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IV.1. Monitoreo terapéutico de drogas  

La ciencia farmacéutica ha avanzado enormemente en las últimas décadas y la 

investigación en el área de los medicamentos sigue siendo hoy prioritaria en pos de descubrir 

tratamientos cada vez más eficaces y seguros para enfermedades antiguas y nuevas. Hoy se sabe 

certeramente que, en el empleo terapéutico, un fármaco debe ser capaz de alcanzar el sitio de 

acción deseado en una concentración adecuada después de administrarse por una vía 

conveniente para lograr la eficacia necesaria. En general, existe una alta correlación entre el nivel 

en sangre de un fármaco de acción sistémica y la eficacia terapéutica y/o la toxicidad del mismo. 

Esto ha llevado a la realización de grandes esfuerzos por parte de investigadores del área 

farmacológica para establecer las ventanas terapéuticas (valores de concentración adecuados 

para el objetivo terapéutico) para muchos de los medicamentos actualmente utilizados [1, 2]. Sin 

embargo, a la hora de realizar un tratamiento, alcanzar estos niveles óptimos en todos los 

pacientes no es tarea sencilla. Son innumerables los factores que influyen en la reacción de un 

sujeto a un fármaco. Algunos de esto factores son, por ejemplo, la edad, los alimentos, el empleo 

concomitante de otros productos farmacéuticos u otras sustancias químicas (interacciones 

medicamentosas), la administración previa del mismo fármaco u otros semejantes (tolerancia), la 

enfermedad de órganos involucrados en la eliminación del medicamento y diversos factores 

genéticos que influyen en la cinética de absorción, metabolización, excreción y toxicidad de los 

medicamentos (farmacogenética). Esta realidad conocida como variabilidad biológica en la 

respuesta a un fármaco, impide predecir la concentración que alcanzará un medicamento en los 

fluidos biológicos luego de ser administrado a un determinado paciente [3✠5]. Está demostrado 

que, frente a un mismo protocolo de tratamiento, diferentes pacientes alcanzarán diferentes niveles 

del fármaco o mantendrán esos niveles por mayor o menor tiempo (variabilidad biológica 

interindividual). Pero, además, las diferentes condiciones fisiopatológicas que puede atravesar un 

mismo individuo, harán que se altere su propia relación con el fármaco en distintos momentos del 

tratamiento (variabilidad biológica intraindividual). Para cierto tipo de fármacos, con ventanas 

terapéuticas estrechas, se presenta entonces la necesidad de realizar durante el tratamiento una 

determinación analítica de la concentración del fármaco en sangre, o en otro fluido biológico, para 

poder realizar una individualización del tratamiento, de manera que el mismo resulte seguro y 

eficaz para el paciente en particular.  
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IV.1.1. Conceptos de farmacocinética y farmacodinamia 

Para comprender y aplicar MTD para un fármaco particular, es importante conocer los 

parámetros farmacocinéticos y farmacodinámicos del mismo y cómo estos parámetros se 

relacionan entre sí [9, 10].     

La farmacocinética se ocupa de entender los cambios de la concentración de los fármacos 

en el organismo en función de la dosis y del tiempo transcurrido desde la administración de un 

producto farmacéutico. Básicamente, estudia los procesos que determinan la liberación, 

absorción, distribución, metabolismo y excreción del fármaco, los cuales se denominan en su 

conjunto con las siglas LADME (Fig. IV.1). Estos procesos condicionan la concentración alcanzada 

en la circulación y su variación a lo largo del tiempo [1, 11].    

 

 
Figura IV.1: Procesos LADME: liberación, absorción, distribución, metabolización y eliminación de un fármaco.  
  

Por otro lado, la farmacodinamia se encarga de comprender los efectos bioquímicos y 

fisiológicos de los fármacos y sus mecanismos de acción. Analiza entonces la relación entre la 

concentración del fármaco en el compartimiento de acción y el efecto biológico producido. Se sabe 

que, cuando el fármaco llega al sitio donde ejerce su acción, interactúa con receptores celulares y 

moleculares específicos y genera una así una respuesta farmacológica. Es así, que se asume que 
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existe una relación directa entre la cantidad del fármaco presente en el sitio de acción y la magnitud 

de su efecto farmacológico, por lo que se puede inferir que hay una concordancia entre las 

concentraciones del fármaco en el plasma y la magnitud el efecto farmacológico. En la mayoría de 

los casos, además, el efecto farmacológico fluctuará según la evolución temporal de las 

concentraciones plasmáticas que se producen por los procesos LADME [1]. 

En la práctica, se suele utilizar entonces el curso temporal de las concentraciones 

plasmáticas de los fármacos para predecir su efecto. Se obtiene así una curva que describe las 

variaciones sufridas por la concentración del fármaco en el plasma desde su administración hasta 

su desaparición del organismo (Fig. IV.2). A partir de esta relación, se desprenden varios 

conceptos fundamentales, denominados parámetros farmacocinéticos [1, 11].  

 
Figura IV.2: Evolución de la concentración plasmática del fármaco en función del tiempo. Concentración máxima 
alcanzada de un fármaco luego de la dosificación (Cmáx), concentración inhibitoria mínima (CIM), concentración mínima 
o en valle (Cmín o valle), concentración mínima tóxica (CMT), concentración mínima eficaz (CME), tiempo máximo (tmáx) 
y tiempo de vida media (t1/2).    

 

En primer lugar, se puede definir el tmáx, que es el tiempo que transcurre desde que se 

administra un fármaco a un individuo hasta que llega a la Cmáx, es decir, la concentración máxima 

alcanzada en plasma después de la dosificación. Estos parámetros dependen de varios factores, 

tales como la vía de administración, la absorción, la biodisponibilidad, el volumen de distribución y 

el aclaramiento. Por el contrario, la concentración mínima (Cmín), también conocida como 

concentración valle, representa el nivel mínimo de concentración que se alcanza al finalizar un 

intervalo de dosificación. Este parámetro se ve afectado, sobre todo, por los mecanismos de 

metabolización y distribución, entre otros. Por último, el tiempo de vida media o semivida (t1/2) de 

un fármaco es el tiempo que tarda en eliminarse el 50% de la cantidad del fármaco en el plasma. 
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Este parámetro resulta útil para determinar los intervalos de dosificación necesarios para mantener 

la concentración plasmática del fármaco en el rango terapéutico.  

Otros parámetros relacionados con el efecto del fármaco (en relación a la concentración 

plasmática) son la concentración mínima eficaz (CME), que hace referencia a la concentración por 

encima de la cual suele observarse el efecto farmacológico y la concentración mínima tóxica 

(CMT), que es aquella a partir de la cual comienzan aparecer los efectos tóxicos o adversos del 

fármaco. Estos parámetros pueden determinarse de diversas maneras mediante estudios de 

toxicidad in vitro, pero también en estudios in-vivo en animales e incluso en humanos durante las 

diferentes fases de los estudios clínicos en el desarrollo de nuevas drogas.  El intervalo entre estos 

parámetros CMT y CMT (ventana terapéutica) es aquel que optimiza la eficacia del medicamento 

y minimiza los efectos tóxicos o adversos.   

