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RESUMEN

Introduccioén: la determinaciéon del tiempo de anestesia local de un medicamento
0 principio activo en investigacion se realiza empleando un ensayo bioldgico.
Objetivo: validar el método de determinacion del tiempo de anestesia local para
disponer de un método de ensayo validado para la evaluacion de medicamentos
genéricos con esta actividad farmacoldgica.

Métodos: se evaluaron los parametros de exactitud, precision, robustez, linealidad,
paralelismo y especificidad siguiendo la metodologia descrita en la Regulacién 41-2007
del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED)
para la Validacion de métodos de analisis.

Resultados: en el estudio de exactitud no se observaron diferencias significativas
entre los resultados al ensayar la muestra y el material de referencia. En el estudio
de la repetibilidad se alcanzaron coeficientes de variacion menor del 50 %. No se
observaron diferencias significativas entre las precisiones alcanzadas por dos
analistas diferentes, en dias diferentes, a tres lotes diferentes. El estudio de
especificidad mostré que los excipientes o sustancias auxiliares de la formulacion
no interfieren en la evaluaciéon del producto. El método resulté ser lineal en el
intervalo de concentraciones de 50 a 120 % con exactitud y precision aceptable
para cada dilucién y mostré paralelismo. El ensayo de robustez mostré que no
existen diferencias en las respuestas obtenidas al variar diferentes parametros.
Conclusiones: el método biolégico resulté ser exacto, preciso, especifico, lineal y
robusto.

Palabras clave: validacién, métodos bioldgicos, lidocaina.
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ABSTRACT

Introduction: a biological test is used to measure local anesthesia time of a drug
or an active principle under research.

Objective: to validate the measuring method of local anesthesia time for the
evaluation of generic drug with this pharmacological action.

Methods: accuracy, precision, robustness, linearity, parallelism and specificity
were evaluated according to the methodology described in 41-2007 Regulation of
the Center for the State Control of Drug Quality (CEDMED).

Results: in the accuracy test, no significant differences were observed between the
results of tested sample and the reference material at the 3 tested doses. Variation
Coefficients was less than 50 % in the repeatability test. There were no significant
differences between the precision values of two different analysts at different times
and in three different batches. The specificity test showed that excipients or
auxiliary substances in the formulation did not interfere with the evaluation of the
product. The method was linear in a 50-120 % range of concentrations, with
acceptable accuracy and precision, and parallelism. The robustness test yielded no
differences in the results obtained after changing various parameters.
Conclusions: biological method proved to be accurate, precise, specific, linear and
robust.

Key words: validation, biological method, lidocaine.

INTRODUCCION

Como parte del cumplimiento de las Buenas Practicas de Laboratorio uno de los
requisitos exigidos es la validacion de los ensayos bioldgicos empleados para la
investigacion y el control de calidad de productos farmacéuticos, ya que la
validacion proporciona un alto grado de confianza y seguridad del proceso
productivo o del método analitico, asi como también en la calidad de los resultados.

El ensayo bioldgico para determinar el tiempo de anestesia local se encuentra
descrito por Sainz y otros.! El ensayo se desarrolla en ratas Wistar, jovenes
adultas, que pueden ser de cualquier sexo, en grupos de 10 animales a los que se
les administra 0,2 mL del inyectable de lidocaina en una pata trasera.
Posteriormente se determina el efecto anestésico explorando la sensibilidad del
miembro El ensayo se da como satisfactorio siempre que el efecto anestésico en la
pata inyectada supere los 90 min posteriores a la administracion.

Dicho ensayo se considera como uno desarrollado en el laboratorio, por lo cual se le
realiza una validacién exhaustiva teniendo en cuenta los pardmetros para ensayos
de contenido y actividad biolégica, evaluando la exactitud, precision, robustez,
linealidad, paralelismo y especificidad.? Esta validacién se realiz6 empleando como
sustancia de referencia y muestra la lidocaina hiperbéarica.

La lidocaina hiperbarica se presenta en preparacién parenteral y es utilizada para la
anestesia local por infiltracion, en la region central por bloqueo epidural, lumbar o
caudal, subaracnoideo con dextrosa para obtener soluciéon hiperbarica, bloqueo de
nervio periférico, paracervical, anestesia trastraqueal y anestesia regional.®
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El objetivo del presente trabajo es validar el método de determinacion del tiempo
de anestesia local para disponer de un método de ensayo validado para la
evaluacidon de medicamentos genéricos con esta actividad farmacoldgica.

