF N46857K
(10-100 pL) PLUS
Micropipeta volumen variable RESEARCH
EPPENDORF 027320K
(100-1000 pL) PLUS
TAL-1916-21090-
Campana de extraccion TECNOLAB CS-122
CH-574
Cromatografo de Liquidos de
Ultra Alta Resolucién acoplado
AGILENT 6495C SG2047D205.

a espectrometria de masas de

triple cuadrupolo

9.1.1. Materiales en general.
e Viales de 2.0 mL.

e Tubos de plastico para centrifuga de 50 mL marca Sarstedt o equivalente.

e Jeringas de plastico de 5 0 10 mL marca Plastipack o equivalente.

e Filtros CR 0.2 um
e Filtros CR 0.45 ym

¢ Puntas para micropipeta de 200 y 1000 uL marca Eppendorf o equivalente.

e Guantes de vinilo.

o Espatulas.

e Reservorios de 500y 1000 mL.

¢ Cromatoégrafo de liquidos de Ultra Alta Resolucién acoplado a espectrometria de

masas de triple cuadrupolo.
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e Columna C18, 2.1 x 100 mm.

9.1.2. Reactivos.

Tabla 3. Reactivos.

REACTIVO Y/O INSUMO MARCA LOTE INO. GRADO FECHA DE
DE SERIE CADUCIDAD
Agua JT Baker E40WO00 HPLC 03/0CT/2026
Agua Honeywell ED785 LC-MS 24/FEB/2024
Agua Honeywell EG224 LC-MS 25/ENE/2025
Metanol JT Baker 22A3062007 LC-MS 14/ENE/2024
Metanol JT Baker E24W31 HPLC 15/JUN/2027
Metanol Honeywell EB835 HPLC 20/NOV/2025
Acido férmico Merck Z0739902 LC-MS 30/SEP/2024

9.1.3. Sustancias de referencia.

Tabla 4. Materiales de Referencia.

CONCENTRACION FECHA DE
NOMBRE GRADO | MARCA LOTE
CERTIFICADA CADUCIDAD
Nitrosamines Standard:
Nitrosodimetilamina )
MCR® Agilent | 0006709386 1004 + 5 pg/mL 30/NOV/2024
NDMA, Nitrosodietilamina
NDEA
(1) MCR Material Certificado de Referencia
9.2. Desarrollo del método analitico.
9.2.1. Deteccion. Parametros de deteccion por espectrometria de masas.

Se determinaron los parametros de deteccion para mejorar la sefial de todos los analitos.
Se determinaron los siguientes parametros:
e Flujo de gas.

e Nebulizador.
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e El estuche del flujo de gas.
e Voltaje del capilar.

e Voltaje del inyector.

e Presion alta del iFunnel.

e Presion baja del iFunnel.

Se utilizaron como base y principal aquellas transiciones que estan marcadas en el MGA

0612 Determinacion de Nitrosaminas en farmacos y preparados farmacéuticos.

Las transiciones son:
m/z NDMA 75.10 > 43.16
m/z NDEA 102.83 > 75.08

Se determinaron otras transiciones que ayudaran a identificar correctamente las 2
nitrosaminas (NDMA y NDEA).

9.2.2. Preparacion del estandar.

Para la preparacion de la solucion estandar de cuantificacion se siguié como base, lo

indicado en el MGA 0612 Determinnacion de Nitrosaminas en farmacos y preparados

farmacéuticos.

Para ello se adquirieron estandares de NDMA y NDEA a una concentracion de 1.0 mg/mL.

e Setomo 1.0 mL de la solucién estdndar de NDMA y NDEA a una concentracion de 1.0
mg/mL y se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL. Se llevé a volumen con agua.
Esta solucion tiene una concentracion de 10 pg/mL.

e Se tomé una alicuota de 1.0 mL y se tranfirié a un matraz volumétrico de 100 mL, se
llevé a volumen con agua y se mezclo. Esta solucion tiene una concentracion de 100
ng/mL y es considerada como solucién madre, esta solucién es la considerada como
solucion inicial en el MGA 0612.

e Se tomé una alicuota de 1.0 mL de la solucion madre a un matraz volumétrico de 50
ml, se llevo a volumen con agua y se mezclo. Esta solucion tiene una concentracion de

2 ng/mL.
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”%tB%Sﬁg}'rﬂfs volumétrico de 50 mL 2 ng/mL

Figura 5. Esquema general de preparacion de estandar.

9.2.3. Extraccion. Preparacion de la muestra.

Para evaluar la extraccion de la muestra se utilizd lo indicado en el “MGA 0612
Determinacion de Nitrosaminas en farmacos y preparados farmacéuticos”, para las
muestras de materia prima de losartan potasico y de producto terminado de metformina,
acido acetilsalicilico, ibuprofeno y naproxeno y esta indicado en la Figura 6.

e Se pasaron aproximadamente 100 mg de API (losartan potasico) y se transfirieron a
un matraz volumétrico de 5 mL. Se llevo a volumen con agua y se mezclo en vortex
durante 1 minuto.

e Se mezcld en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugd a 4500 rpm durante 15 minutos.

o Se filtrd a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de tamafo de poro de
0.45 pm descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se coloco en viales de
cromatografia de liquidos.
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Figura 6. Esquema general de preparacién de la muestra.

9.2.4. Cromatografia. Método analitico mediante UPLC acoplado a espectrometria

de masas de triple cuadrupolo.

Inicialmente, se probo el gradiente propuesto por el método Il del MGA 0612, en donde se

encontraron resultados repetibles. Sin embargo, se observaron varios problemas de

deteccioén derivado de que la nitrosamina NDMA salia con el frente de elucion al utilizarlo

o de que la nitrosamina NDEA tenia una coelucion con la matriz, provocando que los picos

cromatograficos salieran pegados y no se definiera la sefial de manera gaussiana. Se

propuso realizar diferentes gradientes a fin de mejorar la elucidon de ambas nitrosaminas.

Es importante mencionar que la matriz a la cual se cargaron las nitrosaminas fue materia

prima de losartan potasico, la cual de acuerdo al numeral 9.2.3, tiene una concentracion

aproximada de 20 mg/mL, concentracion que es muy elevada para ser inyectada a un

cromatografo de liquidos acoplado a detector de espectrometria de masas.
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A fin de evitar contaminaciones, la mayoria de los espectrometros de masas tienen la
opcion de que durante cierto tiempo de la corrida analitica manden todo el flujo que viene
del cromatografo de liquidos a desechos. Por tal motivo, se establecid hacer una dilucion
hasta tener una concentracion de 50 ng/mL de losartan potasico, evaluar su tiempo de
retencion y ver si era posible poder mandar a desechos el flujo antes de que se detectara

el losartan y poder asi evitar la contaminacion que se tendria por su alta concentracion.
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Figura 7. Cromatograma tipo de losartan potasico a 50 ng/mL.

Al visualizar el tiempo de retencion de losartan potasico fue posible indicarle al equipo que
durante ese periodo de tiempo en lugar de mandarlo al detector, lo envie a desechos, ya
que como se menciond anteriormente y por solicitud del MGA 0627, el activo se debe

inyectar a una concentracion de 20 mg/mL.

Se establecid en el equipo que mande todo a desechos a partir del minuto 7 para evitar

gue se ensuciara el espectrometro.

Una vez definido eso, se buscaron las condiciones cromatograficas adecuadas para
obtener picos eficientes para NDMA y NDEA.
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9.2.5.

Linealidad del método.

Se determind la linealidad del método en un intervalo de 1 — 25 ng/mL para ambas

nitrosaminas utilizando la materia prima adicionada con la solucién estandar de NDMA y

NDEA. Para la ejecucién de la prueba se realizaron los siguientes pasos:

Se pesaron 18 muestras de 1 g de losartan potasico y se transfirieron a matraces

volumétricos de 5 mL. De esas muestras 3 eran para el nivel con concentracién de 1

ng/mL, 3 para la concentracion de 5 ng/mL, 3 para la concentracién de 10 ng/mL, 3

para la concentracién de 15 ng/mL, 3 para la concentracion de 20 ng/mL y 3 para la

concentracion de 5 ng/mL.

Nivel 1 ng/mL. Se adicioné 50 uL de la soluciéon madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 5 ng/mL. Se adicion6 250 uL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 10 ng/mL. Se adicion6 500 pL de la soluciéon madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 15 ng/mL. Se adicion6 750 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 20 ng/mL. Se adiciond 1.0 mL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 25 ng/mL. Se adicioné 1.25 mL de la solucion madre de nitrosaminas
(descritas en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potasico, se

llevo a volumen con agua y se mezclo.

Se mezclé cada muestra en vortex durante 1 minuto.

Se mezclé cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

Se centrifugé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.
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e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

9.2.6. Especificidad

Se evalud que no exista interferencia en el blanco con respecto a los analitos evaluados.
Para esta prueba se realizaron inyecciones de la solucidon estandar a 2 ng/mL, solucion
muestra de losartan potasico, solucion muestra de losartan potasico cargada con estandar
de NDMA y NDEA a 2 ng/mL, fase movil A (acido formico al 0.1 % en agua), fase moévil B

(acido formico al 0.1 % en metanol) y diluente (agua).

9.3. Validacion del método analitico.

Una vez finalizado el desarrollo del método analitico, se procedi6 a la validaciéon del mismo
utilizando como base los parametros de validacion y criterios de aceptacion de la Guia de

Validacion del Colegio Nacional de Quimicos Farmacobiologos.

9.3.1. Adecuabilidad del sistema.

La adecuabilidad del sistema se realiz6 mediante la evaluacién de 6 lecturas de una

solucién estandar, es decir, en solucion a 2 ng/mL de nitrosaminas (NDMA y NDEA).

e Se tomo una alicuota de 1.0 mL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas en el
numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua y se
mezclo.

Se mezcl6 en vortex durante 1 minuto.
Se mezcld en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.
Se centrifugd a 4500 rpm durante 15 minutos.

Se filtr6 a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de tamafio de poro de
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0.45 um descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocd en un vial de

cromatografia de liquidos.

El criterio de aceptacion se tomd con base en lo indicado en el MGA 0612 Determinacion

de nitrosaminas en farmacos y preparados farmacéuticos.

Criterio de aceptacion: % CV < 10.0 %.

9.3.2. Precision del sistema.

La precision del sistema se evalué mediante la inyeccion de 6 soluciones preparadas de
manera independiente a una concentracion de 2 ng/mL de nitrosaminas (NDMA y NDEA)
en solucién. Esta prueba busca evaluar la repetibildiad de la respuesta analitica de la

solucion.

e Se tomaron 6 alicuotas de 1.0 mL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas en el
numeral 9.2.2) a matraces volumétricos independientes de 5 mL, se llevaron a volumen
con agua y se mezclaron.

Se mezclaron en vortex durante 1 minuto.

Se mezclaron en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

Se centrifugaron a 4500 rpm durante 15 minutos.

Se filtraron a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de tamafio de poro
de 0.45 ym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocaron en viales de

cromatografia de liquidos.

El criterio de aceptacion se tomd con base en lo indicado en el MGA 0612 Determinacion

de nitrosaminas en farmacos y preparados farmacéuticos.

Criterio de aceptacion: % CV < 10.0 %.
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9.3.3.

Intervalo lineal.

El intervalo lineal fue evaluado a través de 9 niveles preparados por triplicado a partir de la

solucién madre de nitrosaminas. Se evalué un intervalo de concentracion de 0.8 — 50 ng/mL
de nitrosaminas (NDMA y NDEA).

El criterio de aceptacion se tomé con base en la guia de validacion de los Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos (QFBs) para la prueba de linealidad del sistema.

e Serealizaron 3 muestras en solucion para cada nivel (8 niveles) de 0.8 ng/mL, 1 ng/mL,
5 ng/mL, 10 ng/mL, 15 ng/mL, 20 ng/mL, 25 ng/mL y 50 ng/mL.

Nivel 0.8 ng/mL. Se adicion6 40 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

Nivel 1 ng/mL. Se adicioné 50 uL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo..

Nivel 5 ng/mL. Se adicion6 250 uL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

Nivel 10 ng/mL. Se adicion6 500 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

Nivel 15 ng/mL. Se adicion6 750 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

Nivel 20 ng/mL. Se adicioné 1.0 mL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua

y se mezclo.
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e Nivel 25 ng/mL. Se adicion6 1.25 mL de la solucién madre de nitrosaminas
(descritas en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen
con agua y se mezclé.

¢ Nivel 50 ng/mL. Se adicion6 2.5 mL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

e Se mezcl6 cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion son de acuerdo a la guia de validacion de métodos analiticos
del colegio de los QFB’s [13]:

e r’>0.98.
¢ Elintervalo de confianza de la pendiente (IC (B1)) de la curva de calibracién, no debe

incluir el 0.

9.3.4. Intervalo de Trabajo (Linealidad del Sistema).

El intervalo de trabajo (linealidad del sistema) se realiz6 a través de 6 niveles preparados
por triplicado cada nivel. El intervalo evaluado fue de 1 — 25 ng/mL de nitrosaminas (NDMA
y NDEA). Este criterio es solicitado principalmente por la Entidad Mexicana de Acreditacion
(EMA) y busca evidenciar que durante el intervalo que trabajes la respuesta es lineal con

respecto a la concentracion.

El criterio de aceptacion se tomé con base en la guia de validacion de los Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos (QFBs) para la prueba de linealidad del sistema.
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e Se realizaron 3 muestras en solucion para cada nivel (6 niveles) de 1 ng/mL, 5 ng/mL,
10 ng/mL, 15 ng/mL, 20 ng/mL y 25 ng/mL.

¢ Nivel 1 ng/mL. Se adicion6 50 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo..

¢ Nivel 5 ng/mL. Se adicion6 250 yL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

¢ Nivel 10 ng/mL. Se adicion6 500 pL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

¢ Nivel 15 ng/mL. Se adicion6 750 uL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

¢ Nivel 20 ng/mL. Se adicion6 1.0 mL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen con agua
y se mezclo.

e Nivel 25 ng/mL. Se adicion6 1.25 mL de la solucién madre de nitrosaminas
(descritas en el numeral 9.2.2) a un matraz volumétrico de 5 mL, se llevé a volumen
con agua y se mezclé.

e Se mezcl6 cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion son de acuerdo a la guia de validacion de métodos analiticos
del colegio de los QFB’s [13]:
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e r’>0.98.
¢ Elintervalo de confianza de la pendiente (IC (B1)) de la curva de calibracién, no debe

incluir el 0.

9.3.5. Especificidad / Selectividad.

La especificidad se demuestré al inyectar los reactivos utilizados en la preparacion y
analisis de muestras, demostrando que no interfieren en la respuesta analitica de las

nitrosaminas.

Se realizaron inyecciones de la solucion estandar de Nitrosaminas, solucion muestra,
solucién muestra adicionada, fase movil A (acido férmico al 0.1 % en agua), fase moévil B

(acido formico 0.1 % en metanol), agua y metanol.

El criterio de aceptacion se tomo con base en la guia de validacion de los Quimicos

Farmacéuticos Bidlogos (QFBs) para la prueba de linealidad del sistema.

Los criterios de aceptacion son de acuerdo a la guia de validacion de métodos analiticos
del colegio de los QFB’s [13]:

¢ No se debe observar sefial analitica en el tiempo de retencion de NDMA y NDEA en

la fase movil A, fase movil B, agua o metanol.

9.3.6. Exatitud (Recuperacion).

La exactitud del método se realizé mediante la evaluacidon de 6 muestras de materia prima
cargadas a 0.064 ug/g de NDMA y 0.0177 pg/g de NDEA. Las cuales equivalen a 12.8
ng/mL de NDMA y 3.54 ng/mL de NDEA.
e Se pesaron 6 muestras de 1 g de losartan potasico y se transfirieron a matraces
volumétricos de 5 mL.
e NDMA.
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Se tomé una alicuota de 10 L de la solucién estandar de NDMA a 1 mg/mL y
se transfiri6 a un matraz volumétrico de 100 mL. Esta solucion tiene una
concentracion de 0.1 pg/mL.