 

Para brindar información farmacológica certera, estos parámetros se deben determinar en 

sistemas en estado de equilibrio o estado estacionario. Este estado se logra cuando la cantidad 

de fármaco que se elimina es igual a la cantidad de fármaco que se administra por unidad de 

tiempo. La relación entre estos conceptos es que el estado estacionario se alcanza cuando la 

concentración en valle se mantiene constante después de varias dosis del fármaco (Fig. IV.3) [1, 

11].  

 
Figura IV.3: Curva de concentración plasmática de un fármaco vs. tiempo. En el estado estacionario tanto la Cmáx 
como la Cmín se mantienen constante luego de varias administraciones de una dosis de fármaco. 
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IV.2.1. Conceptos fundamentales 
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IV.3.1.  Gestión del ciclo de vida de un método analítico y conceptos de 

AQbD  

El enfoque analítico de la gestión del ciclo de vida del método establecido por el capítulo 

1220 de la USP [42] y alineado con la ICH Q14 [43], es un enfoque holístico que abarca todas las 

actividades, desde el desarrollo de métodos hasta la validación, control y el uso rutinario. Enfatiza 

la importancia de contar con enfoques científicos sólidos y una gestión de riesgo de calidad para 

todas las etapas de la vida de un método.  

El ciclo de vida de un método analítico se basa en la definición y el alcance de un perfil del 

objetivo analítico (ATP, del inglés Analytical Target Profile) a través de tres etapas: diseño del 

método (etapa 1), calificación del desempeño del método (etapa 2) y verificación continua del 

desempeño del método (etapa 3) (Fig. IV.5). A partir de la definición del ATP, todas las etapas 

subsecuentes deben tener un sentido congruente y es así que se logra obtener un concepto de 

calidad analítica que va más allá de la aptitud del método para el uso previsto (definición clásica 

de calidad analítica) [41].  
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Figura IV.5: Ciclo de vida del método analítico y elementos claves involucrados. Atributos críticos del método (CMA, 
del inglés critical method atributte). Parámetros críticos del método (CMP, del inglés critical method parameter), Diseño 
y optimización de experimentos (DOE). Región del diseño operable del método (MODR, del inglés, method operable 
design region).    
 

En las secciones siguientes se describen los elementos claves involucrados en la gestión 

del ciclo de vida de un método y sus características más relevantes.  

IV.3.1.1. Perfil del objetivo analítico  

El ATP es un componente fundamental del enfoque del ciclo de vida, y su definición es el 

primer paso en el marco de la AQbD.  Concretamente es una prospectiva del desempeño deseado 

de un método analítico, y define la calidad requerida del valor informable. En otras palabras, 

proporciona la definición del alcance del método, especifica los requisitos de calidad del resultado 

a informar y define los requisitos para las características de desempeño del método que están 

vinculadas a la aplicación prevista. 

Idealmente, la definición es independiente de la tecnología a utilizar para el desarrollo del 

método; sin embargo, en algunos casos puede ser necesario vincularlo directamente a una técnica 

analítica concreta.   

Considerando que es necesario establecer los requisitos de calidad del valor que se informa 

en concordancia con el uso previsto, generalmente incluye en la definición del ATP el error analítico 

total máximo admisible teniendo en cuenta el nivel aceptable de riesgo a tomar una decisión 

incorrecta a partir del resultado informado. Se establecen, por lo tanto, requerimientos para el 
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sesgo (como medida de la veracidad o error sistemático) y para la variabilidad analítica (como 

medida de precisión o error aleatorio) o directamente para la evaluación conjunta de estos 

parámetros como medida de la exactitud o error total.  

En su definición se pueden incluir también otros aspectos de calidad analítica tales como el 

tiempo de ejecución del análisis, el costo y el impacto ambiental que genera su uso.   

Otro aspecto importante a destacar es que el ATP sirve como base para los criterios de 

calificación de desempeño del método (etapa 2) y proporciona una guía que facilita el seguimiento 

del rendimiento durante su uso rutinario (etapa 3). 

IV.3.1.2. Gestión de riesgos de la calidad  

La gestión de riesgos de la calidad (QRM, de sus siglas en inglés, Quality Risk Managenent) 

está involucrada a lo largo de todo el ciclo de vida del método analítico y respalda la justificación 

científica para la toma de decisiones. Es un proceso sistemático para la evaluación, control, 

comunicación y revisión del riesgo para la calidad del valor informable a lo largo del ciclo de vida 

del método analítico [41, 44].  

Los principales objetivos de la aplicación de QRM son los siguientes:  

✢ Evaluación de las condiciones analíticas del método y la identificación de fuentes de sesgo 

y variabilidad. 

✢ Adquisición de conocimientos para el diseño de controles apropiados sobre los parámetros 

del método analítico y atributos de calidad con el objetivo de optimizar el desempeño, minimizar o 

incluso eliminar los riesgos que asegurarán que el método cumpla con el ATP y otros requisitos 

de desempeño definidos. 

✢ Permitir la gestión continua del conocimiento y la mejora de la calidad al garantizar que el 

procedimiento es apto para su uso a lo largo de su ciclo de vida incrementando la confianza en la 

toma de decisiones en base al resultado informable. 

 

Para lograr los propósitos del proceso de QRM se puede aplicar una variedad de 

herramientas, ya sea solas o en combinación. También es posible aplicarlas más de una vez 

durante el ciclo de vida del método.  

La gestión de riesgos de la calidad incluye los siguientes pasos [41, 45]:  

✢ Identificación del riesgo: Consiste en identificar sistemáticamente todas las variables 

asociadas al procedimiento analítico que pueden tener influencia en los atributos críticos del 

método (CMA, del inglés critical method atributte) (ver sección IV.3.1.3.1). Esta etapa debe incluir 

todos los aspectos del procedimiento analítico completo, es decir, muestreo, reactivos, preparación 
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de la muestra y estándares de referencia, instalaciones y condiciones de operación del equipo, 

estrategia de calibración y replicación, y cálculos de los resultados informables, entre otros. Se 

puede utilizar un mapa del procedimiento preliminar para ordenar las variables identificadas en 

una lista, una tabla o un diagrama de Ishikawa (también conocido como diagrama de espina de 

pescado). Para sistemas complejos, puede resultar útil dividir el proceso en pasos. 

✢ Análisis de riesgos: en base a los conocimientos previos y a una evaluación preliminar del 

del procedimiento, se pueden tomar decisiones sobre cuáles de las variables identificadas 

previamente representan o no un riesgo real. Por lo tanto, este paso del proceso tiene como 

objetivo seleccionar, de las muchas variables identificadas, aquellas cuyo impacto en los CMAs 

deberá evaluarse experimentalmente para poder conocer su efecto real. Este proceso se puede 

realizar de manera cualitativa o cuantitativa utilizando una variedad de herramientas de análisis de 

riesgos, como el método CNX (Control, Ruido, eXperimental); mapas de riesgo o de calor (del 

inglés, Heat-map); análisis de modos y efectos de fallas (FMEA, del inglés, Failure Mode and Effect 

Analysis); análisis modal de falla, efectos y criticidad (FMECA, del inglés Failure Modes, Effects 

and Criticality Analysis); y análisis de árbol de fallas (FTA, del inglés, fault tree analysis), entre 

otros.  