METODOS

Sustancia de ensayo

Las diferentes sustancias de ensayo empleadas fueron suministradas por el
Laboratorio Farmacéutico "Juan R. Franco", las que se describen a continuacion:

Lidocaina hiperbarica ampulas 150 mg/3 mL producto terminado:

Fecha Fecha

Lotes . ., L.
fabricacion \vencimiento

05008 12/05 12/08

05009 12/05 12/08

06002 04/06 04/09

Material de referencia: lidocaina clorhidrato, lote MC/LHB/198/07, fecha fabricaciéon
07/07, fecha vencimiento 05/12, procedencia Xylo Chem Ind., India.

Placebo, fecha vencimiento 10/09, que contiene todos los componentes de la
formulacién excepto el principio activo.

Animales

Se emplearon ratas Wistar, jovenes adultos, machos, que pesaban entre 150 y 200 g.
Todos los animales procedian de la colonia de la UCTB Control Biolégico del Centro
de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM, La Habana, Cuba), los
cuales se alojaron en sala con temperatura controlada de 22 + 2 ©C, se alimentaron
con dieta estandar para roedores proveniente del Centro Nacional para la
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) y se les suministré agua
acidulada a voluntad. Los animales fueron mantenidos bajo normas de estricto
cumplimiento de cuidado y manipulacién segun lo establece la Convenciéon Europea
para el Cuidado Animal. Los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité de Etica del CIDEM.

Validacion del método de determinacion de tiempo de anestesia local

Tanto la muestra de producto terminado como la sustancia de referencia fueron
diluidas en los casos requeridos empleando agua para inyeccion.

Se conformaron grupos de 10 animales a los que se les administré 0,2 mL del
inyectable de lidocaina (o el volumen fijado segun la dosis a evaluar) en una pata
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trasera, con el objetivo de irrigar el nervio ciatico y producir la anestesia del
miembro. Posteriormente se determind el efecto anestésico explorando la
sensibilidad del miembro mediante estimulos dolorosos de puncién, y se comparo la
respuesta de la pata anestesiada con la no anestesiada. El ensayo se considero
satisfactorio siempre que el efecto anestésico en la pata inyectada superd los 90 min
posteriores a la administracion.

Parametros de validacion
Exactitud

El ensayo se realiz6 mediante la comparacion con un material de referencia. Se
efectuaron tres ensayos en paralelo comparando el material de referencia con el
producto terminado, para lo cual se administraron 0,2 mL del producto en la pata
del animal. Se determind si existian diferencias significativas entre los tiempos de
anestesia de las muestras y el material de referencia, mediante la prueba t de
Student, tomando un valor de p< 0,05 para la significacion estadistica.

Precision
Se evaluaron los parametros de repetibilidad y precision intermedia.

Repetibilidad: se evaluaron tres concentraciones (80, 100 y 120 %), empleando
como muestra el producto terminado y realizando el ensayo por triplicado. Para
cada resultado, en cada nivel de concentraciéon se determiné el valor medio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion. El coeficiente de variacién debid
ser menor del 50 %.

Precision intermedia: se ensayaron tres lotes del producto terminado, se
realizaron tres ensayos por cada lote, por dos analistas diferentes y cada uno
condujo los ensayos en dos dias diferentes. Se determiné el valor medio del
resultado para cada lote, cada analista y cada dia. Se determind estadisticamente si
existian diferencias entre la precisién alcanzada por los analistas, entre las medias
obtenidas por los analistas y se determinaron los limites de confianza para un 95 %
de la media. El coeficiente de variacion total debid estar entre 50 y 150 %.

Especificidad

Se efectud el ensayo de especificidad mediante el empleo de un placebo que
contenia todos los ingredientes de la muestra excepto el analito. El ensayo se
realizé6 empleando tres grupos experimentales, uno administrado con el placebo,
otro administrado con la muestra de producto terminado y otro administrado con el
material de referencia. Se realizaron tres ensayos por separado. En la valoracion
del placebo no se esperd ninguna respuesta cuantificable.

Linealidad

Se realiz6 el ensayo con cinco soluciones en el intervalo de concentraciones entre el
50 y el 150 % de la concentracion tedrica del principio activo en la muestra. Todos
los ensayos se hicieron por triplicado. Se determind el coeficiente de correlacién y
el de determinacion. Se calcul6 la exactitud y la precision para cada dilucion, las
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cuales debieron ser aceptables para que se considerara lineal. La determinacién del
intervalo se realiz6 estableciendo el limite superior e inferior de linealidad (con
precision y exactitud aceptable).