Se pesaron 6 muestras de 1 g de losartan potasico y se transfirieron a matraces
volumétricos independientes de 5 mL.

Se adicion6 a cada matraz 640 uL de la solucion. Esta solucion tiene una
concentracion de 0.064 pg/g.

Se llevé a volumen con agua y se mezcld. Esta solucion tiene una concentracion

aproximada de 12.8 ng/mL.

e NDEA.

Se tomd una alicuota de 10 pL de la solucién estdandar de NDEA a 1 mg/mL y se
transfiri6 a un matraz volumétrico de 100 mL. Esta solucién tiene una
concentracion de 0.1 pg/mL.

Se pesaron 6 muestras de 1 g de losartan potasico y se transfirieron a matraces
volumeétricos independientes de 5 mL.

Se adicion6é a cada matraz 177 uL de la solucion. Esta solucion tiene una
concentracion de 0.0177 pg/g.

Se llevé a volumen con agua y se mezclé. Esta solucion tiene una concentracion
aproximada de 3.54 ng/mL de NDEA.

e Se mezcld cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtré6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de

tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Comision
de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC-CR-04), los cuales son:

e Porcentaje de cantidad recuperada se encuentra entre 80 % a 120 % para métodos

de impurezas.
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9.3.7.

% CV <20.0 % para métodos de impurezas.

Linealidad del Método.

La linealidad del método se realizé mediante la preparacion de muestras en matriz en un

intervalo de 1 — 25 ng/mL preparando curvas por triplicado.

e Se pesaron 18 muestras de 1 g de losartan potasico y se transfirieron a matraces

volumétricos de 5 mL. De esas muestras 3 eran para el nivel con concentracion de 1

ng/mL, 3 para la concentraciéon de 5 ng/mL, 3 para la concentracién de 10 ng/mL, 3

para la concentracién de 15 ng/mL, 3 para la concentracion de 20 ng/mL y 3 para la

concentracion de 5 ng/mL.

Nivel 1 ng/mL. Se adicioné 50 uL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 5 ng/mL. Se adicion6 250 uL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 10 ng/mL. Se adicion6 500 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 15 ng/mL. Se adicion6 750 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 20 ng/mL. Se adiciond 1.0 mL de la soluciéon madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

Nivel 25 ng/mL. Se adicioné 1.25 mL de la solucion madre de nitrosaminas
(descritas en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potasico, se

llevo a volumen con agua y se mezclo.

e Se mezcld cada muestra en vortex durante 1 minuto.
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e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 ym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Guia de

Validacién de Métodos Analiticos por los Quimicos Farmacéuticos Bidlogos:

¢ Porcentaje de cantidad recuperada se encuentra entre 80 % a 120 %.

e % CV <20.0 % para métodos de impurezas.

9.3.8. Limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Los limites de deteccién se evaluaron a partir de una curva leida por triplicado para evaluar
la concentracién minima detectable que presente una senal/ruido mayor o igual a 3. Para
el limite de cuantificacion se determina utilizar la concentracion de 1 ng/mL, ya que este es
la concentracion mas baja indicada en el MGA 0612 “Determinaciéon de Nitrosaminas en

Farmacos y Preparados Farmaceéuticos” para ambas nitrosaminas NDMA y NDEA.

Para la curva de la determincion del limite de deteccion se evaluaron 5 niveles (0.2 ng/mL,
0.3 ng/mL, 0.5 ng/mL, 0.8 ng/mL y 1 ng/mL)y se pesé 1 g de losartan potasico para evaluar

cada nivel.

¢ Nivel 0.2 ng/mL. Se adicioné 10 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.

¢ Nivel 0.3 ng/mL. Se adicioné 15 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a

volumen con agua y se mezclé.
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¢ Nivel 0.5 ng/mL. Se adicioné 25 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.
¢ Nivel 0.8 ng/mL. Se adicioné 40 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.
¢ Nivel 1 ng/mL. Se adicion6 50 pL de la soluciéon madre de nitrosaminas (descritas
en el numeral 9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potéasico, se llevo a
volumen con agua y se mezclé.
e Se mezcl6 cada muestra en vortex durante 1 minuto.
e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.
e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.
e Se filtré6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

9.3.9. Precision y Exactitud del limite de cuantificacion.

La precision y exactitud del limite de cuantificacion se evalu6 a la concentracion de 1 ng/mL,
ya que este es la concentracion mas baja indicada en el MGA 0612 “Determinacion de

Nitrosaminas en Farmacos y Preparados Farmacéuticos”.

e Se peso por sextuplicado 1 g de materia prima de losartan potasico y se coloco en
matraces independientes de 5 mL.

e Se adicion6 50 uL de la solucién madre de nitrosaminas (descritas en el numeral 9.2.2)
al matraz volumétrico con el losartan potasico, se llevd a volumen con agua y se
mezclé.

e Se mezcloé cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

Facultad de Farmacia, UAEM 52



N (i Lambda
%ulmd v y .

de Farmacia PR

e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Guia de

Validacién de Métodos Analiticos por los Quimicos Farmacéuticos Bidlogos:

e Porcentaje de cantidad recuperada se encuentra entre 80 % a 120 % para el limite
de cuantificacion.

e % CV <20.0 % para las 6 determinaciones del limite de cuantificacion.

9.3.10. Repetibilidad.

La repetibilidad se evalué con 6 muestras adicionadas con nitrosaminas a la concentracion

de 2 ng/mL para NDMA y NDEA.

e Se peso por sextuplicado 1 g de materia prima de losartan potasico y se coloco en
matraces independientes de 5 mL.

e Se adicion6 100 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas en el numeral
9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potasico, se llevé a volumen con agua y se
mezclo.

e Se mezcl6 cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 um descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Comision
de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC-CR-04), los cuales son:

e % CV <20.0 % para las 6 muestras.
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9.3.11. Precision Intermedia.

La precision intermedia se evalué con 3 muestras adicionadas a la concentracion del

estandar de cuantificacion de NDMA y NDEA (2 ng/mL) por 3 analistas en 2 dias diferentes.

e Se peso por triplicado por cada analista y por cada dia de trabajo 1 g de materia prima
de losartan potasico y se colocd en matraces independientes de 5 mL.

e Se adicion6 100 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas en el numeral
9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potasico, se llevé a volumen con agua y se
mezclo.

e Se mezcl6 cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 um descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé

en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Comision
de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC-CR-04), los cuales son:

e % CV <20.0 % para las 6 muestras por cada analista.

e % CV <25.0 % para las 12 muestras globales.

9.3.12. Sesgo.

El sesgo se evalud con los resultados obtenidos de la exactitud del método al restar la
cantidad de nitrosaminas adicionadas menos la cantidad de nitrosaminas recuperadas con

los datos de exactitud.
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9.3.13. Robustez.

La robustez se evalud con el tamafio de poro del tipo de filtro de Celulosa Regenerada
(RC) utilizando. El filtro cual es utilizado para limpiar en mayor cantidad la muestra previo

a su inyeccion en el equipo. Los tamafios de poro evaluados fueron de 0.2 y 0.45 um.

e Se peso por sextuplicado 1 g de materia prima de losartan potasico y se coloco en
matraces independientes de 5 mL.

e Se adicion6 100 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas en el numeral
9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potasico, se llevé a volumen con agua y se
mezclo.

e Se mezcl6 cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.

e Se filtraron 3 muestras a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamafo de poro de 0.45 uym y 3 muestras a través de un acrodisco de celulosa
regenerada (RC) de tamafo de poro de 0.2 um. En ambos casos se descartaron los

primeros 2 mililitros del filtrado. Se coloco en viales de cromatografia de liquidos.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Comision
de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC-CR-04), los cuales son:

e Diferencia absoluta < 20.0 % para la condiciéon evaluada para métodos de
impurezas.

9.3.14. Estabilidad del Estandar.

La estabilidad se evalud con estandar de nitrosaminas preparado a 2 ng/mL en condiciones

de temperatura ambiente y en refrigeracion.
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e Se tomaron 15 alicuotas de 100 pL del estandar de cada nitrosamina de NDMA vy
NDEA vy se transfirieron a matraces volumétricos independientes de 100 mL. Esta
solucion tiene una concentraciéon de 1 pg/mL.

e Se tomé una alicuota de 100 pL y se transfirié a un matraz volumétrico de 50 mL de
manera independiente. Esta solucion tiene una concentracion de 2 ng/mL.

e Se evaluaron 3 soluciones preparadas en ese momento y se guardaron 6 soluciones
mas en refrigeracion y 6 soluciones mas a temperatura ambiente.

e Alas 24 horas se evaluaron 3 muestras de refrigeracion y 3 muestras a temperatura
ambiente. Posteriormente a las 48 horas se evalaron otras 3 muestras de refrigeracion

y 3 muestras a temperatura ambiente.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Comision
de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC-CR-04), los cuales son:

¢ Diferencia absoluta < 20.0 % para la condicion evaluada.

9.3.15. Estabilidad de la Muestra.

La estabilidad se evalué con muestras adicionadas de nitrosaminas a 2 ng/mL en

condiciones de temperatura ambiente y en refrigeracion.

e Se pesaron 15 muestras de 1 g de materia prima de losartan potasico y se coloco en
matraces independientes de 5 mL.

e Se adicion6 100 pL de la solucion madre de nitrosaminas (descritas en el numeral
9.2.2) al matraz volumétrico con el losartan potasico, se llevé a volumen con agua y se
mezclo.

e Se mezcloé cada muestra en vortex durante 1 minuto.

e Se mezcl6é cada muestra en un agitador orbital durante 40 minutos a 200 rpm.

e Se centrifugdé cada muestra a 4500 rpm durante 15 minutos.
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e Se filtr6 cada muestra a través de un acrodisco de celulosa regenerada (RC) de
tamano de poro de 0.45 uym descartando los primeros 2 mililitros del filtrado. Se colocé
en viales de cromatografia de liquidos.

e Se evaluaron 3 soluciones preparadas en ese momento y se guardaron 6 soluciones
mas en refrigeracion y 6 soluciones mas a temperatura ambiente.

e Alas 24 horas se evaluaron 3 muestras de refrigeracion y 3 muestras a temperatura
ambiente. Posteriormente a las 48 horas se evalaron otras 3 muestras de refrigeracion

y 3 muestras a temperatura ambiente.

Los criterios de aceptacion considerados para esta prueba son los descritos por la Comision
de Control Analitico y Ampliacién de Cobertura (CCAYAC-CR-04), los cuales son:

¢ Diferencia absoluta < 20.0 % para la condicion evaluada.

9.3.16. Incertidumbre.

Para la determinacion de incertidumbre, se realiza el calculo para las fuentes que
contribuyen en la imedicion entre las cuales se encuentra:

e La solucion de referencia.

e Variabilidad del método.

e Preparacion de la muestra.

Para la solucion de referencia se considerd la potencia del estandar, para la de la muestra
se consder6 la balanza utilizada asi cémo el material volumétrico utilizado para su
preparacion y la variabilidad del método se evalué con respecto a los resultados de

precision intermedia ya que esta incluye la propia variabilidad de los analistas.

9.4. Cuantificacion de muestras de producto terminado.
Finalmente se cuantificaron por duplicado 5 lotes de materia prima de losartan potasico y
1 lote de producto terminado de metformina, acido acetilsalicilico, ibuprofeno y naproxeno

utilizando el método analitico desarrollado y validado.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION.
10.1. Desarrollo del método analitico.

10.1.1. Parametros de deteccion por espectrometria de masas.

Para poder definir los parametros de deteccion adecuados de ambas nitrosaminas, se
evaluo el conteo total de iones (TIC), en donde esta establecido por recomendacion que
aquellos valores de TIC con magnitudes arriba de 1x10° significa que ya tienen buena
sefal analitica con respecto al propio ruido del equipo. De igual manera, se solicita que
los picos cromatograficos muestren una forma gaussiana.

La Figura 8 muestra el cromatograma obtenido de la nitrosamina NDMA, en donde se
observa que tiene un tiempo de retencion de 1.614 minutos y tiene una buena sefal con
respecto al ruido de toda la matriz.
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Figura 8. Cromatograma tipo de NDMA a 25 ng/mL.
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Figura 9. Cromatograma tipo de NDEA a 25 ng/mL.
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La Figura 9 muestar el cromatograma correspondiente a la nitrosmaina NDEA, en donde se
observa que tiene un tiempo de retencién de aproximadamente 5.137 minutos, lo cual es
de gran utilidad ya que significa que esta separado completamente del activo (losartan
potasico) y eso a su vez permitid que a partir de los 7 minutos sea posible mandar todo a

desechos y evitar que llegue al detector y lo ensucie.

10.1.2. Preparacion de la muestra.

La evaluacion de la preparacion de la muestra conforme a lo indicado en el “MGA 0612
Determinacion de Nitrosaminas en farmacos y preparados farmacéuticos” dio resultados
satisfactorios ya que se obtuvieron porcentajes de recobro entre 80 — 120 %, lo cual indicé

que el método de extraccion era adecuado apra recuperar las dos nitrosaminas evaluadas.

10.1.3. Método analitico mediante UPLC acoplado a espectrometria de masas de

triple cuadrupolo.

Al finalizar las pruebas del desarrollo del método analitico, se encontré un gradiente con

tiempo final de corrida de 14 minutos.

10.1.4. Linealidad del sistema
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Figura 10. Linealidad en matriz de NDMA en el desarrollo del método analitico.

La Figura 10 muestra los resultados de la linealidad en materia prima de losartan potasico
(matriz) cargada con NDMA a concentraciones de 1 — 25 ng/mL. En dicha figura se observa
la ecuacion de la recta es y= 20820.497895x — 5407.286438, tiene una r*= 0.99784473 y
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una r= 0.99892179 lo cual indica que existe una correlacién entre la concentraciéon

adicionada vs respuesta analitica.
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Figura 11. Linealidad en matriz de NDEA en el desarrollo del método analitico.

La Figura 11 muestra los resultados de la linealidad matriz cargada con NDEA a
concentraciones de 1 — 25 ng/mL. En dicha figura se observa la ecuacion de la recta es y=
27269.345982x — 14288.061019, tiene una r’= 0.99812376 y una r= 0.99906144 lo cual

indica que existe una correlacion entre la concentracion adicionada vs respuesta analitica.
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Figura 12. Cromatogramas y espectro de NDMA a 25 ng/mL en materia prima de losartan

potasico.

La Figura 12a y la Figura 12b muestra los cromatogramas obtenidos para NDMA a 25
ng/mL en materia prima de losartan potasico. La Figura 12a muestra el transicién que
cuantifica. 75.1 -> 43.2 y la Figura 12b muestra la transicién que confirma que el analito
que se esta detectando es NDMA con una transicion de 75.0 -> 44.1 con una precision del
117.5 %. Finalmente la Figura 12c muestra el espectro de masas con su respectivos ion

padre y el idn hijo que se estan monitoreando en la inyeccién analitica.
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Figura 13. Cromatogramas y espectro de NDEA a 25 ng/mL en materia prima de losartan potasico.

La Figura 13ay la Figura 13b muestra los cromatogramas obtenidos para NDEA a 25 ng/mL
en materia prima de losartan potasico. La Figura 13a muestra el transiciéon que cuantifica.
103.1 -> 75.1 y la Figura 13b muestra la transicion que confirma que el analito que se esta
detectando es NDEA con una transicion de 103.1 -> 47.1 con una precision del 97.7 %.
Finalmente la Figura 13c muestra el espectro de masas con su respectivos ién padre y el

ion hijo que se estan monitoreando en la inyeccion analitica.