✢ Evaluación de riesgos: esta es una etapa experimental que permite clasificar las variables 

en función de la magnitud de sus efectos sobre los CMAs. Esta nueva clasificación se puede 

conseguir mediante la metodología de superficie de respuesta, aplicando diseños de experimentos 

como se detalla en la sección IV.3.1.4. En esta etapa se genera conocimiento que permite 

determinar cuáles de las variables del procedimiento experimental impactan mayormente sobre el 

ATP. De esta manera, las variables que ponen en riesgo el alcance del ATP se definen como 

parámetros críticos del método (CMP, del inglés critical method parameter) (ver sección IV.3.1.3.2) 

✢ Control y revisión de riesgos: esta etapa implica la toma de decisiones para reducir o para 

aceptar un determinado nivel de riesgo conocido. La reducción del riesgo puede incluir acciones 

para reducir la gravedad y la probabilidad y/o mejorar la detectabilidad del mismo. Por otro lado, 

implica encontrar los niveles más convenientes de las variables del método para alcanzar los 

requerimientos establecidos para los CMAs y establecer los controles apropiados para garantizar 

que esto cumpla con el uso rutinario del método.   

El proceso QRM es secuencial e iterativo; por lo tanto, si no es posible un control adecuado 

de los CMPs bajo ciertas condiciones propuestas, es posible que sea necesario rediseñar el 

procedimiento analítico o implementar cambios adecuados. Si el riesgo no se puede eliminar por 

completo, existe un cierto grado de riesgo residual que debe ser aceptado. La estrategia de control 

del método tiene como objetivo reducir y mantener el riesgo residual en niveles aceptables, 
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mientras que la revisión periódica del riesgo debe ser parte del proceso de monitoreo de 

procedimientos de rutina [45]. 

IV.3.1.3. Etapa 1: Diseño del método  

El inicio de esta etapa incluye, como primer paso, la selección de la tecnología a utilizar. Se 

puede seleccionar cualquier técnica analítica que sea capaz de cumplir los criterios del ATP. 

Generalmente, proporciona una gran ayuda contar con conocimientos previos pertinentes sobre la 

técnica seleccionada, como así también sobre las propiedades físicas y químicas de los analitos, 

la información procedente de bibliografía científica y cualquier método existente para el análisis 

del mismo tipo de analitos. 

Una vez seleccionada la tecnología y recopilada toda la información pertinente es necesario 

enfocarse en la adquisición y comprensión sobre cómo los parámetros o variables del método 

afectan o impactan sobre los atributos de calidad establecidos en el ATP. Como se mencionó 

anteriormente, este objetivo se logra mediante la generación de información experimental que 

permita obtener modelos matemáticos predictivos para la identificación de condiciones analíticas 

óptimas. Para concretar este objetivo se utilizan dos tipos de enfoques [41]:   

✢ Enfoque mínimo (también conocido como enfoque tradicional) [43]: normalmente incluye el 

desarrollo de métodos utilizando el enfoque de un factor a la vez (OFAT, del inglés, one-factor-a-

at-time) (experimentos univariado), donde las características de rendimiento del método se 

evalúan en función del estudio de los parámetros modificados uno a la vez. Esta estrategia aporta 

una probabilidad reducida de diseñar controles apropiados para garantizar la idoneidad para su 

uso y optimizar el desempeño del procedimiento.  

✢ Enfoque mejorado: Enfoque sistemático y multivariado para evaluar el impacto de los 

parámetros del procedimiento en el desempeño donde múltiples factores generalmente varían 

simultáneamente con el objetivo de evaluar los efectos principales y de la interacción de los 

factores, amplificando la extensión del conocimiento adquirido y la probabilidad de identificar 

riesgos y fuentes de variabilidad. Este enfoque enfatiza la importancia del QRM y el 

establecimiento de un plan de gestión de cambios en el ciclo de vida, lo que permite una gestión 

más integral de riesgos y conocimientos, facilitando el establecimiento de condiciones optimizadas 

y sólidas y estrategias de control analítico adecuadas. 

IV.3.1.3.1. Atributos críticos del método 

Concretamente, los CMAs son variables de salida del proceso analítico (respuestas) que 

reflejan la calidad del método y están relacionados con la selectividad, precisión, sensibilidad y 
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veracidad (recuperación y/o sesgo) del método. Por ejemplo, en los métodos cromatográficos, los 

requisitos de sensibilidad se pueden traducir a la magnitud de los parámetros relacionados con la 

señal analítica, como la altura, el área o la relación señal-ruido de los picos del analito. Las 

demandas de selectividad pueden monitorearse a través de variables que evalúan la separación 

adecuada entre picos adyacentes, como las resoluciones (✞�✿ ✟ ✆☎ ❇✁✰✲✟✞ ✳✆ ✸✆✼✁✞✁✰✄✹✷ ✾✁✿❂

mientras que el factor de cola (T), el factor de retención (k) y el número de placas teóricas (N) se 

pueden evaluar para garantizar una buena forma de pico, lo que está relacionado con la precisión 

y la selectividad. Finalmente, el tiempo de ejecución se puede adoptar como un CMA que se 

correlaciona con las propiedades analíticas relacionadas con la productividad. Una vez que se 

seleccionan los CMAs, se deben establecer valores objetivo o rangos aceptables para que los 

CMAs respalden las siguientes actividades de desarrollo del método y definan la estrategia de 

control [45]. 

IV.3.1.3.2. Parámetros críticos del método 

Los CMPs son variables de entrada (factores) del método cuya variabilidad tiene un impacto 

directo y significativo sobre los CMAs y conviven con otros factores de menor impacto. Es así que 

luego de un análisis de riesgos, los factores de un método se pueden clasificar en "críticos" y "no 

críticos" y a su vez pueden ser [42, 45]: 

✢ Factores relacionados con la preparación de la muestra, como, por ejemplo, reactivos, 

disolventes, etc. 

✢ Factores del método analítico como, por ejemplo, configuración de los equipos e 

instrumentos. 

✢ Factores ambientales como, por ejemplo, la luz, la humedad o la temperatura. 

✯✳✆✂❆✸❂ ☎✟✸ ❇✁✰✲✟✞✆✸ ✼✱✆✳✆✷ ✸✆✞ ✰☎✁✸✄❇✄✰✁✳✟✸ ✰✟✂✟ ❈✰✟✷✲✞✟☎✁✾☎✆✸� ✟ ❈✷✟ controlables� sin 

perder de vista que todos ellos pueden afectar la calidad del resultado analítico.  

El conocimiento teórico y experimental del sistema permite obtener modelos que describen 

el proceso en el que las respuestas (y) dependen de los niveles de los factores (x) (Fig. IV.6) [41]. 