Paralelismo

Se determind mediante ensayos similares a los realizados para la linealidad, pero
empleando un material de referencia. Se realiz6 de forma concomitante al estudio
de linealidad.

Robustez

Para el andlisis de la robustez se tuvo en cuenta la variacién de siete parametros
que a continuacioén se describen, especificando los valores normales y alternativos
entre paréntesis: peso de los animales (150-200 g/200-250 g), sexo
(machos/hembras), temperatura del area de ensayo (20-25 ©C/28-34 ©C), intervalo
entre la preparacion de la muestra y la inyeccion (10 min/60 min), hora de
realizaciéon del ensayo (10:00 a.m.-3:00 p.m.), cantidad de animales (n= 10/n= 5)
y temperatura de la sala de hospedaje de los animales (20-25 ©C/28-34 ©C). Se
realizaron ocho ensayos de acuerdo con las diferentes combinaciones disefiadas;

los resultados fueron evaluados mediante un andlisis de varianza de clasificacion
simple.

Procedimiento estadistico

Todas las variables fueron procesadas en el programa estadistico GraphPad InStat
para obtener los valores medios y desviacion estandar. Se determiné la
homogeneidad de varianza de los datos mediante la prueba de Bartlett. Cuando la
varianza fue homogénea se aplico un ANOVA de una via. Cuando la varianza no fue
homogénea se aplicé la prueba de Kruskal-Wallis (ANOVA no paramétrico) y la
prueba de comparacion multiple de Dunnett para determinar las diferencias entre
las medias. Para el ensayo de exactitud se empled la prueba t de Student para
comparacion de medias; en caso de no cumplir homogeneidad de varianza, se
empled la prueba t de Student aplicando la correccién de Welch. El valor de p para
la significacion estadistica fue menor que 0,05.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados del ensayo de exactitud. Se compararon
los resultados mediante la prueba t de Student no pareada tomando un nivel de
significacion de p< 0,05. No hubo diferencias significativas entre la muestra y la
referencia en la prueba de homogeneidad de varianza, observandose valores de
p> 0,05. Tampoco existieron diferencias significativas entre el tiempo de anestesia
obtenido al ensayar la muestra y el material de referencia, obteniéndose valores de
p> 0,05.

En la tabla 2 se muestran los resultados del estudio de especificidad del método.
Como se observa no se obtuvo respuesta de anestesia en los animales tratados con
el placebo, lo cual si se observé para los animales tratados con la muestra y el
material de referencia, cuya respuesta fue superior a los 90 min de anestesia y muy

195
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2012;46(2):191-201

similar entre ellos. De acuerdo con la prueba t de Student realizada no se
observaron diferencias significativas entre los resultados para la muestra y el
material de referencia (p= 0,5386; t= 0,6186).

Tabla 1. Resultados del estudio de exactitud

Muestra Referencia
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
1580 150 165 150 105 150
135 150 180 150 180 180
180 135 13E 120 150 135
135 150 165 150 1380 150
Tiermpo de anestesia 120 150 180 10% 180 120
1580 150 135 150 120 135
135 180 180 180 180 180
180 150 180 150 180 120
135 150 135 150 180 150
13E 120 16L& 150 16L& 120
Yalor medio 151,50 157,50 162,00 157,50 162,00 162,00
DE 24,95 16,20 19,75 23,72 28,11 19,75
F 1,107 3,010 1,000 - - -
Yalor p O,4412 0,05581 0,5000 - - -
Prueha t de Student 0,5512 00,4326 0,000 - - -
Yalor p 0,5283 0,6661 = 0,9999 - - -

Tabla 2. Fesultados del estudio de repetibilidad v especificidad. Se reflejan los valores
de tiempo de anestesia (min}

replicas Estudio de repetibilidad Estudio de especificidad
B0 %% 100 & 120 % Muestra Feferencia Placebo
1 145,50 165,00 163,50 151,50 157,50 ]
2 155,00 166, 50 178,50 157,50 162,00 ]
2 139,50 148,50 169,50 162,00 162,00 0
Yalor medio 146,38 160,00 170,50 157,00 160,50 ]
DE 26,79 23,08 15,50 20,37 23,35 -
Y 12,20 14,473 9,09 - - -

En el estudio de la repetibilidad se alcanzaron coeficientes de variacién menor del
50 %, lo que demuestra la buena precision del método segun el limite para ensayos
biolégicos (tabla 2).