Tanto en la Figura 12 como en la Figura 13 se observa que la sefal analitica tiene
magnitudes en su sefales por arriba de 1x10° en ambos, lo cual indica que tiene una buena

deteccion con respecto a la senal ruido que tiene el propio instrumento.

Aunado a la evaluacion de las sefales y la linealidad del sistema, se sacaron los intervalos
de confianza de la pendiente para ambas nitrosaminas, obteniéndose los siguientes

resultados:
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Tabla 5. Intervalo de confianza de la NDMA. Tabla 6. Intervalo de confianza de la NDEA.
Intervalo de confianza de la Intervalo de confianza de la
pendiente pendiente

b1 20821 b1 27269
rcuad(n) 4.2426 rcuad(n) 4.2426
S b1 0.0273 S b1 0.0273
t0.975,16 2.1200 t0.975,16 2.1200
LS 20821 LS 27269

LI 20820 LI 27268

El valor de la pendiente muestra la relacion que existe entre el eje y con respecto al eje x.
Cuando la pendiente es igual a 0 eso significa que sin importar el valor de x, el valor de y

siempre sera el mismo (la ordenada al origen).

Y=mx+b
Y=0)x+b
Y=b

Por lo tanto, al obtener intervalos de confianza en los que no se involucre el 0, se demuestra

que existe una relacion entre la concentracion y la respuesta analitica.

Para ambas nitrosaminas se cumplié con dicho criterio ya que la Tabla 5 muestra un
intervalo de confianza de la pendiente para NDMA de 20820 — 20821 y la Tabla 6 muestra
un intervalo de confianza de la pendiente para NDEA de 27268 — 27269.
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10.1.5. Especificidad
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Figura 14. Cromatogramas de blanco en matriz para NDMA.

En la Figura 14a y 14b se observan el i6n cuantificador y el i6n de confirmacion
respectivamente de NDMA vy la Figura 14c correponde al espectro de masas que el equipo

estuvo monitoreando cuando se realizo la inyeccion.
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Figura 15. Cromatogramas de blanco en matriz para NDEA.

En la Figura 15a y 15b se observan el i6n cuantificador y el i6n de confirmacion
respectivamente de NDEA y la Figura 15c¢ correponde al espectro de masas que el equipo
estuvo monitoreando cuando se realizo la inyeccion. A diferencia de la Figura 14, se puede
observar una sefal cromatografica al tiempo de retencion de 4.911. Sin embargo, no
coincide con el tiempo de retencién de NDEA (5.1 aproximadamente), aunado de que en
la Figura 15b se observa que la confirmacion del i6n es de 6.7 % considerandose como

compuestos diferentes.

Mass-to-Charge (m/z)
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10.2. Validacion del método analitico.
10.2.1. Adecuabilidad del sistema.

Tabla 7 y Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de adecuabilidad,

donde se observa que los % CV de la respuesta de NDMA y NDEA son menores a 10 %.

Tabla 7. Resultados de adecuabilidad Tabla 8. Resultados de adecuabilidad
NDMA. NDEA.
MUESTRA RESPUESTA MUESTRA RESPUESTA
NDMA NDEA
M1 52410 M1 44209
M2 54106 M2 43515
M3 53659 M3 43639
M4 51960 M4 43597
M5 51129 M5 45821
M6 52068 M6 45368
Promedio 52555.3 Promedio 44358.2
% CV 213 % CV 2.25

La adecuabilidad del sistema nos demuestra que el equipo cromatografico funciona
adecuadamente, ya que son 6 inyecciones repetidas de un mismo vial. Por lo que la
variacibn que se tuvo de la respuesta analitica es debida unicamente al equipo
cromatografico. El MGA 0612 indica que se permite una variaciéon maxima de 10 %. En la
Tabla 7 en la Tabla 8 se observan los valores de % CV de ambos analitos, en donde se

cumple con el criterio de aceptacion.
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10.2.2. Precision del sistema.
En la Tabla 9 y Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de precision
del sistema, donde se observa que los % CV de la respuesta de NDMA y NDEA de las seis

soluciones son menores a 10 %.

Tabla 9. Resultados de precision del sistema NDMA.

MUESTRA RESPUESTA NDMA

M1 52928

M2 51234

M3 54753

M4 50810

M5 52185

M6 55045
Promedio 52826

% CV 3.35

Tabla 10. Resultados de precision del sistema NDEA.

MUESTRA RESPUESTA NDEA (area)
M1 44481
M2 42364
M3 42305
M4 45385
M5 42764
M6 42931
Promedio 43372
% CV 2.92
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La precision del sistema se diferencia de la adecuabilidad porque son preparaciones
independientes a una concentracion especifica. Dicha prueba evalla la variacion de la
respuesta analitica propia del activo no la variacion que tenga el equipo analitico. Se

observa en ambas tablas que el criterio de aceptacion se cumple al tener valores menos al

10 %.

10.2.3. Intervalo Lineal.

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para el intervalo lineal de NDMA. Para
dicha prueba se analiza la respuesta analitica que se tiene a diferentes concentraciones.

Esta prueba fue realizada por triplicado

TaMa1LImeqummaL—NDMA
CONCENTRACION AREA

(ng/mL)
18967

0.8 17604

15773

21743

1 24042

24541

141230
5 147561
139540
276635
10 269809
273929
431437
15 416374
417299
577269
20 554532
554101
718908
25 721890
723990

Facultad de Farmacia, UAEM 66



=
\-/ﬁ'ulmd

de Farmacia P

@Lambda

NCENTRACION .

€0 C(nglmL) AREA
838749

30 841935

851546
1452598
50 1487473
1460866

En las Tablas 12 se muestran los resultados de la ecuacion de la recta obtenida por medio

del programa Statgraphics version 19.:
y=29256.4x — 12661.8

Tabla 12. Modelo lineal Y=a+b*X NDMA.

Estimado de Error Estadistico
Parametro Minimos Cuadrados Estandar [T Valor-P
Intercepto -12661.8 3973.22 -3.18678 0.0038
Pendiente 29256.4 172.466 169.636 0.0000
Tabla 13. Analisis de Varianza — NDMA.
Fuente Suma de GL Cuadrado Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 5.25075E12 1 5.25075E12  |28776.35 |0.0000
Residuo 4.56169E9 25 1.82468E8

Falta de Ajuste |3.23287E9 7 4.61838E8 6.26 0.0008

Error Puro 1.32882E9 18 7.38233E7
Total (Corr.) 5.25531E12 26

Coeficiente de correlacion = 0.999566
R-Cuadrada = 99.9132 porciento

En la Tabla 13 se muestran los resultados del analisis de varianza que se realizd para
NDMA, en donde se observa que el valor de P es menor a 0.05, por lo que se aceptaria la
hipotesis alterna en donde dice que al menos una media es diferente al resto. Lo cual tiene

sentido y demuestra la linealidad ya que cada concentracion tiene una respuesta diferente.
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Finalmente, en la Tabla 14 se muestran los resultados obtenidos para el intervalo de

confianza de la pendiente (28901.2 — 29611.6), en donde se demuestra que no incluye el

cero y que existe una correlacion entre la concentracién y el area obtenida para NDMA.

Tabla 14. Intervalos de confianza del 95.0% para los estimados de los coeficientes — NDMA.

Parametro Estimado Error Estandar Limite Inferior |Limite Superior
CONSTANTE -12661.8 3973.22 -20844.8 -4478.76
PENDIENTE 29256.4 172.466 28901.2 29611.6

Grafica del Modelo Ajustado
NDMA - Area = -12661.8 + 29256.4*Concentracion

(X 100000) . . . . .
15 - B
12 - 1
©
&£ of Z .
<
Z o 1
=
3 — —
0, 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50

Figura 16. Intervalo lineal NDMA (0.8 - 50 ng/mL).

En la Figura 16 se observa el comportamiento grafico de NDMA para las 3 curvas que se

realizaron en donde se tiene en el eje de las x las concentraciones que van de 0.8 — 50

ng/mL y en el eje y se tiene la respuesta analitica (area) a esas concentraciones.

En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos para NDEA en cuanto a area con

respecto a la concentracion evaluada.
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Tabla 15. Intefvalo lineal — NDEA.
CONCENTRACION AREA

(ng/mL)
22332

0.8 25490

21404

24756

1 24798

29791

109327
5 119292
124294
241436
10 232189
239250
341892
15 358078
356528
472901
20 479549
468412
609147
25 606005
604705
718451
30 731962
724430
1278801
50 1278838
1280977

En las Tablas 16 se muestran los resultados de la ecuacion de la recta obtenida por medio

del programa Statgraphics version 19.:
y=25295.2x — 13845.4
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Tabla 16. Modelo Lineal Y = a + b*X — NDEA.
Estimado de Error Estadistico
Parametro Minimos Cuadrados Estandar T Valor-P
Intercepto -13845.4 5182.0 -2.67182  |0.0131
Pendiente 25295.2 224935 112.456 0.0000
Tabla 17. Andlisis de Varianza — NDEA.
Fuente Suma de GL |Cuadrado Medio |Razén-F Valor-P
Cuadrados

Modelo 3.92515E12 1 |3.92515E12 12646.26 0.0000
Residuo 7.7595E9 25 |[3.1038ES8

Falta de Ajuste  |7.2432E9 7 [1.03474E9 36.07 0.0000
Error Puro 5.163E8 18 |2.86834E7

Total (Corr.) 3.9329E12 26

Coeficiente de correlacion = 0.999013
R-Cuadrada = 99.8027 porciento

En la Tabla 17 se muestran los resultados del analisis de varianza que se realizé para
NDEA, en donde se observa que el valor de P es menor a 0.05, por lo que se aceptaria la
hipotesis alterna en donde dice que al menos una media es diferente al resto. Lo cual tiene

sentido y demuestra la linealidad ya que cada concentracion tiene una respuesta diferente.

Finalmente, en la Tabla 18 se muestran los resultados obtenidos para el intervalo de
confianza de la pendiente (24831.9 — 25758.5), en donde se demuestra que no incluye el

cero y que existe una correlaciéon entre la concentracion y el area obtenida para NDEA.
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Tabla 18. Intervalos de confianza del 95.0% para los estimados de los coeficientes — NDEA.

Parametro Estimado |Error Estandar Limite Inferior Limite Superior
INTERCEPTO -13845.4 5182.0 -24517.9 -3172.83
PENDIENTE 25295.2 224.935 24831.9 25758.5

Grafica del Modelo Ajustado
NDEA - Area = -13845.4 + 25295.2*Concentracién

(X 100000)
15

12 - -

NDEA - Area

0 _|’ 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50
Concentracion

Figura 17. Intervalo lineal NDEA (0.8 — 50 ng/mL).

En la Figura 17 se observa el comportamiento de las concentraciones con respecto a su

area para NDEA en las 3 curvas realizadas.

10.2.4. Intervalo de trabajo (Linealidad del sistema).
En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del intervalo de trabajo, que a diferencia
del intervalo lineal, este demuestra solo el rango en el que se espera que se encuentren las

concentraciones de nitrosaminas de losartan potasico.

Tabla 19. Intervalo de trabajo NDMA.

CONCENTRACION ]
AREA
(ng/mL)
1 21743
24042
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CONCENTRACION
(ng/mL)

AREA

24541
141230
5 147561
139540
276635
10 269809
273929
431437
15 416374
417299
577269
20 554532
554101
718908
25 721890
723990

En la Tabla 20, se muestran los resultados obtenidos de la ecuacién de la recta obtenida

por medio del programa Statgraphics version 19.:
y=28808.3x — 7414.19

Tabla 20. Modelo Lineal: Y = a + b*X — NDMA.

Estimado de Error Estadistico
Parametro  |Minimos Cuadrados Estandar T Valor-P
Intercepto -7414.19 3801.86 -1.95015 0.0689
Pendiente  |28808.3 251.051 114.751 0.0000
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En la Tabla 21 se muestran los resultados del analisis de varianza que se realizé para
NDMA, en donde se observa que el valor de P es menor a 0.05, por lo que se aceptaria la
hipotesis alterna en donde dice que al menos una media es diferente al resto. Lo cual tiene

sentido y demuestra la linealidad ya que cada concentracion tiene una respuesta diferente.

Tabla 21. Analisis de Varianza — NDMA.

Fuente Suma de Cuadrados GL |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Modelo 1.0291E12 1 ]1.0291E12 13167.70 |0.0000
Residuo 1.25045E9 16 |7.81531E7

Falta de 6.79715E8 4 |1.69929E8 3.57 0.0385
Ajuste

Error Puro |5.70734E8 12 |4.75612E7

Total (Corr.)|1.03035E12 17

Coeficiente de correlacion = 0.999393
R-Cuadrada = 99.8786 porciento

Finalmente, en la Tabla 22 se muestran los resultados obtenidos para el intervalo de
confianza de la pendiente (28276.1 — 29340.5), en donde se demuestra que no incluye el

cero y que existe una correlacion entre la concentracién y el area obtenida para NDMA.

Tabla 22. Intervalos de confianza del 95.0% para los estimados de los coeficientes.

Parametro Estimado |Error Estandar |Limite Inferior [Limite Superior
INTERCEPTO -7414.19 |3801.86 -15473.8 645.401
PENDIENTE 28808.3 |251.051 28276.1 29340.5
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Grafica del Modelo Ajustado
NDMA - Area IT = -7414.19 + 28808.3*Concentracién _ IT

(X 100000)
8

NDMA - Area IT

0 1 1 1 1 1 1]
0 5 10 15 20 25
Concentracion _ IT

Figura 18. Intervalo de trabajo NDMA (1 — 25 ng/mL).

En la Figura 18 se observa el comportamiento grafico de las concentraciones de 1 — 25
ng/mL con respecto a la respuesta analitica (area) del intervalo de trabajo que esta
marcado por el MGA 0612.

En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos del intervalo de trabajo para NDEA.
Tabla 23. Intervalo de trabajo NDEA.

CONCENTRACION
(ng/mL)

AREA

24756
1 24798
29791
109327
5 119292
124294
241436
10 232189
239250
341892
358078

15
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En la Tabla 24, se muestran los resultados obtenidos de la ecuacion de la recta obtenida

CONCENTRACION i

(ngimL) AREA
356528

472901

20 479549
468412

609147

25 606005

604705

por medio del programa Statgraphics version 19.:
y=24030.1x — 2028.87

Tabla 24. Modelo Lineal: Y = a + b*X — NDEA.

Estimado de Error Estadistico
Parametro Minimos Cuadrados Estandar T Valor-P
Intercepto -2028.87 3137.59 -0.646634  |0.5270
Pendiente 24030.1 207.187 115.983 0.0000

En la Tabla 25 se muestran los resultados del analisis de varianza que se realizé para
NDEA, en donde se observa que el valor de P es menor a 0.05, por lo que se aceptaria la
hipotesis alterna en donde dice que minimo una media es diferente al resto. Lo cual tiene

sentido y demuestra la linealidad ya que cada concentracion tiene una respuesta diferente.

Tabla 25. Analisis de Varianza — NDEA.

Fuente Suma de GL |Cuadrado Medio Razoén-F  |Valor-P
Cuadrados
Modelo 7.16034E11 1 [7.16034E11 13452.01 |0.0000
Residuo 8.51661E8 16 |5.32288E7
Falta de Ajuste |4.39317E8 4 [1.09829E8 3.20 0.0427
Error Puro 4.12345E8 12 [3.4362E7
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Fuente Suma de GL [Cuadrado Medio Razon-F |Valor-P
Cuadrados
Total (Corr.) 7.16886E11 17

Coeficiente de correlacion = 0.999406

R-Cuadrada = 99.8812 porciento

Tabla 26. Intervalos de confianza del 95.0% para los estimados de los coeficientes — NDEA.