 
 
Figura IV.6: Tipos de factores (x) y su relación con las respuestas (y).   
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IV.3.1.3.3. Región del diseño de operabilidad de método, 

espacio de control y punto óptimo de trabajo 

Con el objetivo de proporcionar un alto grado de comprensión sobre las fuentes de 

variabilidad que afectan la veracidad y la precisión es requisito evaluar la robustez del método. La 

robustez refiere a una medida de la capacidad para cumplir con los requisitos de desempeño 

esperados durante el uso normal y generalmente se evalúa mediante variaciones deliberadas de 

los parámetros del método analítico [42, 43]. Para establecerla es necesario definir la región del 

diseño operable del método (MODR, del inglés, method operable design region) el cual se define 

como una combinación multidimensional de los parámetros de método donde se ha demostrado 

que todas las combinaciones e interacciones de factores estudiados proporcionan un rendimiento 

medio y una solidez aceptables. En otras palabras, cualquier combinación de los CMPs dentro del 

MODR garantiza que se cumpla el ATP y, por lo tanto, proporciona garantía de la calidad del valor 

medido (Fig. IV.7) [46]. 

 

 
Figura IV.7: Representación gráfica del entorno experimental delimitado por los niveles evaluados para cada CMP. 
La región de desempeño no aceptable se muestra en color naranja. En verde se observa la región que representa el 
MODR y en amarillo su intervalo de incertidumbre. Los posibles espacios de control se representan entre líneas 
discontinuas. El punto rojo señala el OWP. 
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Como se muestra en la Figura IV.7 el MODR se establece dentro de un entorno 

experimental, comúnmente llamado espacio de conocimiento, es decir el espacio en el que se 

conoce cómo se comportan los CMAs cuando se combinan diferentes valores de los CMPs. Dentro 

de ese entorno experimental se puede identificar ❈✞✆✺✄✹✷ ✳✆ ✳✆✸✆✂✼✆❈✟ ✷✟ ✁✰✆✼✲✁✾☎✆� en donde 

los CMAs no cumplirán con las especificaciones establecidas. La región en la que los CMAs se 

encuentran dentro de las especificaciones es lo que se establece como MODR. Los límites de 

incertidumbre del MODR pueden representarse como intervalos de confianza, de predicción o de 

tolerancia predefinidos y proporcionan una evaluación de la robustez del método teniendo en 

cuenta la variabilidad analítica, dada a su vez tanto por la variabilidad de los CMPs como de los 

CMAs. Otra forma de establecer el MODR es mediante la utilización de modelado bayesiano o 

simulaciones de Montecarlo que evalúen la propagación de la varibilidad a un determinado nivel 

de confianza y de riesgo [46].   

En la Figura IV.7, se observan, además, diferentes rectángulos en líneas discontinuas que 

representan posibles espacios de control (ECs). Estos ECs son entornos experimentales 

simétricos definidos dentro del MODR en los que se conformará la estrategia de control del 

método. La validación del EC seleccionado puede realizarse también de manera estadística 

mediante simulaciones de Monte Carlo o experimentalmente utilizando diseños experimentales 

adecuados.  

Finalmente, el punto de color rojo mostrado en la figura dentro del EC, es denominado punto 

óptimo de trabajo (OWP, de sus siglas en inglés, optimal working point) siendo una combinación 

operativa de los CMPs seleccionada para llevar a cabo la etapa 2 del ciclo de vida del método y el 

uso de rutina del mismo. Este punto puede elegirse en función de la conveniencia operativa o de 

criterios estadísticos, siempre que se encuentre en una zona robusta dentro del EC [45, 46]. 

IV.3.1.3.4.   Estrategia de control 

La última actividad de la etapa 1 consiste en la definición de la estrategia de control, la cual 

garantiza el desempeño del método analítico y la calidad del resultado medido en el uso rutinario 

[42, 43]. Consiste en un conjunto de controles necesarios para garantizar que el procedimiento 

analítico funcione como se espera y desempeña un papel clave para garantizar que se cumpla el 

ATP durante todo el ciclo de vida. Incluye parámetros del procedimiento analítico que necesitan 

control y la prueba de idoneidad del sistema (SST, del inglés system suitability test) que forman 

parte de la descripción del procedimiento analítico. La comprensión de las principales fuentes de 

variabilidad dentro de un procedimiento analítico se puede utilizar, además, para desarrollar una 
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estrategia de replicación [47] donde los factores del procedimiento que contribuyen a una gran 

parte de la variación general se pueden replicar para mejorar la precisión[48].  

IV.3.1.4. Diseño y optimización de experimentos  
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1. Formular correctamente el problema, definiendo el objetivo de los experimentos. Es decir, 

establecer claramente y con fundamento que es lo que se quiere optimizar, por ejemplo: la 

separación cromatográfica, la sensibilidad del método, el tiempo de análisis, etc. En base a este 

objetivo se elegirán las variables más convenientes a evaluar, por ejemplo: resolución entre picos, 

área de pico, tiempo de retención, etc. A estas variables (variables dependientes), que serán sujeto 

del procedimiento de optimización❂ ✸✆ ☎✁✸ ✳✆✷✟✂✄✷✁ ✳✆ ✂✁✷✆✞✁ ✺✆✷❋✞✄✰✁ ❈✞✆✸✼✱✆✸✲✁✸� ✶ ✆✷ ✆☎

ámbito de la AQbD constituyen los CMAs.  

2. Identificar cuáles son los factores (variables independientes) que podrían tener un efecto 

sobre el comportamiento de las respuestas a optimizar. Tal como se vio, el número de factores a 

considerar cuando se trata de optimizar un método cromatográfico puede llegar a ser muy grande. 

Es necesario aplicar entonces un mecanismo de selección de factores que permita establecer 

cuáles de todos ellos son los que tienen un efecto más significativo sobre la respuesta. En el 

ámbito de la AQbD estos factores constituyen los CMPs, ya que son aquellos que ponen en riesgo 

la calidad del método analítico.  

3. Seleccionar los factores en función de los efectos sobre las respuestas.  El mecanismo de 

selección de factores puede ser básicamente de dos tipos. El primero de ellos es aquel que se 
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basa en conocimientos del sistema, ya sea por fundamentación teórica, experiencias previas o por 

información recabada en la literatura. Para CLAR se han desarrollado incluso modelos capaces 

de predecir los parámetros de retención de compuestos ionizables en función del pH, la 

composición de la fase móvil y la temperatura [56✠60]. La disponibilidad de recursos y el interés 

particular del analista puede también ser un parámetro de selección. El segundo mecanismo 

consiste en la aplicación de diseños experimentales de screening también conocidos como 

diseños de selección de factores. Estos diseños son de primer orden y dentro de ellos, los diseños 

Factorial Completo (DFC), Factorial Fraccionado (DFF) y Plackett y Burman (DPB) son muy 

utilizados en esta etapa porque son muy económicos y eficientes. Estos diseños permiten 

determinar cuáles son, entre todos los factores potencialmente considerables, aquellos que 

influyen más significativamente en las respuestas calculando el efecto de los mismos. El efecto de 

un factor se define como el cambio en la respuesta producida por un cambio en el nivel del factor 

y se conoce como efecto principal porque se refiere a los factores de interés fundamentales del 

experimento. Dependiendo del diseño empleado se pueden determinar también, en algunos casos, 

los efectos de las interacciones entre dos factores. Mediante cualquiera de las dos estrategias se 

logra circunscribir el problema al análisis de un número más reducido de factores, los más 

significativos, generalmente de dos a cuatro. Los factores que no serán estudiados en la etapa de 

optimización deben controlarse perfectamente bien y mantenerse siempre en un nivel fijo. 