Los resultados del estudio de la precision intermedia realizado aparecen en la tabla 3.
De acuerdo con el analisis de varianza se obtuvieron valores de p mayor que 0,05,
lo que indica que no hay diferencias significativas en los resultados entre los
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diferentes analistas, dias y lotes ensayados. Tampoco se observaron diferencias

significativas en las distintas interacciones analizadas.

Tabla 3. Resultados estadisticos de andlisis de varianza {(sumas de cuadrados

tipo IIIY para la precision intermedia del método bioldgico

Fuente Suma de Gradug e Cuadr;dn Cociente F Yalor p
cuadrados libertad medio
Efectos principales
A: analista 0,25 1 0,25 0,01 0,9313
B: dias 2,25 2,25 0,07 0,7959
C: lotes Q9,12 2 49,56 1,50 0,2409
Interacciones
AR 121,0 121,0 3,67 0,0664
AC 166,63 83,31 2,53 0,0992
BC 7,12 3,56 0,11 0,2979
RFesiduos 856,62 26 32,95 - -
Total {corregido) 1253,0 35 - -

El comportamiento grafico de los resultados del ensayo de linealidad se muestra en
la figura. De acuerdo con el analisis de varianza los valores de p fueron menores
que 0,05, lo cual indica que la pendiente es significativamente diferente de cero y
por tanto, existe una relacién entre la variacion de la concentracion del producto y
la respuesta del tiempo de anestesia. Los valores del coeficiente de determinacion
fueron de 0,86 para la muestra y de 0,81 para la referencia, los cuales se
consideran aceptables para métodos bioldgicos.

Al comparar los resultados de la regresion lineal de la muestra y la referencia se
obtuvo que no existen diferencias significativas entre las pendientes (F= 1,16796;
p= 0,2897) y los interceptos (F= 0,475961; p= 0,4961). Por tanto, se puede
concluir que existe paralelismo entre la respuesta obtenida para la muestra y la
sustancia de referencia.

Los valores medios de tiempo de anestesia para cada concentracién, asi como la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion se muestran en la tabla 4. Para
todos los valores de concentracion se obtuvieron coeficientes de variacion inferior al
50 %, siendo aceptable la precisién para cada dilucién de acuerdo con el limite para
ensayos biolégicos. Los resultados del andlisis de varianza no mostraron diferencias
significativas entre las desviaciones estandar de la muestra y referencia para cada
dilucién. La comparacion de medias mostré diferencias significativas (p= 0,0078)
entre el tiempo de anestesia para la muestra y la referencia en la dilucion de 150 %.
Por tanto, el intervalo en el que se obtienen precision y exactitud aceptables para el
ensayo de linealidad es de 50 al 120 %.
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Tiempo de anestesia (min)

200 -

150-

100 =

- Muestra

-= Referencia

T
10

Dosis (mLfanimal)

Pendiente muestra 2,2 { Referencia 6,2

Y-intercepto muestra 70,0 f Referencia 80,9

E-intercepto muestra-2,5 f Referencia-11,9

Fig. Analisis de regresidn lineal
actividad anestesica,

para el ensayo de

Tabla 4. Resultados por cada concentracion ensayada en el estudio de linealidad

Muestra
Media
DE
CY
Referencia
Media
DE
cY
analisis de varianza
F
Yalor p
Comparacion de medias
Prueba t de Student

Walar p

50 %
98,50
35,82
36,36

104, 50
25,68
24,57

1,309
0,4330

00,8012
00,4676

20 %
146,35
26,79
18,30

132,00
24,73
17,92

3,016
0,240

1,664
0,1713

100%

160,00
23,08

14,473

160, 50
23,35
14,55

14,778
0,0634

00,0839
0,9372

120 %
170,50
15,50
9,09

171,50
17,03
9,03

1,188
0,4571

0,1690
0,8740

150 %%
184,00
20,44
11,11

170,00
19,83
11,66

1,000
0,500

4,950
0,0078

En la tabla 5 se muestran los resultados de tiempo de anestesia obtenido para cada
uno de los ensayos realizados para evaluar la robustez. Los resultados del analisis
de varianza no mostraron diferencias significativas entre los tiempos de anestesia
obtenidos para cada uno de los ensayos realizados (p> 0,05). Por tanto, no existen

diferencias en las respuestas obtenidas al variar los factores de peso de los

animales, sexo, temperatura del area de ensayo, intervalo entre la preparacion de
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la muestra y la inyeccion, hora de realizacion del ensayo, cantidad de animales y
temperatura de la sala de hospedaje de los animales, de acuerdo con los valores
alternativos fijados en el disefio.