Parametro Estimado |Error Estandar Limite Inferior Limite Superior
CONSTANTE -2028.87  |3137.59 -8680.28 4622.53
PENDIENTE 24030.1 207.187 23590.9 24469.3

(X 1ooooo§

NDEA - Area IT
IS

Grafica del Modelo Ajustado

NDEA - Area IT = -2028.87 + 24030.1*Concentracién _ IT

Figura 19. Intervalo de trabajo NDEA (1 — 25 ng/mL).

10.2.5. Especificidad.

1
10

1
15

20

Concentracion _ IT

25

Para demostrar que el método es especifico se realizaron inyecciones de la solucion

estandar de Nitrosaminas, solucion muestra, solucidn muestra adicionada, fase movil A

(acido férmico al 0.1 %), fase movil B (acido formico 0.1 % en metanol), agua 100 % y

metanol 100 %. Estas inyecciones se realizaron debido a que se debe demostrar que no

existe otro analito que interfiera en la cuantificacion de NDMA y NDEA. Es por eso, que se
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debe evaluar cada solucion que este en contacto con las muestras, desde el diluente para
su extraccion como la fase movil paa su analisis. Aunado a esas soluciones, fue importante
realizar las inyecciones de muestras adicionadas con nitrosaminas para demostrar que
existe una respuesta analitica. A continuacion se presentan las Figuras obtenidas para esta

prueba.

En la Figura 20 se muestra un blanco de reactivos para NDMA que corresponde a 100 %
de agua, ya que este fue el diluente que se utilizé para la extraccién de las nitrosaminas.
En las Figuras 20a y 20b se observan los cromatogramas obtenidos para el ion que
cuantifica y el ibn que confirma, en donde no se observa ninguna sefal cromatografica
indicando asi que el blanco de reactivos no tiene presencia de algun componente que
pudiera interferir en la deteccién y cuantificacion de NDMA. Finalmente la Figura 20c
muestra el espectro de masas que se ha solicitado al equipo analitico que monitoree para

la deteccidn de tal nitrosamina.

NDMA

+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1 -> 43.2, 75.0 -> 44.1 + MRM (1.549-1.633 min) (75.1->**,75.0->**) |
*‘é‘ x10%] x10% Ratio = 6.4 (163.5 %) "é‘ x10% |
38 7 1.757 8 164 432

1.7 1,581 min. 1.5—W'\/\"\/VWWN\/WM 1.4

1.6 1.257 1.2
1 1

1.5
0.757 0.8

1.4 0.5 0.6
1.37 ‘ ‘ 0'257,%‘,_\%,‘ 0.4
0.2 75.0
1.2 [om o) Py
T T T T T T T T T 1 UL T
1 1.5 2 2.5 1 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 20. Especificidad. Blanco de reactivos — NDMA.

En la Figura 21 se muestra un blanco de reactivos pero para la nitrosamina NDEA. En las
Figuras 21ay 21b se observan los cromatogramas obtenidos para el idbn que cuantifica y el
idon que confirma, en donde no se observa ninguna sefial cromatografica indicando asi que
el blanco de reactivos no tiene presencia de algun componente que pudiera interferir en la
deteccion y cuantificacion de NDEA. Finalmente la Figura 21c muestra el espectro de masas

que se ha solicitado al equipo analitico que monitoree para la deteccion de tal nitrosamina.
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NDEA
+ MRM (4.977-5.108 min) (103.1->**,102.8->**

g x103 | x10% Ratio = 44.6 (6397.7 %) J§ x10%
3 1.6 5.074 min. - Ratio = 33.4 (94.9 %) K 1.4 75.1
1.4 1.5 1.2
1.24 1.257 1
17 17
0.8
0.87 0.75 |
0.6 : 0.6
0.5 47.1
0.4 | 0.4
0.2 0.25 0.2 102.8
o 0
T T T T T T T 0~ TZN 1 A T T
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 21. Especificidad. Blanco de reactivos — NDEA.

Las Figuras 22 y 23 muestran la inyeccion del reactivo metanol para el analisis de NDMA y
NDEA respectivamente. En donde el metanol se utilizé como fase mévil B. En ambas
Figuras se puede observar que no existe una interferencia en el tiempo de retencion de las
dos nitrosaminas que se buscan monitorear y que esta definido por el espectro de masas

indicado en el inciso ¢ de cada Figura.

NDMA
+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1->43.2, 75.0 -> 44.1 + MRM (1.571-1.654 min) (75.1->*%*,75.0->**) !
,}gﬂ X104_ X104_ Not Found }SB X104:
3 8 432
1.6
2.21 2 1.4
2 1.5 WA A, 1.2
.
1.8 m _
min. 1 gg
1.6 | 61
0.5 0.41
1.4 o M,A_{km 0.2 7%0
T T T T T T T 0~ T T T T 1 1
1 1.5 2 2.5 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Acquisition Time (min)

a

Figura 22. Especificidad. Metanol — NDMA.

Mass-to-Charge (m/z)
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NDEA
+ MRM CID@10.0 (103.1 -> 75.1) WorklistData- 103.1 -> 75.1, 103.1 -> 47.1, 102.8 -> 75.1 4+ MRM (5.105-5.211 min) (103.1->**,102.8->*
g x103: x10% Ratio = ?, x10%
3 L6 1.75- Ratio = 6.8 (19.2 %0) 3 12 75.1
1.4 5.169 1.5 N
1.29 1.25
17 . 0.8
0.8 0.751 0.6
g-i: 0.5 041 471
0.2 0'2;’; 0.2 102.8
o T T T T T T T T 0~ TZN 1 T |. T
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 23. Especificidad. Metanol — NDEA.

En las Figuras 24 y 25 se observa la inyeccion correspondiente a la Fase Mévil A (acido
férmico 0.1 % en agua). En donde no se observa ninguna sefial cromatografica, indicando

asi que no existe alguna interferencia para la deteccién y cuantificacion de las nitrosaminas.

NDMA
+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1->43.2,75.0 > 44.1 + MRM (1.556-1.647 min) (75.1->*%*,75.0->%%*)"
g x10] x10* Ratio = 2 x10]
8 17 7 8 164 432
1.6 1.5 V\/'\'V"\/N/\m,\ 1.4
1.5 1.257 1.2
1.41 1 1
1.3 0.757 0.87
1.2 0.57 0.6
1.1+ 0.25- 0.47
- mm*«mwﬂ»«— 021 750
T T T T T T T T AT T T T T 1 1
1 1.5 2 2.5 1 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 24. Especificidad. Fase movil A (acido formico 0.1 % en agua) — NDMA.
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NDEA
+ MRM CID@10.0 (103.1 -> 75.1) WorklistData- 103.1-> 75.1, 103.1 -> 47.1, 102.8 -> 751 + MRM (5.171-5.247 min) (103.1->**,102.8->*"
’g x103 | x10%7 Ratio = 36.9 (5283.4 %) g x103
pato= o i
8 1.75 1751 Ratio = 50.3 (141 5 %) 8 75.1
1.57 20k m 15 17
1.257 - ¥ 1.257 0.8
a 1 0.6
0.757 0.757
0.57 0.5 0.4 47.1
0.257 0~2[5): 0.2 102.8
o T T T T T T T T 0~ T2 T Al T T
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 25. Especificidad. Fase movil A (acido férmico 0.1 % en agua) — NDEA.

En las Figuras 26 y 27 se observa la inyeccion correspondiente a la Fase Mévil B (acido
férmico 0.1 % en metanol). En donde no se observa ninguna sefial cromatografica,
indicando asi que no existe alguna interferencia para la deteccion y cuantificacion de las

nitrosaminas.

NDMA
+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1 -> 43.2, 75.0 -> 44.1 + MRM (1.518-1.553 min) (75.1->**,75.0->%*) 1
é x10% | x10% | Not Found “é x104
8 8 1 432
2.24 2- 1.6
1.4
by 1.57 AUV 1.2
1.8 " 1
min. 1 0.8
1.6 —
0.57 0.67
1.4 0.4
“ :
1.2 T T T T T T T T 0~ T T T T 1 1
1 1.5 2 2.5 1 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 26. Especificidad. Fase movil B (acido formico 0.1 % en metanol) — NDMA.

Facultad de Farmacia, UAEM 80



'UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

-

\-]icultad

de Farmacia

uAE

™

ﬁ\\Lambda
v " .‘ . ‘

NDEA
+ MRM CID@10.0 (103.1 -> 75.1) WorklistData- 103.1->75.1, 103.1 -> 47.1, 102.8 > 751 + MRM (5.035-5.241 min) (103.1->**,102.8->**
g x103 | x10*H Ratio = 1.8 (255.1 %) g x103
3 16l | Ratio = 10.4 (29.3 %) 3 751
: 5.208 mif). | 1.2
1.4 1.5
1.2 1.254 iy
n 1 0.8
0.8 0.751 _|
06 7] p 0.6
0.4 075 0.47 47.
0.9 : 0.27 102.8
N 0 o) ®
| [ | | | I I T T A T I | |
45 5 5.5 6 45 5 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 27. Especificidad. Fase movil A (acido formico 0.1 % en metanol) — NDEA.

Las Figuras 28 y 29 muestran la inyeccion de la solucion estdndar a 2 ng/mL para cada
nitrosamina (NDMA y NDEA). Se observa en la Figura a el ion cuantificador para cada una,
en la Figura b se observa el ion que confirma el analito que se esta detectando y finalmente

se observa la fragmentacion de cada molécula en la Figura c.

NDMA

+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1->43.2, 75.0 -> 44.1 + MRM (1.536-1.754 min) (75.1->**,75.0->**) '

g x107] 1.612 min. x10% | Ratio = 1.7 (42.5 th) ’é' x10%
3 I 38 1 432
2.7 pu 1.757
Z 1.57
1.87 1.57 1.25
1.6 1 1
1.47 0.757
1.2+ 0.57 0.51
7 0.257 75.0
! O'V‘”‘ o) s
I I I I I I I T I I T T I [ I
1 1.5 2 2.5 1 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c
Figura 28. Especificidad. Solucién estandar 2 ng/mL — NDMA.
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NDEA
+ MRM CID@10.0 (103.1 -> 75.1) WorklistData- 103.1 -> 75.1, 103.1 -> 47.1, 102.8 -> 75.1 + MRM (5.028-5.288 min) (103.1->**,102.8->*"
g x10% 5.12Q min. x10% | Ratio = 19.8 (2833.0 %) ’é x103 |
ia = 0
3 - N Ratiq = 36.6 (103}|1 %) 3 + 75.1
3.5
0.8 |
0.8 3
0.67 0.6 2.57
by
0.4 -
0.4 1.5
0.2 0.2 1 47.1
0.5 102.8
0 0 o) 73
T T T T T T T T VN T AT T T
45 5 5.5 6 45 5 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 29. Especificidad. Solucién estandar 2 ng/mL — NDEA.

Las Figuras 30 y 31 muestran la inyeccion correspondiente a la materia prima que se utilizo
para hacer toda la validacion del método analitico. Para NDMA no se observa ninguna sefal
cromatografica, sin embargo, para NDEA se observa una sefal al tiempo de retencion de
4.941. NDEA tiene tiempo de retencion de 5.1 minutos, por lo que la sefial cromatografica
que se visualiza no corresponde a la nitrosamina, sino a otro compuesto que tiene dentro
de su fragmentacion la misma relacion m/z que NDEA. Aunado de que el % de confirmacion

es bajo con un 74.4 %.

NDMA
+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1 -> 43.2, 75.0 -> 44.1 + MRM (1.532-1.622 min) (75.1->** 75.0->%*) !
g x10% x10%] Ratio = 12.9 (328}4 %) ‘g x104]
8 1.4 8 1 432
1.21 1.1 1.4+
11 -1_ 1.27
087 0.8 1
0.67 0.61 0.81
0.47 0.4 0.67
0.2 0.21 0.4
-«—»/\—\‘\-———w 0.2 75.0
07 07 o ®
T T T T T T T T T T T T T T T
1 1.5 2 2.5 1 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 30. Especificidad. Materia prima de losartan potasico — NDMA.
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NDEA

+ MRM CID@10.0 (103.1 -> 75.1) WorklistData- 103.1 -> 75.1, 103.1 -> 47.1, 102.8 > 75.1

+ MRM (4.855-5.125 min) (103.1->**,102.8->*"

£ x10%] 4.941 mi). x10%] Ratio = 0.5 (74.4 f) £ x10®
g 5 3— Ratio = 35.8 (jL00/8 %) 3 751
2.57 254 0.8
2 |
2 0.6
1] 1.5
17 1 0.4
0.57 0.5 |
I A S PREUASY 0.2
0 0 471 102.8
o ] [
T T T T T T T TZN 1 T T T
4.5 5 5.5 6 4.5 5 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 31. Especificidad. Materia prima de losartan potasico — NDEA.

Finalmente, las Figuras 32 y 33 muestran la materia prima de losartan potasico adicionado
con 2 ng/mL de cada una de las nitrosaminas. Para NDEA se observa que la sefial
cromatografica del tiempo de retencion de 4.9, no impacta en la deteccion de la nitrosamina.

NDMA
+ MRM CID@18.0 (75.1 -> 43.2) WorklistData-0 75.1->43.2, 75.0 -> 44.1 + MRM (1.549-1.682 min) (75.1->**,75.0->**)
g x104] 1.609 min. x10*| Ratio = 3.8 (97.3 1) g x104
8 - 8 2 432
1.757 1.751
1.57 | |
1.5 1.5
1.257 1.254
0 7:15— 1 o
0.57 0.51 0.757
0.251 0.5
o o i 0.257 75.0
T I I T I I I 0~ I T T I T 1 I
1 1.5 2 2.5 1 1.5 2 2.5 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 32. Especificidad. Materia prima de losartan potasico adicionada con nitrosaminas a 2
ng/mL — NDMA.
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NDEA

+ MRM CID@10.0 (103.1 -> 75.1) WorklistData- 103.1 -> 75.1, 103.1 -> 47.1, 102.8 > 75.1 4+ MRM (5.048-5.200 min) (103.1->**,102.8->*"

£ x104 x10%] Ratio = 30.2 (4329.6 %) £ x10]
3 35| Ratio = 584 (16414 %) 8§ 751
3 3
-_| 54
2.5 2.5
27 2 4
1.5 15 min. 1.57 3
iy 17 .
0.57 0.57 o 471
o L o SNV 1028
T T T T T T 0~ VAN 1 T T
4.5 5 5.5 6 5.5 6 40 60 80 100
Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)
a b c

Figura 33. Especificidad. Materia prima de losartan potasico adicionada con nitrosaminas a 2
ng/mL — NDEA.

10.2.6. Exactitud (Recuperacion).

En la Tabla 27 se muestran los resultados obtenidos de la prueba de exactitud, donde se
observa que el porcentaje de recobro se encuentra entre el 80y 120 % y el % CV de las 6
determinaciones es menor de 20 %. Para calcular la concentracién recuperada, fue
necesario determinar un factor de extraccion para cada nitrosamina al comparar las

pendientes de la linealidad del método y la de la linealidad del sistema.

Tabla 27. Exactitud (Recuperacion).

Facultad de Farmacia, UAEM

Exactitud Exactitud | Factor de | Factor de | Exactitud Exactitud
NDMA NDEA extraccion | extraccion | corregida corregida
(%) (%) NDMA NDEA (%) (%)
76.4 85.5 106.960 101.745
69.3 77.5 97.020 92.225
7.7 87.8 100.380 104.482
75.2 93.0 4 119 105.280 110.670
75.4 68.4 105.560 81.396
70.6 86.9 98.840 103.411
Promedio 102.3 99.0
% CV 4.0 10.6
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10.2.7. Linealidad del Método.