4.  Encontrar las condiciones operativas óptimas, las cuales en el ámbito de la AQbD se 

identifican con el MODR. Para esto en necesario, en primer lugar, definir el rango en que se 

estudiará cada factor y el tipo de diseño experimental que se empleará. El rango está establecido 

por los niveles máximos y mínimos a ensayar para cada factor y se selecciona en base al 

conocimiento previo del sistema, los resultados de los experimentos de selección de factores y 

fundamentalmente las restricciones de la técnica que se está empleando. Los rangos 

seleccionados definen el dominio experimental. En cuanto al diseño a emplear en esta etapa, el 

mismo debe seleccionarse entre los diseños de segundo orden, conocidos también como diseños 

de optimización, que son aquellos que responden a la Metodología de la Superficie de Respuesta 

(MSR) que se describe en la sección IV.3.1.5. En segundo lugar, se deben llevar a cabo los 

experimentos y obtener los valores de las respuestas. Los experimentos que surgen del diseño 

programado se realizan en una secuencia aleatoria de manera de minimizar el efecto de los 

factores no controlados. Si el número de experimentos a realizar excede la cantidad posible a 

realizar durante un mismo día o secuencia de trabajo, los experimentos pueden realizarse en 

bloques, es decir grupos de experimentos que mantienen cierta estructura dentro del diseño. Cada 

bloque se realiza en una secuencia o día distinto de trabajo. Cuando se trabaja de esta manera es 
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necesario evaluar el efecto del bloqueo al realizar la evaluación de los modelos. Generalmente es 

también recomendable hacer réplicas del punto central y/o de otros puntos del diseño a los fines 

de estimar el error o variabilidad de los coeficientes. En esta etapa es sumamente necesario evitar 

errores experimentales, ya que los mismos puedan anular la validez de los resultados. 

5. Analizar los datos obtenidos, construir y evaluar los modelos. Después de ejecutar los 

experimentos y obtener los resultados para las respuestas en estudio, se construye para cada una 

de ellas un modelo polinomial. Este modelo debe ser capaz de describir la relación entre la 

respuesta y los factores estudiados. La validez de estos modelos deberá comprobarse 

estadísticamente como se describe más adelante.  

6. Localizar el óptimo para la respuesta y determinar cuáles son los valores de los factores 

necesarios para alcanzarlo. La localización del óptimo para una única respuesta, en general no es 

demasiado complicada y suele lograrse mediante el estudio de las gráficas de contorno o las 

gráficas tridimensionales de la superficie de respuesta. Sin embargo, cuando se necesita optimizar 

más de una respuesta simultáneamente debe utilizarse una estrategia de optimización 

multirrespuesta como el uso de la Función Deseabilidad de Derringer que se describe la sección 

IV.3.1.6. 

 

IV.3.1.5. Metodología de la superficie de respuesta 

❃✆✸✁✞✞✟☎☎✁✳✁ ✼✟✞ ✌✟❊ ✶ ✸✱✸ ✰✟☎✁✾✟✞✁✳✟✞✆✸ ✆✷ ☎✁ ✳❋✰✁✳✁ ✳✆ ■❁❴❍❂ ☎✁ ☛❅❤ ✱✲✄☎✄✿✁ ✱✷✁ ✸✆✞✄✆

✳✆ ✲❋✰✷✄✰✁✸ ✂✁✲✆✂❆✲✄✰✁✸ ✶ ✆✸✲✁✳✵✸✲✄✰✁✸ ✼✁✞✁ ☎✁ ✰✟✷✸✲✞✱✰✰✄✹✷ ✳✆ ✱✷ ✂✟✳✆☎✟ ✴✱✆ ✞✆✸✼✟✷✳✆ ✁☎ ✁❀✱✸✲✆

✳✆ ✱✷✁ ✆✰✱✁✰✄✹✷ ✼✟☎✄✷✟✂✄✁☎ ✳✆ ☎✟✸ ✳✁✲✟✸ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✁☎✆✸ �❀■✁❁ ❙✸✲✆ ✂✟✳✆☎✟ ✳✆✾✆ ✸✆✞ ✰✁✼✁✿ ✳✆

✳✆✸✰✞✄✾✄✞ ✁✳✆✰✱✁✳✁✂✆✷✲✆ ✆☎ ✰✟✂✼✟✞✲✁✂✄✆✷✲✟ ✳✆ ✳✄✰✽✟✸ ✳✁✲✟✸ ✰✟✷ ✆☎ ✟✾❀✆✲✄✻✟ ✳✆ ✞✆✁☎✄✿✁✞

✼✞✆✳✄✰✰✄✟✷✆✸ ✆✸✲✁✳✵✸✲✄✰✁✸❁ ❙☎ ✷✟✂✾✞✆ ✳✆ ☎✁ ✂✆✲✟✳✟☎✟✺✵✁ ✸✆ ✳✆✾✆ ✁ ☎✁ ✼✆✞✸✼✆✰✲✄✻✁ ✺✞❆❇✄✰✁ ✴✱✆ ✸✆

✺✆✷✆✞✁ ☎✱✆✺✟ ✳✆☎ ✁❀✱✸✲✆ ✂✁✲✆✂❆✲✄✰✟ ✳✆☎ ✂✟✳✆☎✟❁ ✝✱✁✷✳✟ ✱✷✁ ✟ ✻✁✞✄✁✸ ✞✆✸✼✱✆✸✲✁✸ ✸✟✷

✳✆✼✆✷✳✄✆✷✲✆✸ ✳✆ ☎✁ ✄✷❇☎✱✆✷✰✄✁ ✳✆ ✻✁✞✄✟✸ ❇✁✰✲✟✞✆✸❂ ✆✸✲✁ ✂✆✲✟✳✟☎✟✺✵✁ ✞✆✸✱☎✲✁ ✸✱✂✁✂✆✷✲✆ ❚✲✄☎ ✼✁✞✁

☎✟✺✞✁✞ ☎✁ ✟✼✲✄✂✄✿✁✰✄✹✷ ✸✄✂✱☎✲❆✷✆✁ ✳✆ ☎✟✸ ✷✄✻✆☎✆✸ ✴✱✆ ✳✆✾✆✷ ✁☎✰✁✷✿✁✞ ✆✸✲✁✸ ✻✁✞✄✁✾☎✆✸ ✼✁✞✁ ✟✾✲✆✷✆✞

✱✷ ✞✆✷✳✄✂✄✆✷✲✟ ✹✼✲✄✂✟ ✳✆☎ ✸✄✸✲✆✂✁ �❀✢✁ ❁ ❙✸✲✁ ✂✆✲✟✳✟☎✟✺✵✁ ✸✱✼✟✷✆ ✆✸✲✱✳✄✁✞ ✰✁✳✁ ❇✁✰✲✟✞ ✆✷ ✲✞✆✸ ✟

✂❆✸ ✷✄✻✆☎✆✸ ✁ ☎✟✸ ❇✄✷✆✸ ✳✆ ✂✟✳✆☎✁✞ ☎✁ ✰✱✞✻✁✲✱✞✁ ✳✆☎ ✸✄✸✲✆✂✁ ✶ ✆❊✄✸✲✆✷ ✻✁✞✄✟✸ ✲✄✼✟✸ ✳✆ ✳✄✸✆❈✟✸