Tabla 5. Resultados de tiempo de anestesia para el ensayo de robustez

Ensayo 1 2 3 4 = =] 7 =
rMedia 150,0 165,0 174,0 162,0 154, 5 144,0 120,0 171,0
DE 24,49 15,00 8,22 11,83 17,39 13,42 0,00 10,49
Analisis de varianza

e | Sumade | Gadssde | Coste | vaore | v
Modelo 405, T8 & 67,80 0,097 0,9815
A, 175,56 1 175,56 0,25 0,7040
B 142,74 1 142,74 0,20 0,7296
C 95,06 1 95,06 0,14 0,7749
] 167,17 1 167,17 0,24 0,7102
E 27,56 1 27,56 0,040 0,8751
F 43,00 1 42,00 0,069 0,8267
Residual 697,69 1 697,69 - -
Total 1104,47 7 - - -

A sexo; B temperatura del drea de ensayo; C: intervalo entre la preparacion de la muestra v la
inyeccion; D temperatura de |la sala de hospedaje de los animales; E: cantidad de animales;
F: peso de los animales.

DISCUSION

La validacidon es necesaria porque proporciona un alto grado de confianza y
seguridad del proceso productivo o del método analitico, asi como también en la
calidad de los resultados. Esto l6gicamente se traduce en la disminucién de namero
de fallos y repeticiones con el consiguiente ahorro de los costos asociados y en la
optimizacion del método para mejorar su practicabilidad y posibilidades de
automatizacion. El objetivo principal de la validaciéon analitica es el de asegurar que
un procedimiento analitico seleccionado dara resultados reproducibles y confiables
gue sean adecuados para el propésito previsto.*

La exactitud indica la capacidad del método analitico para dar resultados lo mas
préximo posible al verdadero valor.® Los resultados del ensayo de exactitud
muestran que la respuesta obtenida para el producto terminado y la sustancia de
referencia es similar, por lo que se considera exacto el método de ensayo.

La precision es el grado de correlacion o cercania entre los resultados analiticos
individuales que se obtienen al aplicar repetidamente el método a varias muestras.®
Los resultados en los ensayos de repetibilidad y precision intermedia muestran que
el ensayo es preciso, en los que se obtuvieron coeficientes de variacidon por debajo
de los limites establecidos para métodos biolégicos.
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La especificidad se define como la capacidad de un método analitico para medir de
forma exacta y especifica el analito, sin interferencia de impurezas, productos de
degradaciéon, compuestos relacionados o excipientes que puedan estar presentes en
la matriz de la muestra.® El resultado en los ensayos indica que los excipientes o
sustancias auxiliares de la formulacién no interfieren en la valoracion biolégica del
producto.

La linealidad se considera como criterio inicial de validacion y es la capacidad de un
método analitico de obtener resultados proporcionales a la concentraciéon de analito
en la muestra, dentro de un intervalo determinado.® De acuerdo con los resultados
del presente trabajo, existe una relacion entre la variacion de la concentracion del
producto y la respuesta del tiempo de anestesia, por lo que el método de
evaluacion cumple con la linealidad y paralelismo. Teniendo en cuenta el intervalo
con precision y exactitud aceptable para el ensayo de linealidad, el intervalo para la
determinacion del tiempo de anestesia estara constituido por el limite inferior de 80 %
(135 min de anestesia) y el limite superior de 120 % (162 min de anestesia),
tomando para esto la ecuacién de regresion obtenida para el material de referencia
evaluado.

El estudio de robustez investiga la influencia de pequefios cambios en las condiciones
analiticas sobre la fiabilidad del método analitico, localizando los factores que originan
fluctuaciones menores y los que necesitan una atencién especial por cuanto
originan variaciones significativas.® El método evaluado resulté ser robusto ya que
no se obtuvieron diferencias significativas al variar los factores predeterminados.
Este resultado brinda la posibilidad de realizar pequerias variaciones en la
realizacion del ensayo en caso de, por ejemplo, solo disponer de animales con sexo
y peso en el intervalo de valores alternativos fijados en el ensayo de validacion.

De acuerdo con los resultados, el método biolégico validado para la determinacion
de tiempo de anestesia local resultd ser exacto, preciso, especifico y lineal en el
intervalo de concentraciones de 50-120 %, ademas cumplié con el ensayo de
paralelismo y es robusto.
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