En la Tabla 28 se muestran los resultados obtenidos en la linealidad del método, en donde
se evalua la cantidad que se recupera a diferentes niveles de concentracién. Con el factor
de extraccion se calculd la concentracion recuperada, en donde se observé que todos los

niveles se encontraron dentro de los limites de 80 — 120 % cumpliendo con el criterio de

aceptacion.
Tabla 28. Linealidad del método NDMA.
Concentracion Recobro Concentracion
adicionada Recobro | Factor de corregido recuperada % CV
(%) extraccion
(ng/mL) (%) (ng/mL)
72.2 101.08 1.01080
1 72.5 101.50 1.01500 6.25
64.8 90.72 0.90720
68.4 95.76 4.78800
5 751 105.14 5.25700 10.19
61.2 85.68 4.28400
79.2 110.88 11.08800
10 73.2 102.48 10.24800 4.32
78.7 110.18 11.01800
78.3 140 109.62 16.44300
15 72.5 101.50 15.22500 5.38
70.7 98.98 14.84700
75.7 105.98 21.19600
20 711 99.54 19.90800 3.40
71.8 100.52 20.10400
75.5 105.70 26.42500
25 71.4 99.96 24.99000 4.31
69.4 97.16 24.29000

En la Tabla 29, se muestran los resultados obtenidos de la ecuacion de la recta obtenida

por medio del programa Statgraphics version 19.:
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y=1.01672x + 0.0683892

Tabla 29. Modelo Lineal: Y = a + b*X NDMA.

Estimado de Error Estadistico
Parametro Minimos Cuadrados |Estandar |T Valor-P
Intercepto 0.0683892 0.290381 [0.235516 |0.8168
Pendiente 1.01672 0.0191749 [53.0236 0.0000

En la Tabla 30 se muestran los resultados del andlisis de varianza que se realizd para
NDMA, en donde se observa que el valor de P es menor a 0.05, por lo que se aceptaria la
hipotesis alterna en donde dice que minimo una media es diferente al resto. Lo cual tiene

sentido y demuestra la linealidad ya que cada concentracion tiene una respuesta diferente.

Tabla 30. Analisis de Varianza.

Fuente Suma de Cuadrados |GL |Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Modelo 1281.82 1 1281.82 2811.50 |0.0000
Residuo 7.29473 16 0.455921

Falta de Ajuste 1.65561 4 0.413902 0.88 0.5040
Error Puro 5.63913 12 0.469927

Total (Corr.) 1289.12 17

Coeficiente de correlacion = 0.997167
R-Cuadrada = 99.4341 porciento

En la Figura 34 se observa la representacion grafica de la linealidad del método, en donde

el eje x indica la concentracién adicionada y el eje y la concentracion recuperada. Se

realiz6 por triplicado cada linealidad.
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Grafica del Modelo Ajustado
Concentracion recuperada NDMA = 0.0683892 + 1.01672*Concentracion adicionada

30 ' ' ' ' &
25 £
20 E
1s | E
10f E

5F 3

Concentracion recuperada NDMA
o

0 -_I 1 1 1 1 I_-
1] 5 10 15 20 25
Concentracion adicionada

Figura 34. Linealidad del método — NDMA (1 — 25 ng/mL).

En la Tabla 31 se muestran los resultados obtenidos en la linealidad del método para
NDEA, en donde se observé que todos los niveles se encontraron dentro de los limites de

80 — 120 % cumpliendo con el criterio de aceptacion.

Tabla 31. Linealidad del método NDEA.

Concentracion | Recobro | Factor de Recob-ro Concentracion
adicionada (%) extraccion corregido | Recuperada %V
(%) (ng/mL)
69.0 82.110 0.82110
1 92.3 109.837 1.09837 14.66
78.5 93.415 0.93415
86.0 102.340 5.11700
5 76.2 90.678 4.53390 6.79
771 91.749 4.58745
84.6 119 100.674 10.06740
10 78.7 93.653 9.36530 5.13
76.7 91.273 9.12730
81.7 97.223 14.58340
15 77.4 92.106 13.81590 2.92
78.1 92.939 13.94080
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80.5 95.795 19.15900
20 80.2 95.438 19.08760 0.50
81.0 96.390 19.27800
81.6 97.104 24.27600
25 82.9 98.651 24.66270 1.66
80.2 95.438 23.85950

En la Tabla 32, se muestran los resultados obtenidos de la ecuacion de la recta obtenida
por medio del programa Statgraphics version 19.:
y=0.96764x — 0.128155

Tabla 32. Modelo Lineal: Y = a + b*X NDEA.

Estimado de Error Estadistico
Parametro Minimos Cuadrados |Estandar T Valor-P
Intercepto -0.128155 0.144391 -0.887555 |0.3879
Pendiente 0.96764 0.00953472 |101.486 0.0000

En la Tabla 33 se muestran los resultados del analisis de varianza que se realizé para
NDEA, en donde se observa que el valor de P es menor a 0.05, por lo que se aceptaria la
hipotesis alterna en donde dice que minimo una media es diferente al resto. Lo cual tiene

sentido y demuestra la linealidad ya que cada concentracion tiene una respuesta diferente.

Tabla 33. Analisis de Varianza NDEA.

Fuente Suma de GL |Cuadrado Medio |Razén-F |Valor-P
Cuadrados
Modelo 1161.04 1 [1161.04 10299.39 (0.0000
Residuo 1.80367 16 [0.112729
Falta de Ajuste |0.398754 4 10.0996885 0.85 0.5196
Error Puro 1.40492 12 |0.117076
Total (Corr.) 1162.85 17
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Coeficiente de correlacion = 0.999224
R-Cuadrada = 99.8449 porciento

En la Figura 35 se observa la representacion grafica de la linealidad del método, en donde
el eje x indica la concentracién adicionada y el eje y la concentracion recuperada. Se

realiz6 por triplicado cada linealidad.

Grafica del Modelo Ajustado
Concentracion recuperada NDEA = -0.128155 + 0.967639*Concentracion adicionada

25__I T T T T I-

20
15|

10 -

Concentracion recuperada NDEA

0 -_I 1 1 1 1 1 ]
0 5 10 15 20 25
Concentracion adicionada

Figura 35. Linealidad del método — NDEA (1 — 25 ng/mL).

10.2.8. Limite de deteccion y limite de cuantificacion.

En la Tabla 34 se muestran los resultados obtenidos del limite de deteccion para NDMA,
en la cual se puede observar que la relacion sefal/ruido (s/n) es mayor a 3 en el punto de
0.5 ng/mL, definiéndose esta concentracion como la del limite de deteccion, ya que con
esta relacion es posible visualizar un pico cromatografico. De lo contrario no se distinguiria

la sefial confundiendose con el propio ruido del equipo.

En la Tabla 35 se muestran los resultados obtenidos para el limite de deteccion de NDEA,
en la cual se puede observar que la relacién sefial/ruido (s/n) para NDEA es mayor a 3 en

el punto de 0.2 ng/mL, definiéndose esta concentracion como la del limite de deteccion.
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El limite de cuantificacion se establece como concentracién la de 1 ng/mL, ya que es la
minima concentraciéon que solicita el MGA 0612.

Tabla 34. Limite de deteccion NDMA.

Muestra S/IN
SET 2 ppb 104.11
SET 2 ppb 114.60
SET 2 ppb 117.86
SET 2 ppb 16.27
SET 2 ppb 104.10
SET 2 ppb 30.46
LD LC 0.2 ppb_1 113.48
LD LC 0.2ppb 2 134.67
LD LC 0.2ppb 3 104.03
LD LC 0.3 ppb_1 5.20
LD LC 0.3ppb 2 1.53
LD LC 0.3ppb 3 31.93
SET 2 ppb 17.15
LD LC 0.5 ppb_1 57.02
LD LC 0.5 ppb_2 60.48
LD LC 0.5 ppb_3 29.15
LD LC 0.8 ppb_1 237.99
LD LC 0.8 ppb 2 85.84
LD LC 0.8ppb 3 83.39
SET 2 ppb 14.33

LD LC 1 ppb_1 12.73
LD LC 1ppb 2 136.65
LD LC 1ppb 3 119.49
SET 2 ppb 22.43
SET 2 ppb 23.08
SET 2 ppb 32.36
Blanco 37.84

Tabla 35. Limite de deteccion NDEA.

Muestra S/IN
SET 2 ppb 535.94
SET 2 ppb 561.10
SET 2 ppb 365.29
SET 2 ppb 1304.97
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Muestra S/IN
SET 2 ppb 1963.91
SET 2 ppb 506.87

LD _LC_0.2 ppb_1 180.41
LD _LC_0.2 ppb_2 151.22
LD _LC_0.2 ppb_3 299.65
LD LC 0.3 ppb_1 2167.59
LD LC 0.3 ppb 2 104.04
LD LC 0.3 ppb_3 126.55
SET 2 ppb 627.50

LD LC 0.5 ppb_1 109.78
LD LC 0.5ppb 2 98.38
LD LC 0.5ppb 3 157.04
LD LC 0.8 ppb_1 358.60
LD LC 0.8 ppb 2 282.08
LD LC 0.8 ppb_3 320.70
SET 2 ppb 844.56

LD LC 1 ppb_1 200.44

10.2.9. Precision y exactitud del limite de cuantificacion.

En la Tabla 36 se muestran los resultados obtenidos de la precision y exactitud del limite

de cuantificacion (1 ng/mL) para NDMA y NDEA, la prueba cumple con el porcentaje de

recobro entre 80 — 120 % y % CV de las 6 muestras < 20 %.

Tabla 36. precision y exactitud del limite de cuantificacion NDMA y NDEA.

LC
Limite de Limite de Factor de | Factor de ) LC
| Corregido )
cuantificacion | cuantificacion | extraccion | extraccion NDMA Corregido
NDMA (%) NDEA (%) NDMA NDEA %) NDEA (%)
0
81.3 84.3 113.8 100.3
80.2 86.3 112.3 102.7
82.7 81.1 115.8 96.5
1.40 1.19
72.0 91.3 100.8 108.6
76.2 79.8 106.7 95.0
75.0 72.0 105.0 85.7
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LC
Limite de Limite de Factor de | Factor de LC
] L » .. | Corregido )
cuantificacion | cuantificacion | extraccion | extraccion NDMA Corregido
NDMA (%) NDEA (%) NDMA NDEA %) NDEA (%)
0
Promedio 109.1 98.1
% CV 5.3 7.9
10.2.10. Repetibilidad.

En la Tabla 37 se muestran los resultados obtenidos para NDMA y NDEA, se observa que

el % CV de las 6 muestras fue menor de < 20 %.

Tabla 37. Repetibilidad NDMA y NDEA.

Repetibilidad | Repetibilidad | Factor de | Factor de | Repetibilidad | Repetibilidad
NDMA NDEA extraccion | extraccion | corregida corregida
(%) (%) NDMA NDEA (%) (%)
72.4 98.9 101.4 17.7
66.6 98.9 93.2 17.7
71.0 86.9 99.4 103.4
65.0 100.1 149 19 91.0 119.1
61.0 96.1 85.4 114.4
64.7 725 90.6 86.3
Promedio 93.5 109.8
% CV 6.4 11.7
10.2.11. Precision Intermedia.

En la Tabla 38 se muestran los resultados obtenidos para NDMA de los 3 analistas
involucrados. Se puede observar que él % CV de las 6 muestras de cada analista es menor
del 20 %. En la

Tabla 39 se muestra el % CV de las muestras globales, el cual es menor a 25 %.
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Tabla 38. Reproducibilidad NDMA.

o Factor de | Repetibilidad
Analista / Dia Repetlblllodad NDMA extraccion corregida % CV
(%) NDMA NDMA (%)
A1D1-M1 72.4 1.4 101.4
A1D1-M2 66.6 1.4 93.2
A1D1-M3 71.0 1.4 99.4
A1D2-M1 71.0 1.4 99.4 >
A1D2-M2 75.3 1.4 105.4
A1D2-M3 64.1 1.4 89.7
A2D1-M1 69.1 1.4 96.7
A2D1-M2 75.8 1.4 106.1
A2D1-M3 75.9 1.4 106.3
A2D2-M1 79.0 1.4 110.6 "0
A2D2-M2 71.0 1.4 99.4
A2D2-M3 83.7 1.4 117.2
A3D1-M1 65.3 1.4 91.4
A3D1-M2 69.1 1.4 96.7
A3D1-M3 73.6 1.4 103.0 25
A3D2-M1 78.9 1.4 110.5
A3D2-M2 79.3 1.4 111.0
A3D2-M3 73.8 1.4 103.3

Tabla 39. Resumen estadistico Precision NDMA global.

Recuento 18
Promedio 102.27
Desviacion Estandar 7.35911
Coeficiente de Variacion 7.19577%
Minimo 89.74
Maximo 117.18
Rango 27.44
Sesgo Estandarizado 0.251544
Curtosis Estandarizada -0.346458
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De igual manera, en la jError! La autoreferencia al marcador no es valida. se muestran
los resultados obtenidos para NDEA de los 3 analistas involucrados. Se puede observar

que él % CV de las 6 muestras de cada analista es menor del 20 %, en la

Tabla 41 se muestra el % CV de las muestras globales, el cual es menor a 25 %.

Tabla 40. Reproducibilidad NDEA global.

Repetibilidad Repetibilidad
Analista / Dia NDEA Fac.tc’>r de corregida NDEA | % CV
(%) extraccion NDEA (%)

A1D1-M1 98.9 1.2 17.7

A1D1-M2 98.9 1.2 17.7

A1D1-M3 86.9 1.2 103.4

A1D2-M1 86.2 1.2 102.6 o
A1D2-M2 90.9 1.2 108.2

A1D2-M3 90.5 1.2 107.7

A2D1-M1 99.1 1.2 117.9

A2D1-M2 79.0 1.2 94.0

A2D1-M3 78.5 1.2 93.4 04
A2D2-M1 93.0 1.2 110.7

A2D2-M2 93.3 1.2 111.0

A2D2-M3 89.8 1.2 106.9

A3D1-M1 72.1 1.2 85.8

A3D1-M2 83.3 1.2 99.1

A3D1-M3 78.0 1.2 92.8 9.9
A3D2-M1 95.9 1.2 114.1

A3D2-M2 82.0 1.2 97.6

A3D2-M3 88.5 1.2 105.3
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Tabla 41. Resumen estadistico Precision NDEA global.

Recuento 18
Promedio 104.773
Desviacion Estandar 9.48952
Coeficiente de Variacion 9.05723%
Minimo 85.799
Maximo 117.929
Rango 32.13
Sesgo Estandarizado -0.521369
Curtosis Estandarizada -0.621482

10.2.12. Sesgo.

El sesgo se evalud con los resultados obtenidos de la exactitud del método al restar la

cantidad de nitrosaminas adicionadas menos la cantidad de nitrosaminas recuperada..

Tabla 42. Sesgo para NDMA.

Concentracion Concentracion Sesgo

adicionada recuperada (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL)

13.69088 0.89088

12.41856 0.38144

128 12.84864 0.04864

13.47584 0.67584

13.51168 0.71168

12.65152 0.14848
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Tabla 43. Sesgo para NDEA.

Concentracion Concentracion Sesgo
adicionada recuperada (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL)
3.6017730 0.0617730
3.2647650 0.2752350
3.6986628 0.1586628
359 3.9177180 0.3777180
2.8814184 0.6585816
3.6607494 0.1207494

En la Tabla 44 se muestran los resultados obtenidos de sesgo para NDMA y NDEA, el
intervalo de confianza del porcentaje de recuperacion incluye el 100 % con un nivel de

confianza del 95 %.