✳✄✸✲✄✷✲✟✸ ✼✁✞✁ ☎☎✆✻✁✞☎✟ ✁ ✰✁✾✟❁ ✡✁ ✆☎✆✰✰✄✹✷ ✳✆ ✱✷✟ ✱ ✟✲✞✟ ✳✄✸✆❈✟ ✳✆✼✆✷✳✆✞❆ ✾❆✸✄✰✁✂✆✷✲✆ ✳✆☎ ✷❚✂✆✞✟

✳✆ ❇✁✰✲✟✞✆✸ ✁ ✟✼✲✄✂✄✿✁✞❂ ✳✆☎ ✆✷✲✟✞✷✟ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✁☎ ✶ ✳✆ ☎✁ ✆❇✄✰✄✆✷✰✄✁ ✶ ✰✟✂✼☎✆❀✄✳✁✳ ✳✆ ✰✁✳✁ ✱✷✟ ✳✆

✆☎☎✟✸❁ 

✡✟✸ ✳✄✸✆❈✟✸ ✆✂✼☎✆✁✳✟✸ ✼✁✞✁ ✂✟✳✆☎✁✞ ✱✷✁ ✸✱✼✆✞❇✄✰✄✆ ✳✆ ✞✆✸✼✱✆✸✲✁ ✳✆ ✸✆✺✱✷✳✟ ✟✞✳✆✷ ✳✆✾✆✷

✰✱✂✼☎✄✞ ✾❆✸✄✰✁✂✆✷✲✆ ✰✟✷ ✳✟✸ ✞✆✴✱✄✸✄✲✟✸ �❴✝✁◗  



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✗✙✚✓✛✔�✖✖✗✆✙ 

❏✝ 
 

1. Involucrar al menos tres niveles para cada factor (k).  

2. Poseer al menos 1+2k+k(k-1)/2 puntos experimentales que es el número de coeficientes del 

modelo que deberá construirse.  
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1. El Diseño Factorial Completo en tres niveles (3-DFC). Consta de tres niveles para cada 

factor: nivel inferior (-1), nivel intermedio (0) y nivel superior (+1). Cada nivel de un factor se 

combina en los distintos experimentos con todos los niveles de los otros factores. El número de 

experimentos está dado por E=k3, por lo que crece exponencialmente con el número de factores. 

Sólo es conveniente para un número pequeño de factores.  

2. El Diseño Central Compuesto (DCC). Es probablemente, el diseño más utilizado para 

ajustar superficies de respuesta de segundo orden. En forma genérica un DCC incluye distintas 

clases de puntos dentro del dominio experimental: puntos factoriales (pf), en niveles (-1) o (+1), 

puntos axiales o puntos estrella (pe), que tienen todos los factores en el nivel intermedio (0) menos 

uno de los factores que se encuentra en un nivel ✁❊✄✁☎ ✾✁✁✿ ✶ los puntos centrales (pc), que tienen 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✗✙✚✓✛✔�✖✖✗✆✙ 

❏❏ 
 

todos los factores en nivel intermedio. Generalmente se hacen réplicas de este punto para obtener 

la estimación del error. El número de experimentos es E=2k+2k+pc. De acuerdo a lo previamente 

dicho, se puede ver que cada factor se encuentra en cinco niveles posibles: ✠✁❂ ✠■❂ ❍❂ �■❂ �✁ ✶

✰✱✁✷✳✟ ✁ ✲✟✂✁ ✆☎ ✻✁☎✟✞ ✳✆ ☎✁ ✞✁✵✿ ✰✱✁✞✲✁ ✳✆ ❇❂ ✸✄✆✷✳✟ ❇ ✆☎ ✷❚✂✆✞✟ ✳✆ ✼✱✷✲✟✸ ❇✁✰✲✟✞✄✁☎✆✸❂ ✸✆ ✳✄✰✆ ✴✱✆

el diseño es rotable.  

3. El Diseño de Box-Behnken (DBB). Es una opción eficiente cuando se requiere estudiar los 

factores en tres niveles, en el cual los puntos experimentales están localizados en los puntos 

medios de las aristas de un cubo y en el centro (pc). Igual que en DCC el punto central 

generalmente se replica para estimar el error. Es un diseño de naturaleza esférica y rotable y el 

✷❚✂✆✞✟ ✳✆ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✟✸ ✆✸✲❆ ✳✁✳✟ ✼✟✞◗ ❙✁✢P✾P✂■✿�pc, por lo que resulta más eficiente que los 

anteriores.  
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4. El Diseño Split-plot (DSP) [49], basado en el concepto de parcelas divididas (idea inspirada 

en el campo de la agricultura). Es una opción cuando la aleatorización completa de las corridas 

experimentales no es factible debido a que el nivel de uno o varios factores son poco prácticos o 

presentan inconvenientes para ser cambiados. Por lo tanto, la construcción de un DSP involucra 

diferentes tamaños de unidades experimentales, que restringen la completa aleatorización de los 

experimentos. En este tipo de diseño, el factor difícil de cambiar (del inglés, hard-to change) está 

asociado a la parcela completa o WP (de sus siglas en inglés, whole-plot) y los factores fáciles de 

cambiar (del inglés, easy-to change) que se aplican en diferentes niveles a secciones más 

pequeñas del WP, constituyendo las subparcelas o SP (de sus siglas en inglés, sub-plot). Este 

esquema se reproduce para los niveles del factor WP y el número de réplicas según corresponda. 
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5.  El Diseño optimal (DO). Es un diseño para evaluar dominios asimétricos (no simétricos) 

que se implementan para hacer frente a diferentes condiciones establecidas por el analista, tales 

como: cantidad de puntos experimentales, tipo de modelo a ajustar, rangos de variables, regiones 

con restricciones multifactoriales. Se dividen en diferentes tipos, nombrados por letras del alfabeto 

y se refiere a la propiedad o criterio que se pondera en el diseño, es decir que algunos de ellos se 

centran en una buena estimación de los parámetros del modelo, mientras que otros se centran en 

una buena predicción en la región de diseño. El diseño D-optimal (DDO), es un diseño basado en 

el criterio de proporcionar una buena estimación de los parámetros de regresión para el modelo 

seleccionado [53, 66].  
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✢ R2-ajd. (R2 ajustado). Este indicador representa el porcentaje de variancia explicada por el 

modelo. ❙✸ ✱✷✁ medida que permite evaluar la bondad de ajuste de un modelo, es decir, qué tan 

bien el modelo explica la relación entre la variable dependiente y las variables independientes. El 

R2 -ajd. se basa en el R2, que es el coeficiente de determinación, pero lo corrige para tener en 

cuenta el número de variables independientes y el tamaño de la muestra. El R2 -ajd. siempre será 
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menor o igual que el R2, y penalizará la inclusión de variables que no aporten información relevante 

al modelo.  

✢ R2-pred (R2 de predicción) o Q2 (según el programa MODDE). Este indicador es una medida 

para evaluar la capacidad de un modelo para predecir nuevos valores de la variable dependiente 

a partir de valores de las variables independientes que no se han utilizado para ajustar el modelo. 