Tabla 44. Intervalo de confianza para NDMA y NDEA.
NDMA 98.0194 % - 100.6610 %
NDEA 87.9912 % - 109.985 %

10.2.13. Robustez.

En la Tabla 45 se observan los resultados correspondientes a la prueba de robustez, en
donde se demostré que el tamafio de poro no tiene un efecto en la determinacion, ya que al
comparar los valores del % de recobro utilizando un tamafio de filtro de 0.2 um vs uno de
0.45 ym se obtuvo una diferencia absoluta del 5.2 %, teniendo un criterio de aceptacion para

la prueba de hasta un 20 %.
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Tabla 45. Robustez para NDMA.
Recobro RC | Recobro RC Factor de Recobro RC | Recobro RC
0.2 ym (%) 0.45 pm (%) extraccion 0.2 ym (%) 0.45 pym (%)
68.0 71.2 95.2 99.7
73.7 75.0 1.40 103.2 105.0
66.6 73.3 93.2 102.6
Promedio 97.2 102.4
Diferencia absoluta 5.2

De igual manera, en la Tabla 46 se observan una diferencia absoluta del 3.1 %, cumpliendo

la prueba de robustez para la nitrosamina NDEA.

Tabla 46. Robustez para NDEA.

Recobro RC | Recobro RC Factor de Recobro RC | Recobro RC
0.2 ym (%) 0.45 pym (%) extraccion 0.2 ym (%) 0.45 pm (%)
73.9 71.5 87.9 85.1
78.9 82.6 1.19 93.9 98.3
70.7 771 84.1 91.7

Promedio 88.6 91.7
Diferencia absoluta 31
10.2.14. Estabilidad del estandar.

En la Tabla 47 se muestran los resultados de estabilidad de la nitrosamina NDMA y a los

3y 7 dias en condicién de temperatura ambiente y refrigeracion respectivamente.

Se puede apreciar que la diferencia absoluta a los 3 dias es < 20 % para cada condicion

evaluada.

La estabilidad de 7 dias se cumple para la diferencia absoluta a temperatura ambiente, sin

embargo, no se recomienda analizar mas alla de 3 dias ya que se encuentra en el limite

de que deje de cumplir con un valor de 16.6 %. Para la estabilidad en refrigeracion se
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cumple con la diferencia absoluta, pero el % del estandar sale del intervalo de 80 — 120 %.
De manera tal que se recomienda en el método analitico el no usar la solucion estandar

para NDMA mas alla de 3 dias.

Tabla 47. Estabilidad de estandar para NDMA.

Tiempo 1 (3 dias) Tiempo 2 (7 dias)
Tiempo
.. | Temperatura | Refrigeracion | Temperatura | Refrigeracion
Muestra | 0 Inicial ]
o ambiente % ambiente %
° % %
M1 104.3 87.4 102.9 81.7 90.8
M2 100.9 103.6 92.2 82.7 76.4
M3 107.9 100.9 98.3 99.1 86.3
Promedio 104.4 97.3 97.8 87.8 84.5
Diferencia absoluta 71 6.6 16.6 19.9

En la Tabla 48 se muestran los resultados de estabilidad de la nitrosamina NDEA tanto a
temperatura ambiente y refrigeracién a los 3 y 7 dias respectivamente, donde se aprecia

que la diferencia absoluta a los 3 dias es < 20 % para cada condicién evaluada.

La estabilidad de 7 dias se cumple por la diferencia absoluta a temperatura ambiente, sin
embargo, no se recomienda analizar mas alla de 3 dias ya que al igual que para NDMA, el
valor se encuentra en el limite con un 19.9 %. Finalmente la estabilidad de 7 dias en
refrigeracion no se cumple con la diferencia absoluta y el % del estandar sale del intervalo
de 80 — 120 %. Por lo tanto, la solucién estandar para NDEA es estable en un periodo

maximo de 3 dias.

Tabla 48. Estabilidad de estandar para NDEA.

Tiempo 1 (3 dias) Tiempo 2 (7 dias)

Tiempo
.. | Temperatura | Refrigeracion | Temperatura | Refrigeracion
Muestra | 0 Inicial ]
o ambiente % ambiente %
’ % %
M1 105.0 100.5 97.4 83.6 79.1

Facultad de Farmacia, UAEM 98




S O
M2 100.0 87.3 93.8 80.2 77.9
M3 99.9 97.7 87.3 81.2 76.6
Promedio | 101.6 95.2 92.8 81.7 77.9
Diferencia absoluta 6.4 8.8 19.9 23.7

10.2.15. Estabilidad de la muestra.
Tabla 49 se demuestra la estabilidad de la muestra para la nitrosamina de NDMA a un

tiempo maximo de 3 dias a temperatura ambiente y en refrigeracién ya que la diferencia
absoluta a un periodo de 7 dias sobrepasa el 20 % permitido para ambas temperaturas

(temperatura ambiente y en refrigeracion.

Tabla 49. Estabilidad de muestra para NDMA.

Tiempo 1 (3 dias) Tiempo 2 (7 dias)
Tiempo
) Temperatura | Refrigeracion | Temperatura Refrigeracion
Muestra | 0 Inicial .
o ambiente % ambiente %
° % %
M1 72.4 72.3 79.8 114.0 104.6
M2 66.6 73.0 68.3 109.1 103.6
M3 71.0 79.1 77.2 111.6 108.3
Factor de extraccion = 1.40

M1 101.4 101.2 111.7 159.6 146.4
M2 93.2 102.2 95.6 152.7 145.0
M3 99.4 110.7 108.1 156.2 151.6
Promedio 98.0 104.7 105.1 156.2 147.7
Diferencia absoluta 6.7 71 58.2 49.7

En la

Tabla 50 se demuestra la estabilidad de la muestra para la nitrosamina de NDEA a un
tiempo maximo de 3 dias a temperatura ambiente y en refrigeracion, ya que al igual que
para NDMA, el valor de la diferencia absoluta a los 7 dias sobrepasa el limite permisible

que es 20 %.
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Tabla 50. Estabilidad de muestra para NDEA.
. Tiempo 1 (3 dias) Tiempo 2 (7 dias)
Tiempo
.. | Temperatura | Refrigeracion | Temperatura | Refrigeracion
Muestra | 0 Inicial
o ambiente % ambiente %
° % %
M1 98.9 85.1 83.4 118.2 109.3
M2 98.9 88.0 83.8 110.2 117.3
M3 86.9 88.9 81.0 106.6 119.5
Factor de extraccion = 1.19
M1 117.7 101.3 99.2 140.7 130.1
M2 117.7 104.7 99.7 131.1 139.6
M3 103.4 105.8 96.4 126.9 142.2
Promedio 112.9 103.9 98.4 132.9 137.3
Diferencia absoluta 9.0 14.5 20.0 244

10.2.16.

La incertidumbre se determind en funcion de diferentes variables, como lo fueron los

Incertidumbre.

estandares utilizados, las balanzas, la propia variabilidad del método, de los analistas, de los
equipos y del material volumétrico utilizad. En donde se obtuvo para NDMA es de £ 0.32
ng/mL y para NDEA es de + 0.38 ng/mL.

10.3. Cuantificacion de Nitrosaminas en productos terminados.

Posterior a la validacion del método analitico, éste se retd para cuantificar nitrosaminas en
muestras de producto terminado de losartan potasico. Para ello, se adquirieron 5 diferentes
marcas Y lotes de tabletas de losartan potasico de 50 mg. Aunado a ello, se decidi6 evaluar
si habia presencia de nitrosaminas en otros medicamentos como lo son: metformina, acido

acetilsalicilico, ibuprofeno y naproxeno.
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Tabla 51. Cuantificacion de nitrosaminas en producto terminado.

Medicamento

Muestra

NDMA

NDEA

Losartan potasico

Lote 1 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 1 Muestra 2

No detectado

No detectado

Lote 2 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 2 Muestra 2

No detectado

No detectado

Lote 3 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 3 Muestra 2

No detectado

No detectado

Lote 4 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 4 Muestra 2

No detectado

No detectado

Lote 5 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 5 Muestra 2

No detectado

No detectado

Metformina

Lote 1 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 1 Muestra 2

No detectado

No detectado

Acido acetilsalicilico

Lote 1 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 1 Muestra 2

No detectado

No detectado

Ibuprofeno

Lote 1 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 1 Muestra 2

No detectado

No detectado

Naproxeno

Lote 1 Muestra 1

No detectado

No detectado

Lote 1 Muestra 2

No detectado

No detectado

En la cuantificacion de muestras de producto terminado se observé que no existe deteccion
de las nitrosaminas consideradas (NDMA y NDEA). Sin embargo, no es posible aun
determinar que estos medicamentos no cuentan con esas nitrosaminas, ya que el método
analitico fue exclusivamente validado para losartan potasico y no sabemos si en otra matriz

tenga un efecto matriz que evite la deteccién de alguna nitrosamina.
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11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Se obtuvo un método analitico que es capaz de cuantificar N-nitosodimetilmina (NDMA) y
N-nitrosodietilamina (NDEA), utilizando como base el método analitico indicado en la
monografia analitica 0612 Determinacion de nitrosaminas en farmacos y preparados

farmacéuticos de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos Edicion 13.1.

El método analitico antes mencionado fue modificado de manera interna para obtener
mejores sefales de las dos nitrosaminas evaluadas, ya que los parametros de deteccion
indicados en el MGA no corresponden al equipo utilizado en esta validacion. Aunado a ello
los parametros cromatograficos fueron modificados a fin de separar adecuadamente el
activo (losartan potasico) de las impurezas para poder obtener una mejor respuesta de
ellas.

Se realiz6 la validacion completa del método analitico siguiento los lineamientos
establecidos por la guia de validacion de métodos analiticos del Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, en donde se obtuvo cumplimiento en todos los
parametros de validacion. Por lo tanto, se demuestra que el método analitico es preciso y

exacto para la cuantificacion de NDMA y NDEA en materia prima de losartan potasico.

De igual manera se realizé la cuantificacion de 10 muestras para producto terminado de
losartan potasico, 2 para metformina, 2 para acido acetilsalicilico, 2 para ibuprofeno y 2 para
ibuprofeno, en donde no se observo ninguna de las nitrosaminas evaluadas. Dicho hallazgo,
refleja buenas practicas de manufactura dentro de sus procesos en cuanto a la posible

formacién de nitrosaminas.

Mundialmente, es importante realizar un analisis de riesgo para evaluar la formacion de las
nitrosaminas y cuales son las que se formarian durante el proceso de sintesis. Derivado de
€s0, se necesitara evaluar cada método analitico con su matriz, a fin de obtener resultados

confiables.
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13. ANEXOS.
13.1. Anexo A. MGA 0612.
Preparados Farmacéuticos.

con precauciéon 1 mL de peroxido de hidrégeno al 30 %,
resbalédndolo por las paredes del matraz.

Precaucion: no adicionar el peroxido de hidrogeno durante la
digestion.

Calentar el matraz hasta que la mezcla adquiera coloraciéon
azul claro y los lados del matraz se encuentren libres de
material carbonoso. Adicionar cuidadosamente 70 mL de agua
a la mezcla y enfriar en bafio de hielo de tal manera que forme
una capa bajo la solucion acida, conectar el matraz al aparato
de destilacién y a través de un embudo agregar 30 mL de
solucion de hidréxido de sodio (2 en 5) fria, lavar el embudo
con 10 mL de agua e inmediatamente efectuar la destilacién,
teniendo la precaucioén de que el aparato quede bien ajustado.
Destilar de 80 mL a 100 mL, dentro de un matraz Erlenmeyer
de 250 mL conteniendo 15 mL de solucién de 4cido boérico

(1 en 25), tres gotas de SI de rojo de metilo-azul de metileno y
suficiente agua para cubrir el extremo del tubo del
refrigerante. Al terminar la destilacion, retirar el matraz
recibidor y lavar el extremo del tubo del refrigerante con una
pequeiia cantidad de agua y titular el destilado con SV de
4cido sulfarico 0.01 N. Cuando el contenido de nitrégeno de la
muestra tomada es mayor de 2 a 3 mg titular el destilado con
SV de acido sulfurico 0.02 N, calculando que el volumen
gastado sea por lo menos de 15 mL.

Cilculos. Hacer la correccion necesaria con el valor obtenido
en la titulacion del blanco de reactivos.

Si la titulacion se efectia con solucién de acido sulfirico 0.01 N,
calcular considerando que cada mililitro de solucién de acido
sulfirico 0.01 N equivale a 140.1 pg de nitrégeno.

Si la titulacién se efectiia con solucién de acido sulfarico 0.02 N,
calcular considerando que cada mililitro de solucién de acido
sulfarico 0.02 N, equivale a 280.2 png de nitroégeno.
Interpretacién. El valor resultante del nitrégeno cuantificado,
esta dentro de los limites de la monografia especifica del
producto correspondiente.

MGA 0612. DETERMINACION DE
NITROSAMINAS EN FARMACOS Y
PREPARADOS FARMACEUTICOS

Las nitrosaminas son un grupo de moléculas con potencial
efecto cancerigeno, que tienen la estructura quimica de un
grupo nitro unido a una amina (RIN-(R2)-N=0), y que
resultan de la reacciéon en medio acido del grupo nitro (dcido
nitrico o sales de nitritos) con aminas primarias, secundarias y
terciarias, asi como también con las sales de amonio
cuaternarias.
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Figura 0612.1.

Determinacion de Nitrosaminas en Farmacos y

Estas moléculas no son toxicas por si mismas, pero en las
células de mamiferos sufren de un proceso metabélico que
conduce a la formacion de las sales de diazonio, altamente
reactivas con el material genético celular. Esta condicién
biolégica significa un riesgo para la salud humana y obliga
a evaluar la presencia de estas moléculas a un valor limite
con base en la dosis administrada en un preparado
farmacéutico. Lo anterior implica realizar un analisis
previo del riesgo de su presencia en el farmaco o en el
preparado farmacéutico, identificar las principales fuentes
de formacién de nitrosaminas, las cuales son:

¢ Durante la sintesis del principio activo, donde se vea
involucrado un grupo amino y 4cido nitrico o sales de
nitritos. De tal forma que, mientras mas compleja sea la
estructura molecular del farmaco, mayor sera la
diversidad de nitrosaminas que potencialmente se
pueden formar.

* En el reciclaje de algunos disolventes durante los
procesos de purificacion, que se hayan contaminado
previamente.

¢ En la adicién de azida de sodio como conservador en
materias primas a granel.

* Durante los procesos de acondicionamiento con
materiales plasticos termo-modelados, donde el calor
generado y el contacto del preparado farmacéutico con
el empaque primario puede generar la interaccion
farmaco-polimero

Por tanto, se debe considerar que durante un tratamiento
farmacoterapéutico convencional, un individuo podra estar
expuesto a la ingesta de nitrosaminas aportadas por diferentes
farmacos, y que el consumo total podria ser aditivo y toxico
para el organismo.

Este método general tiene por objetivo la identificacién y
cuantificacién del mayor nimero de nitrosaminas nuevas o no
reportadas (vease tabla 0612.1), por cromatografia de liquidos
de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas triple
cuadrupolo (LC-MS/MS) con una resolucién de masa mayor a
25 000 y una exactitud de masa menor que 15 ppm. Ademas,
se describen las condiciones de separacién, identificacioén y
cuantificacién que podra ser empleado en cualquier muestra
siempre y cuando el proceso de extraccion sea estudiado y
validado previamente.

Las condiciones analiticas propuestas en el presente MGA
mediante los métodos I y II son el punto de partida para la
implementacién de la técnica analitica finalmente empleada, y
podran ser optimizadas y en todos los casos validada por cada
laboratorio que realice el andlisis; dando alcance a las matrices
diversas (todas las posibles mezclas de aditivos en cada
preparado, asi como a la interaccioén con su envase o
empaque). Lo anterior, debido a la naturaleza compleja de la
deteccion por espectrometria de masas y a la composiciéon y
caracteristicas de la muestra a analizar.
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Tabla 0612.1.
Nombre comiin y quimico Acrénimo No. CAS Estructura Férm}lla Ees0
quimica molecular
Nitrosodimetilami H3C\N’N‘o
itrosodimetilamina s
N-Metil-N-nitrosometanamina NDMA  62-75-9 CI:H3 C:HeN20 74.08
A~ -N.
Nitrosodietilamina HsC™ "N” "0
N-Etil-N-nitrosoetanamina NDEA  55-18-5 ) CsH1N20 102.14
H,C
1
Nitroso-diisopropilamina H-C N~ N.
. . oo o NDIPA  601-77-4 3 O CsH1aN20 130.19
N-isopropil-N-nitrosoisopropilamina )
H,;C
1
Nit tili ilami HsC N'N°O
itrosoetilisopropilamina 04 3
N-Butil Nonitroso ] btanamina  NEIPA  16339-04-1 J\ CsHi2N20 116.16
H,;C CH,
He” >""N" Noo
Nitrosodibutilamina
N-Butil-Nonitrosoo] botanamina  NDBA  924-16-3 CsHisN20 158.25
CHs
Nitrosometilaminobutirica GHs; o
Acido N-nitroso-N-metil-4- NMBA 61445-55-4 O ,N\/\)L CsHioN203 146.15
aminobutirico N OH
_os limites permitidos de nitrosaminas estaran especificados ! El limite de ingesta diaria a un compuesto como NMDA,
'n la monografia individual de cada farmaco y preparado NDEA, NDIPA, NEIPA, NDBA y NMBA que se
armacéutico con potencial riesgo de contener estas moléculas; aproxima a un riesgo de cancer de 1:100 000 después de
a especificacion debera estar basada en la ingesta diaria 70 afios de exposicion.

sermitida de las mismas, de acuerdo con el esquema
erapéutico establecido para cada medicamento. La fabla
)612.2 muestra los limites que se ha determinado son

2 La conversion del limite de ingesta diaria en ppm varia
segun el producto y se calcula con base en la dosis méxima
diaria (MDD) de un medicamento, como se refleja en la

iceptables de ingesta por dia para distintas nitrosaminas. etiqueta del medicamento (ppm = Al (ng) / MDD (mg)).
La cuantificacién de nitrosaminas en las muestras de andlisis
Tabla 0612.2. Limites aceptables de ingesta para NMDA, esta basada en la comparacién puntual contra una preparacién
NDEA, NDIPA, NEIPA, NDBA y NMBA en farmacos y de referencia inyectada al sistema cromatogréafico de manera
preparados farmacéuticos. repetida. Para tal fin, cada laboratorio debera validar la
Nitrosamina Limites de ingesta linealidad del método en un intervalo de cuantificacién de
aceptable (ng/dia) 1 a 25 ng/mL, empleando una fuente de ionizacion por
NDMA 96 electro-spray en modo positivo, considerando las relaciones
NDEA 26.5 masa/carga de los iones precursores y los iones fragmento de
NDIPA 9% acuerdo con la tabla 0612.3, ajustar el ancho de pico espectral

a 0.75 uma para evitar confusién con los isobaros, y permitir la

NEIPA 265 integracion total de los picos cromatograficos que presenten
NDBA 26.5 hombros o coleo debido a la presencia de los conférmeros en
NMBA 26.5 algunas nitrosaminas.
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Tabla 0612.3.

Impureza NDMA NMBA

NDEA

NEIPA NDIPA NDBA

m/z"  75.10 >43.16 147.10 > 117.00 102.83 > 75.08 117.10 > 75.10 131.11 > 47.00 159.14 > 57.20

METODO I. Determinacién de nitrosaminas en metformina y
bloqueadores de receptor a Angiotensina-2 (sartanes) por
cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplado a
espectrometria de masas triple cuadrupolo.

El presente método tiene por objetivo la cuantificacion de
NMDA, NDEA, NEIPA, NDIPA, NDBA y NMBA tanto en
la materia prima de los farmacos, como en los preparados
farmacéuticos correspondientes en la forma de sus productos
terminados.

Fase mévil

Solucién A. Mezcla de acido férmico:Agua (1:1 000).
Solucién B. Mezcla de acido férmico:Metanol (1:1 000).

Nota: Para la solucién B, se puede utilizar otro disolvente
como el acetonitrilo que iguale o mejore la separacién de los
picos cromatograficos.

Realizar el analisis cromatografico empleando el gradiente de
elucion descrito en la tabla 0612.4.

Tabla 0612.4.
Tiempo Solucién A Solucién B
(min) (%) (%)
0 90 10
1.5 90 10
7.0 45 55
17.0 45 55
17.1 10 90
21.0 10 90
21.1 90 10
25.0 90 10

Diluyente y Blanco de reactivos. Metanol grado
espectrométrico, o algun otro disolvente grado
espectrométrico en el cual las nitrosaminas sean solubles.
Solucién de lavado de la jeringa del inyector. Mezcla de
metanol: agua (80:20) con 4cido férmico al 0.1 % (v/v).
Solucién madre de referencia. Preparar la solucién madre de
la mezcla de nitrosaminas a partir de los estdndares
comerciales disponibles, en el volumen adecuado de diluyente
a fin de obtener las siguientes concentraciones indicadas en la
siguiente tabla:

Tabla 0612.5. Mezcla de estandares (solucion madre)

Nitrosamina Concentracién
(ng/mL)
NDMA 100
NDEA 100
NEIPA 100
NDIPA 100
NDBA 100
NMBA 200

Preparacion de la solucién de referencia de trabajo.
Transferir exactamente una alicuota de 1.0 mL de la solucién
madre a un matraz volumétrico de 50 mL y llevar al aforo,
preparar diariamente.

Preparacion de la muestra. Tomar el peso equivalente de
100 mg de principio activo en polvo o triturar una cantidad
apropiada de tabletas de manera que al disolver su contenido
en 5 mL de diluyente se obtenga una concentracion final de
20 mg/mL, mezclar por un minuto usando un mezclador tipo
vortice. Agitar la muestra durante 40 min con un agitador
mecanico y centrifugar por 15 min a 4500 rpm. Filtrar el
sobrenadante a través de filtro de jeringa con membrana de
0.22 pm, se debe verificar que el filtro sea compatible con el
diluente empleado, descartar los primeros mililitros y colocar
en un vial para cromatografia.

Condiciones del equipo. Columna de 3.0 mm X 15 cm,
empacada con L1 de 2.5 um. Temperatura de la columna de
40 °C. Velocidad de flujo de 0.6 mL/min y la temperatura de
las muestras mantenerlas a 8 °C.

Nota: los parametros de operacién como las temperaturas del
capilar y gases de soporte se debe ajustar a la marca del equipo
y condiciones del laboratorio.

Procedimiento. Inyectar al cromatografo no menos de

5 muestras de la preparacién de referencia; el coeficiente de
variacion para cada una de las nitrosaminas no debe ser
mayor que 10.0 %.

Una vez cumplida la aptitud del sistema, inyectar al
cromatografo por separado, la preparacion de referencia de la
mezcla de estandares en un volumen adecuado y
posteriormente la preparacion de la muestra.

Las éreas de cada uno de los picos cromatograficos extraidos
de los correspondientes canales de las relaciones masa/carga
se utilizan para la cuantificacién de las correspondientes
nitrosaminas. Es importante considerar que, dependiendo del
tipo de columna cromatografica de fase reversa empleada,
tanto la NMBA como la NEIPA pueden aparecer como picos
dobles, debido a la presencia de conférmeros syn y anti, los
cuales deberan ser integrados como un solo pico.

Calcular la concentracion de las diferentes impurezas
empleando la siguiente férmula:

Nitrosamina ng/mg (ppm) = (A/Ares) (CrefCim)

Donde:

A,, = Area del pico de nitrosamina en la muestra

Agry= Area promedio (n = 6) del correspondiente pico de
nitrosamina en 6 inyecciones consecutivas de la
solucion de la mezcla de los estandares.

Cs,,s= Concentracion de la nitrosamina correspondiente en la
solucién de mezcla de estandares (ng/mL).

C,, = Concentracion nominal del principio activo, en
miligramos por mililitro (alrededor de 20 mg/mL).
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Figura 0612.2. Cromatograma ejemplo correspondiente a la elucion de la mezcla de estandares de nitrosaminas.

Método II. Determinacion de las nitrosaminas en metformina
y bloqueadores de receptor a Angiotensina-2 (sartanes) por
cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucion acoplado a
espectrometria de masas triple cuadrupolo.

Las condiciones de preparacion de las soluciones de referencia
y preparacion de la muestra, asi como las consideraciones para
la cuantificacion son las mismas que en el método 1.

Fase mévil

Solucién A. Mezcla de acido formico: Agua (1:1 000).
Solucién B. Mezcla de acido féormico: Acetonitrilo (1:1 000).
Realizar el anélisis cromatografico de manera isocrética,
empleando una mezcla 90:10 (v/v) de solucién A y solucién B, o
utilizar una mezcla de solucion A y solucion B que permita la
separacion de picos.

Solucién de lavado de la jeringa del inyector. Mezcla de
metanol: agua (80:20) con acido formico al 0.1 % (v/v).
Solucién de purga de las lineas del equipo: Metanol 100 %.
Condiciones del equipo. Columna de 2.1 mm x 10 cm,
empacada con L1 de 1.7 pm. Temperatura de la columna de 30
°C. Velocidad de flujo de 0.3 mL/min y la temperatura de las
muestras mantenerlas a 20 °C.

Nota: Para la solucion B, se puede utilizar otro disolvente
como el acetonitrilo que iguale o mejore la separacion de los
picos cromatograficos.

Procedimiento. Inyectar al cromatografo no menos de

5 muestras de la preparacion de referencia; el coeficiente de
variacion no debe ser mayor que 10.0 %.

Una vez cumplida la aptitud del sistema, inyectar al
cromatografo por separado, volimenes iguales de la
preparacion de referencia y posteriormente de la preparacion de
referencia.

Realizar el anélisis cromatografico empleando el gradiente de
elucion descrito en la tabla 0612.6.

Tabla 0612.6.

Tiempo Solucién A Solucién B
(min) (%) (%)

0 90 10
5.0 90 10
6.0 10 90
9.0 10 90
9.1 90 10
14.0 90 10

Calcular las partes por millon de cada una de las posibles
nitrosaminas encontradas en la porcién de polvo o tabletas
tomada, de manera idéntica al Método 1.

Método III. Determinacion de nitrosaminas en ranitidina por
cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplado a
espectrometria de masas triple cuadropolo, empleando una
fuente de ionizacion APCI en modo positivo, considerando las
relaciones masa/carga de los iones precursores y los iones
fragmento cuantificable y confirmatorio.

Método III. Determinacion de nitrosaminas en ranitidina por
cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplado a
espectrometria de masas triple cuadropolo, empleando una
fuente de ionizacion APCI en modo positivo, considerando las
relaciones masa/carga de los iones precursores y los iones
fragmento cuantificable y confirmatorio.

Fase mévil

Solucién A. Mezcla de acido féormico: Agua (1:2 000). Medir
250 pL de acido férmico y depositar en un matraz volumétrico
de 500 mL, llevar a volumen con agua grado espectrométrico.
Solucién B. Mezcla de 4cido férmico: Metanol (1:2000). Medir
125 pL de 4cido férmico y depositar en un matraz volumétrico de
250 mL, llevar a volumen con metanol grado espectrométrico.
Diluyente y blanco de reactivos. Metanol grado
espectrométrico, o algln otro disolvente grado
espectrométrico en el cual las nitrosaminas sean solubles.
Mezclar 980 mL de agua de alta pureza grado reactivo con 20
mL de metanol grado espectrométrico.

Solucién de lavado de la jeringa del inyector. Medir 500 mL
de metanol grado cromatografico y mezclar con 500 mL de
agua de alta pureza grado reactivo.

Solucién madre de referencia. Preparar la soluciéon madre
de la mezcla de nitrosaminas a partir de los estandares
comerciales disponibles.

Solucion estiandar de NDMA 2.00 mg/mL. Diluir una
alicuota del estdndar equivalente a 5 mg en metanol grado
espectrométrico y llevar a un volumen de 2.5 mL, tomar en
cuenta la pureza y presentacion del estandar.

Solucién estdndar de NDEA 2.00 mg/mL. Diluir una
alicuota del estdndar equivalente a 5 mg en metanol grado
espectrométrico y llevar a un volumen de 2.5 mL, tomar en
cuenta la pureza y presentacion del estandar.

Solucién estindar de NEIPA 6.25 mg/mL. Disolver 25 mg
de estandar en 4 mL de metanol grado espectrométrico, tomar
en cuenta la pureza y presentacion del estandar.

Solucién estandar de NDIPA 12.50 mg/mL. Disolver 50 mg
de estandar en 4 mL de metanol grado espectrométrico, tomar
en cuenta la pureza y presentacion del estandar.

Soluciéon estiandar de NDIPA 200 pg/mL.Tomar una
alicuota de 160 pL de la disolucion de estandar NDIPA de la
concentracién de 12.50 mg/mL y llevar a volumen de 10 mL
con solucion diluyente.

Preparar la mezcla de estandares como se indica a continuacién
y llevar a aforo con el volumen adecuado de diluyente a fin
de obtener las concentraciones indicadas en la siguiente tabla:

Tabla 0612.7.

Facultad de Farmacia, UAEM

Mezcla Concentracién Volumen Concenn'aciénconcenmmn

de (mg/mL) pL final L final
ndares @L) @M (ngimr)

NDMA  2.00 100 0.0020 2000

NDEA 2.00 100 100 0.0020 2 000

NEIPA  6.25 32 0.0020 2000

NDIPA  0.20 1000 0.0020 2 000
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Soluciones de calibracién. Tomar las alicuotas necesarias
de la mezcla de estandares preparada en la tabla 0612.7 y
llevar a aforo con diluyente, para obtener las concentraciones
de calibracion indicadas en la siguiente tabla:

Tabla 0612.8. Estandares de calibracion (Curva de Calibracion)

Nivel de Concentracién de NDMA,
. . NDEA, NEIPA, NDIPA
Calibracién (ng/mL)

1.0

3.0

8.0
20.0
50.0
80.0
100.0
150.0

00 1 AW B W N~

Solucién de purga de las lineas del equipo. Mezclar 980 mL
de agua de alta pureza grado reactivo con 20 mL de metanol
grado espectrométrico.

Condiciones del equipo. Columna de 2.1 mm x 10 cm,
empacada con L1 de 1.8 pm. Temperatura de la columna de
35 °C y flujo de 0.4 mL/min y la temperatura de las muestras
mantenerlas a 15 °C.

Procedimiento. Inyectar al cromat6grafo no menos de 5 muestras
(7 pL) de la preparacion de referencia y registrar los picos
respuesta; el coeficiente de variacion no debe ser mayor que
10.0 %. Una vez cumplida la aptitud del sistema, inyectar al
cromatografo por separado, volimenes iguales de cada una de
las soluciones de referencia de calibracion y posteriormente
de la preparacién de la muestra preparada como se indica en
la monografia.

Tabla 0612.9.

Tiempo Solucién A Solucién B
(min) (%) (%)
Inicial 98.0 2.0

2.30 98.0 2.0
8.00 70.0 30.0
13.50 70.0 30.0
14.00 95.0 5.0
16.00 95.0 5.0
16.50 98.0 2.0
20.00 98.0 2.0

Calcular la concentracién de las diferentes impurezas
empleando la siguiente férmula:

Nitrosaminas _ __ Cnitrosamina

prm (ng/mg) = U (PM [Vsotwente)
Donde:
Critrosamina = Concentracion de nitrosamina en ng/m calculada
por el equipo.
PM: Peso equivalente de ranitidina en el polvo de producto
terminado o materia prima de ranitidina.
Vsotvente = Volumen de agua utilizado para disolver la muestra.