Se basa en el R2, pero lo corrige para tener en cuenta el error de predicción que se produce al 

aplicar el modelo a nuevos datos. Un valor alto de R2-pred indica que el modelo tiene una buena 

capacidad predictiva y que las variables independientes son relevantes para predecir la variable 

dependiente. Por el contrario, un valor bajo indica que las variables independientes no son útiles 

para predecir la variable dependiente. 
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IV.3.1.6. Etapa 2: Calificación del desempeño del método  

Una vez que se define la estrategia de control al final de la etapa 1, el ATP se puede redefinir 

si es necesario, caso contrario el método está listo para someterse a un proceso de validación.  

El objetivo de la validación, en el marco de la AQbD, es realizar una demostración final, 

formal y documentada de que el desempeño del método cumple con el ATP. Luego de validado, 

método puede ser fácilmente transferido a otro laboratorio analítico, el cual, a su vez deberá 

realizar una verificación inicial del desempeño (similar a la validación, pero más acotada) para 

garantizar que las características de rendimiento presentadas durante la validación en el 

laboratorio de origen, se siguen manteniendo (Fig. IV.5) [41].   

En la presente tesis el proceso de validación de los métodos bioanalíticos se llevó a cabo 

según los lineamientos descriptos en las guías de validación de métodos bioanalíticos de: (a) la 

Agencia Médica Europea, EMA (por sus siglas en inglés, European Medicines Agency) [68], (b) la 

Administración de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos, FDA (por sus siglas en 

inglés, Food and Drug Administration)[69] y el Consejo Internacional de Armonización, ICH (por 

sus siglas en inglés, International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use) [70]. En estas guías se describen los parámetros de rendimiento 

que se deben evaluar y los posibles procedimientos para llevar a cabo su evaluación junto a los 

criterios de aceptación para cada uno de ellos.   

A continuación, se detallan algunos de los conceptos y consideraciones derivadas de las 

guías y utilizadas en la presente tesis para la validación de los métodos desarrollados para 

cuantificar fármacos en plasma humano:  

✢ La muestra blanco (MB) es una muestra de plasma blanco (PB) libre de analito, obtenida 
a partir de una persona no tratada con el fármaco para el cual se desarrolló el método. 

✢ La muestra calibradora (MC) es un PB fortificado con una cantidad exactamente conocida 

del analito, a partir de una solución estándar y que se utiliza para obtener la curva de calibración 

del método. 
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✢ La muestra control (MQ) es un PB fortificado con una cantidad exactamente conocida del 

analito, a partir de una solución estándar y que se utiliza para asegurar la validez de una calibración 

o de una corrida analítica. Las MQ se preparan a partir de soluciones estándares independientes 

de las utilizadas para la preparación de las MC.  

✢ La muestra real (MR) es una muestra de plasma obtenida a partir de un paciente tratado 

con el fármaco para el cual se desarrolló el método. 

✢ La concentración nominal (CN) es la concentración teórica del analito añadida a un PB y la 

concentración predicha (CP) es la concentración de analito hallada en una muestra al someterla 

al procedimiento analítico y calcular su concentración el modelo de predicción establecido.  

✢ Para evaluar precisión intra-ensayo (repetibilidad) se utiliza el coeficiente de variación de 

repetibilidad (CVr) según la siguiente ecuación: 
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donde ✁� es el desvío estándar de la CP en un determinado nivel de concentración y ✞✂✌✌✌✌ es la 

concentración predicha promedio obtenida para ese nivel de concentración.  

✢ Para evaluar precisión inter-ensayo (precisión intermedia) se utiliza el coeficiente de 

variación inter-ensayo (CVi) según la siguiente ecuación:  
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✢ Para evaluar sesgo se utiliza el bias porcentual (bias%) tal como se indica en la siguiente 

ecuación:  

✆☎✝�✞ ✌
✒✞✂ ✛ ✞☎☎

✞☎
✆ ✍✄✄ 
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IV.3.1.6.1. Selectividad  

La selectividad de un método bioanalítico se define como su capacidad de distinguir la señal 

analítica (SA) del analito de manera precisa en presencia de interferentes, tales como 

componentes del solvente de inyección (SI), compuestos endógenos (CE) de la matriz biológica, 

medicación co-administrada, productos de hemolisis, lípidos u otros componentes de la matriz bajo 

las condiciones establecidas para el método.  

Para evaluarla se deben analizar con el método, SI, muestras hemolizadas, PB de al menos 

6 (seis) fuentes independientes (personas diferentes) y PB fortificados con medicación 

habitualmente coadministrada con los fármacos de interés.  En todos estos casos se debe evaluar 

la presencia de SA de posibles interferentes en los tiempos de retención de los analitos y verificar 

✴✱✆❂ ✸✄ ✸✆ ✳✆✲✆✰✲✁❂ ☎✁ ✂✄✸✂✁ ✸✆✁ � ✢❍✢ ✳✆ ☎✁ ❅✯ ✳✆☎ ✁✷✁☎✄✲✟ ✆✷ ✆☎ ☎✵✂✄✲✆ ✄✷❇✆✞✄✟✞ ✳✆ ✰✱✁✷✲✄❇✄✰✁✰✄✹✷

(LIC). 

IV.3.1.6.2.  Límite inferior de cuantificación   

El LIC es la menor concentración de analito que puede ser cuantificada con veracidad y 

precisión aceptable con el método. La evaluación del LIC puede llevarse a cabo de manera 

independiente o como parte de la evaluación de precisión y veracidad para el rango de calibración 

establecido.  

Para establecerlo se deben evaluar un mínimo de 5 (cinco) MQ en concentraciones 

correspondientes al LIC, en al menos en tres corridas analíticas diferentes y verificar que se 

cumplan en todas ellas con los siguientes criterios de aceptación: selectividad, ✝❄ � ✢❍✢ ✶ ✾✄✁✸✢

entre ± 20%.  

 

IV.3.1.6.3. Curva de calibrado, rango analítico y modelo de 

predicción  

La curva de calibrado es la relación entre la SA y la CN del analito en las MCs. La función 

matemática que describe esta relación se utiliza para obtener el modelo que permite predecir la 

concentración del analito en las MRs.  Para obtenerla se deben procesar en una misma corrida el 

SI, la MB y al menos 6 (seis) niveles de concentración de MC, incluidos el LIC y límite superior de 

cuantificación (LSC). Queda de esta manera establecido el rango analítico como el rango de 

concentraciones entre el LIC y el LSC.  

Es necesario que al diseñar el método se tenga en cuenta que este rango comprenda las 

concentraciones esperables de la mayoría de las MRs. Las MRs que presenten concentraciones 
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inferiores al LIC no podrán ser cuantificadas, mientras que las que superan el LSC deberán ser 

diluidas para entrar en el rango analítico.  

Para obtener la ecuación de la curva de calibrado se debe utilizar un modelo de regresión 

más simple que describa adecuadamente la relación de la CN con la SA, sin incluir la respuesta 

de las MB. En los métodos bioanalíticos, en los que el rango analítico suele ser amplio, es habitual 

tener que recurrir a regresiones ponderadas, con diferentes pesos, o el uso de señales 

transformadas para poder ajustar correctamente un modelo lineal. 