MGA 0621. OSMOLALIDAD Y
OSMOLARIDAD

La osmolalidad es una forma de expresar la concentracion de
una solucion, asociada a una de las propiedades coligativas de
las soluciones, la presién osmoética. La presion osmoética es la
fuerza motriz que tiende a equilibrar los niveles de disolvente

entre dos soluciones de diferente concentracién separadas por
una membrana semipermeable (impermeable a los solutos y
uUnicamente permeable al disolvente, en el caso de sistemas
biolégicos dicho disolvente es agua).

La osmolalidad es una funcién de las particulas en solucion.
Una particula puede ser una molécula, un ion o una especie
agregada (por ejemplo un dimero); por tanto, las especies que
al momento de disolverse se disocian (iones) contribuyen en
mayor forma a la osmolalidad, comparadas con aquellas que
no se disocian.

Por ejemplo, 1 mol de NaCl al ser disuelto contribuye con

1 mol de Na” + 1 mol de CI', 1 mol de MgCl, aporta 1 mol de
Mg*" + 2 moles de CI, en tanto que un mol de glucosa en
solucién aporta inicamente 1 mol de soluto.

Al ser la presién osmoética una funcion directa de los solutos en
una solucién, esta se puede calcular mediante la siguiente formula:

1= (PRT/100) ) 50, m, Py
Donde:
IT = Presién osmética.
p = Densidad del solvente a la temperatura T.
T = Temperatura en escala absoluta.
R = Constante universal de los gases.
v; = Numero de particulas formadas por la disociacién de una
molécula del i-¢simo soluto.
m;= Molalidad del i-ésimo soluto.
b = Coeficiente molal osmético del i-ésimo soluto.

Y el término que implica la sumatoria de los efectos de los
solutos:

U my @y

es la osmolalidad (&), la cual es expresada en Osmol/kg de
solucion, o usando una subunidad, los mOsmol/kg.
La osmolalidad del plasma sanguineo, esta en funcién
principalmente de la cantidad de cloruro de sodio, glucosa y
proteinas (albimina) disueltas, y oscila entre 0.281 a
0.310 Osmol/kg (281 a 310 mOsmol/kg); y lo mas parecido a
esta es la osmolalidad exhibida por una solucién al 0.9 % de
cloruro de sodio (solucién fisioldgica) de 308 mOsmol/kg.
Cuando se formula una forma farmacéutica para administracién
endovenosa u oftalmica, es muy importante homologar la
osmolalidad de la solucion para hacerla isoténica al plasma, y
evitar con ello eventos de hemolisis o dolor. La osmolalidad es
un parametro experimentalmente determinable y la osmolaridad
se obtiene mediante un célculo tedrico de la aportacién a la
presion osmética de cada una de las especies en solucion.
Las unidades de concentracién osmolar generalmente son
expresadas en miliosmoles (mOsmol) de soluto por litro de
solucion. En términos generales, el peso de un Osmol es la
masa molecular de una sustancia expresada en gramos,
dividida entre el nimero de iones o especies quimicas (n) que
se forman en la solucion. En las soluciones ideales, por
ejemplo, n=1 para la glucosa, n=2 para cloruro de sodio o
sulfato de magnesio, n=3 para cloruro de calcio y n=4 para
citrato de sodio.
La concentracién osmotica ideal puede ser calculada
empleando la siguiente formula:

. mOsmol
Concentraciéon osmolar (T)

_ «|Masa de la sustancia L Ni de . 1000
=3 Masa molecular (g) (Numero de especies)( )

Al incrementarse la concentracién de soluto, la interaccién entre -
las particulas del mismo se aumenta también y los valores de
osmolaridad real disminuyen con respecto a los valores ideales.

Facultad de Farmacia, UAEM
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13.2. Anexo B. Consntancia de Seminario del Posgado de Farmacia.

La Facultad de Farmacia de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos &?(
acultad

b0 oa Moaos através de la L
/ “”?l Jefatura de Posgrado en Farmacia de Farmacia
g
)
/ : Hace constar que la:

Floves Gavcst
Participé como ponente en el Seminario del Posgrado
en Farmacia con la conferencia titulada:

“Cuantificacion de Nitrosaminas por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resoluciéon acoplada a espectrometria

”
de masas
Cuernavaca, Morelos, a 27 de noviembre de 2023 /
e-firma UAEM e-firma UAEM
Dra. Judith Gonzalez Christen Dr. Sergio Alcala Alcala

Directora Jefe de Posgrado

Facultad de Farmacia Facultad de Farmacia /
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE M

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA LA CONTINUIDAD
DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA
SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el 27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente, amparada por un certificado
vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

JUDITH GONZALEZ CHRISTEN | Fecha:2023-11-26 23:02:19 | Firmante

CsU2z+J8KEQHH+s5vst q Ig2Yxmi7 LatGz+ZVLpsyVKOMAJmXEX13vZWBTcp3fk1QLKMPT/bjISOUGWgPIhMOJnFuowavjotPumU6hZLa/ZSuWWhsiN9ApjFUmh5yt81UxfghkNUnohhqVs
KLOdI+VLP: YylvPbYkQhBISFq: U Da6+M870AZI0Fms1hOwJSrvvAfqaFvuDhB2SfzqGk8leCi5ZwR6as+9hY0j1deaj+cHC P 7gkQx tvrM+LB+Pi
VdC4v3FPWAPY9MQ==

SERGIO ALCALA ALCALA | Fecha:2023-11-27 09:16:28 | Firmante
XQ 2MUprhcLH71bMT4jt \gFOVi EAIUCnsoTEFP10nVbrXMFHQI9yQO0MdjHIg6U 1 CGGGU3H+4aEDBWE Vit++pakRI24hkaPFE37bjcXIQTNJmM10mdDJZA9JO7hICSwice
FwuBHBJfBwusTSSW1k6Hv4dWcx2Lr431+W8rlF1mqSuT7RVLxnM/oCkC Y9e4q/xRp9iH5cnqgVvYhlexyHpEaql YbAPj9YLMDxPycbaafYqwDml1a/S4g50iPeOPV8iddiESTxI6PT8YfQ/dKXHB53200x
rEOf460IKAUNHHxeMg==

Puede verificar la del en la )
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

6RMwTibJx

ZulZXa1 1mJLLgPAYONKOT27ARZU

RECTORIA
Una universidad de excelencia 2017-2023
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13.3. Anexo C. Votos aprobatorios.

FACULTAD DE FARMACIA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Jefatura de Posgrado
ESTADO DE MORELOS

-

\\/ﬂculmd de Farmacia
et

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Zayra Flores Garcia

Titulo de la tesis: “EVALUACION DE LOS NIVELES DE NITROSAMINAS EN MEDICAMENTOS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION DE LIBRE VENTA EN MEXICO”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia

Miembro del jurado:

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision es:

La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta

__Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dr. Sergio Alcala Alcala
13/Junio/2024

Firma del miembro del jurado Fecha

em Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Edificio C, Tercer piso, U/ \E M

|— Facultad de Farmacia, Tel. (777) 329 701 1, 329 70, 00, Ext. 7986 / posgrado_ff@uaem.mx RECTORIA
2023-2029
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

SERGIO ALCALA ALCALA | Fecha:2024-06-14 13:55:08 | FIRMANTE
RIndUTWjwdwDxwsVZQY5Qi8cvk7BYy69EUrvessew0aRgWC/CfpnBQmK+jvURRhKoBzcP5b3P2g3IPGjzeupEIPHaZsRWngmAAS7IRsUAI/ywvTDLIWONYORBTXgC+7RSkx1fH
WXYBEbFvhjhuSIsuc9IL7bL3SZ/yahaS/uh39hlbidjlZ79Q89s4pnhavBCyh4GMOFANQ2c 1686Z7dcyFyd1b4SzaskyQclZOQSFPcotUEFY8xIBO63XJ/zHdeVUuLluixL.Z
NzhbyXT1ROUiXMtt+88ZKHfur6p3MZKUKLUbl+EJbcy1r7GBLQ01iZg1LnjECIXGXig==

Puede verificar la ici del en la sigui ireccié ica o
E escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:
DxT8ByfVu

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/QRh79zy80m1sxIs402ixIP1NL7NhUo TP

YR UAEM

— RECTORIA
= 2023-2029
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FACULTAD DE FARMACIA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Jefatura de Posgrado
ESTADO DE MORELOS

\/ﬁ'yllm{ de Farmacia

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Zayra Flores Garcia

Titulo de la tesis: “EVALUACION DE LOS NIVELES DE NITROSAMINAS EN MEDICAMENTOS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION DE LIBRE VENTA EN MEXICO”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia

Miembro del jurado:

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decisién es:
La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta

__Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dra. Adriana Valladares Méndez 13/Junio/2024
Firma del miembro del jurado Fecha

e@“ Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Edificio C, Tercer piso, UA E M
O

Facultad de Farmacia, Tel. (777) 329 701 1, 329 70, 00, Ext. 7986 / posgrado_ff@uaem.mx RECTORIA

2023-2029
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ADRIANA VALLADARES MENDEZ | Fecha:2024-06-14 10:50:53 | FIRMANTE

MGKdITJw5VxUue TKHLkSBpufICjDOt+zkOJrEDSNT! \bP7cKxr9dCp8q h2LciRMCI TL5kHKgNLNJED+5muhxUNTO+W5+J05XVOkM7yJtHYOsrfMQMSeaq
ygblEmWBtEhxNKdcXlih2xXn4EQfOEihQIzQIldhJ6gjDUubGXwKumwWiKBTq8PMInjtM1b1YRJVL+EW/7Ke/TD4ojlamZJ0S9S6UXFRMgKxz4V0OvaXpzgZmKfrzuSD1GVgtgpkMd
0M7j88K8Na+EgpNUd2nUd28ZEYwl/zFtMtpmEsLwIt24r 0QK4114T7rOZ47ieDDgA==

Puede verificar la ici del en la sigui irecci ica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

c21JbkATd

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/d5CmvM76JBxAXCrG1WkmDyuZ1EMzH2me

YR UAEM

| — RECTORIA
2023-2029
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FACULTAD DE FARMACIA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTGNOMA DEL Jefatura de Posgrado
ESTADO DE MORELOS

%‘yllad de Farmacia

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Zayra Flores Garcia

Titulo de la tesis: “EVALUACION DE LOS NIVELES DE NITROSAMINAS EN MEDICAMENTOS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION DE LIBRE VENTA EN MEXICO”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia

Miembro del jurado:

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision es:
La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta

__Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

M. en Biotecnologia Laura Rosas Calderén 13/Junio/2024

Firma del miembro del jurado Fecha

&ﬁ Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Edificio C, Tercer piso, UAE M

e Facultad de Farmacia, Tel. (777) 329 701 1, 329 70, 00, Ext. 7986 / posgrado_ff@uaem.mx RECTOR ]’A
l 2023-2029
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

LAURA ANGELICA ROSAS CALDERON | Fecha:2024-06-17 20:06:05 | FIRMANTE

Alpg0fnvjOOCSG344W7BeD9CIhDriBnniwiomomm/S3LkDgb25ugQY 1gD3CMxtTB2JWxouExTxkQyNONV4RIINA+igHPyu4i6 TOs4a29y+GSxPM/su/lCaJ9du6SzJUhxfBh6LOXG
BYm1nJFNPdFFGwrDypPZJ2jcRWrs7yknCFtROKPCk+11jD9iA8pDFjt8DYKO0OIBfWzUIE/WDEdXzeC17CYNKVjtCYtFiQ VifRdFXsEfbQzIqjxdpiu3zNrEHIBfY7X5RqHuUS
VqOecd4MrtcgJBENJRHIDeVhwUJ3UNENSHtEFxQocioLXM+JwWE/QU97gFTEISNIQ==

Puede verificar la ici del en la sigui
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

8ikOpY9mE

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/L1ZcJgoyjtHqB2s7uZUK33B3IFq11SM9

e\9h UAEM

e— RECTORIA
= 2023-2029
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FACULTAD DE FARMACIA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Jefatura de Posgrado
ESTADO DE MORELOS

-

\/ﬁ'u!md de Farmacia

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Zayra Flores Garcia

Titulo de la tesis: “EVALUACION DE LOS NIVELES DE NITROSAMINAS EN MEDICAMENTOS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION DE LIBRE VENTA EN MEXICO”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia

Miembro del jurado:

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision es:
La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta

__Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dr. Alberto Marban Gonzalez 13/Junio/2024
Firma del miembro del jurado Fecha

e@“ Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Edificio C, Tercer piso, UA E M

I— Facultad de Farmacia, Tel. (777) 329 701 1, 329 70, 00, Ext. 7986 / posgrado_ff@uaem.mx RECTOR |’A
Com———)
2023-2029
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracién y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

ALBERTO MARBAN GONZALEZ | Fecha:2024-06-16 22:45:11 | FIRMANTE
SSTL4JDjCq2TI6P0IBKqSovGzhZx7AkXRk35Ue2QEtSI19SwOIJEqsNPnCeJh8SUbr6f54K26G9uG8aYeRoAOgaRLd+TebY8KIISXNDqyd+2+bHzQ1ztu3BOdWArp/a/LyXfdPIJrhY|
Cw41Y8voEX/TGn8gr4SvKGJICLTybH/5YU2hPF8kGBht3K+CNE2i/7XVeRtRm1s0scShXNVIDH5i6Pzqwu4HWVd2WKCPZChPdWPWOHUedhFEzg2mGsxYQZJrag/nU/gXOr
M7c02S5TqFeNuFGCE 1MR3mbJKdFPPV+k7snPTO6zQmrS+ngXs/J8fx6PzTjWZ/mzKICgOX9g==

Puede verificar la del en la 6 6 o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

7BSIrkyJ1

https: //eﬁrma uaem.mx/noRepudio/RIn2EhUYL0oZ7nsh1YNZmCOnrz10GkkV6

c\90 UAEM

| — RECTORIA
2023-2029
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FACULTAD DE FARMACIA

Secretaria de Investigacion

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Jefatura de Posgrado
ESTADO DE MORELOS

-

\\-jgz'yl{ud de Farmacia

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Zayra Flores Garcia

Titulo de la tesis: “EVALUACION DE LOS NIVELES DE NITROSAMINAS EN MEDICAMENTOS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA HIPERTENSION DE LIBRE VENTA EN MEXICO”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia

Miembro del jurado:

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision es:
La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta

__Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Dr. Julio César Rivera Leyva 13/Junio/2024
Firma del miembro del jurado Fecha

@ Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209, Edificio C, Tercer piso, UA E M
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Se expide el presente documento firmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

JULIO CESAR RIVERA LEYVA | Fecha:2024-06-14 11:43:45 | FIRMANTE

ByUkbgV/rQoTCV+Yx0v2Pq4BIQ3fy8u31lij3i+hc7RvGRkitb YCNZI7Dgon+kD3mnNMqgAeJmylVdq+aqlaL5v0s1ThuJi6uj8/LPM5ZKXF56pijéyXvernosq5H4IWat7CM1ahTPk+1EEi
Cc2MfRXHRLINHIDfl+{ TnwwvS6uXO++gfqCZxPAXITBIXI+g0zL/Dm9g321Y1npLWU1Wub4euZqAxQ3mT3VUynurxeAwypW9px0J+ppRSQAe3uPESdBGPwfFPOq98QiKiY12xAh
N+ih5BWVNZ/AKzVnVgR91ALexbrObYpsFUJG531bWUcGJ92/g9dHWPYRtYpHKU1TQ==

Puede verificar la del d en la 6 6 o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

E7fGvBaur
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