Para construir las curvas de calibrado las MCs pueden procesarse por duplicado y pueden 

contener más de un analito si el método está destinado para la cuantificación de más de un 

fármaco de manera simultánea. En este caso se debe generar una curva de calibrado para cada 

uno de ellos. 

Para validar el modelo de calibración para un analito se deben analizar las gráficas de 

residuos de la regresión y calcular para cada MC la CP utilizando el modelo de predicción 

propuesto en al menos tres curvas de calibrado obtenidas de manera independiente y en días 

diferentes de trabajo.  Los criterios de aceptación para este el modelo son los siguientes, en las 

tres curvas:  

✢ La distribución de los residuos debe ser homocedástica. 

✢ El coeficiente de determinación (R2) de la curva multinivel debe ser > 0.99. 

✢ La regresión obtenida por el método de los cuadrados mínimos para la curva multinivel debe 

ajustarse a un modelo lineal.  

✢ La CP de al menos el 75% de las MC y el 50% en cada nivel de concentración debe estar 

dentro del 15% del valor nominal, excepto para el LIC que puede ser de ±20%. 

 

IV.3.1.6.4. Precisión  

La precisión es la capacidad del método de obtener mínima variación en las mediciones 

repetidas de una misma muestra homogénea. Incluye un componente de intra-ensayo 

(repetibilidad) y uno inter-ensayo (precisión intermedia) y está estrechamente relacionada con el 

error aleatorio.  

La precisión intra-ensayo se debe estudiar procesando MQs en 4 (cuatro) niveles diferentes 

en el rango de trabajo por quintuplicado en cada nivel y procesando las muestras en condiciones 

homogéneas y por un mismo analista. 

La precisión inter-ensayo se debe estudiar procesando las mismas MQ en los mismos 

niveles de concentración, en tres días diferentes y por diferentes analistas.  
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Los niveles de concentración de las MQs deben ser los siguientes:  

✢ LIC 

✢ Nivel bajo (NB) corresponde a 3 x LIC 

✢ Nivel Medio (NM) corresponde al 30 - 50% del rango de calibración.  

✢ Nivel Alto (NA) corresponde al 75% del LSC.  

Los criterios de aceptación tanto para precisión intra-ensayo como inter ensayo es que el 

✞�� y el ✞�☎ ✸✆✁✷ � ■❴✢❂ ✆❊✰✆✼✲✟ ✆✷ ✡❯✝ ✴✱✆ ✼✱✆✳✆ ✸✆✞ � ✢❍✢❁ 

 

IV.3.1.6.5.  Sesgo  

El sesgo es el grado de concordancia entre el valor verdadero o valor nominal de la 

concentración del analito en la muestra y el valor medio obtenido como resultado al aplicar el 

método analítico. Es una medida de la veracidad del método y está estrechamente relacionado 

con el error sistemático.  

Para evaluarlo se pueden utilizar los mismos ensayos que en el estudio de precisión, siendo 

los criterios de aceptación a cumplir: bias% dentro de ±15%, excepto en LIC que puede ser de ± 

20%.  

 

IV.3.1.6.6. Exactitud. Evaluación conjunta de precisión y 

sesgo.  
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IV.3.1.7. Etapa 3: Monitoreo continuo  

El monitoreo continuo es una actividad o un conjunto de actividades que permiten confirmar 

la idoneidad del método durante el uso rutinario y el cumplimiento de los criterios establecidos en 

el ATP a lo largo del tiempo. Para su implementación práctica se debe establecer una estrategia 

de control en el correspondiente procedimiento analítico, donde se describen estas actividades.  

Esta etapa incluye tanto (a) monitoreo de rutina de los datos vinculados al rendimiento del 

método analítico y (b) la evaluación del rendimiento del método después de los cambios que 

pudiesen darse para determinar si el procedimiento analítico sigue siendo adecuado para su 

propósito. Los criterios del ATP continúan siendo los criterios de rendimiento utilizados para 

realizar esta evaluación, la cual puede hacerse de diversas maneras y en proporción adecuada al 

conocimiento adquirido en la evaluación del método. 

Como se mencionó anteriormente, para llevar a cabo el monitoreo continuo es necesario 

contar con los procedimientos operativos estándar (POEs), documentos en los que se describe 

detalladamente las instrucciones para ejecutar el método analítico en las condiciones operativas 

óptimas y la estrategia de control del mismo, incluyendo los SSTs. Los parámetros de la estrategia 

de control del método deben evaluarse y registrase en cada corrida analítica verificando el 

cumplimiento de las especificaciones establecidas.  

Una valiosa actividad, que se usa como recurso en esta etapa es la construcción de cartas 

control. Estas gráficas proveen de una manera sencilla para realizar un control estadístico del 

proceso analítico en el tiempo, evaluando la aparición de tendencias y/o eventos fuera de lo 

esperado. Existe más de una forma de obtener estas gráficas, siendo su principal utilidad la de 

evaluar la variabilidad en el tiempo de parámetros de aptitud del sistema o de resultados obtenidos 

a partir de muestras control que se analizan en cada corrida analítica. En la Figura IV.10 se 

muestra de manera genérica una gráfica de control en la que se especifican los límites de control 
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(o límites de alarma), dentro de los cuales se encuentra la variabilidad aceptable, y los límites de 

acción, que son aquellos que, al superarse, indican la necesidad de una acción correctiva sobre 

el método [41, 45]. 

 
Figura IV.10: Carta control. Evolución en el tiempo del atributo analítico evaluado junto a sus límites de control o 
alarma y límites de acción. 
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☎✂ ✭✄✁✧✬✩☎✭✮  

V.1. ✭✕✂✒✣✎✄✜✓ generales: 

✢ Contribuir al desarrollo del bioanálisis en general y, en particular, al análisis de fármacos en 

muestras biológicas por cromatografía líquida.  

✢ Generar una plataforma bioanalítica de calidad basada en el diseño destinada al monitoreo 

terapéutico de fármacos.  

☎✂☎✂ ✭✕✂✒✣✎✄✜✓ ✒✓✆✒✍✝✢✎✍✜✓✞ 
✢ Estudiar la problemática actual relacionada al uso racional de medicamentos, terapias 

personalizadas y control de tratamientos con fármacos de elevada toxicidad o con ventana 

terapéutica estrecha. 

✢ Evaluar el rendimiento de nuevas partículas cromatográficas disponibles en el mercado para 

lograr mayor eficiencia en la separación de fármacos a partir de muestras biológicas. 

✢ Aplicar herramientas de AQbD para el desarrollo, optimización y validación de métodos 

bioanalíticos. 

✢ Obtener métodos analíticos protocolizados destinados al MTD que permitan el control de 

tratamientos con fármacos, especialmente antibióticos betalactámicos, tuberculostáticos y 

citostáticos, utilizando instrumentación de mediana complejidad. 
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La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria Mycobacterium 

tuberculosis, que afecta principalmente a los pulmones del huésped, pero puede propagarse a 

otros órganos o sistemas del cuerpo. Según el sitio de infección se clasifica en pulmonar y 

extrapulmonar. La TB pulmonar es la forma más común y contagiosa, y se transmite por el aire 

cuando las personas infectadas tosen, estornudan o escupen. Los síntomas pueden incluir tos (a 

veces con sangre), dolor torácico, fiebre, sudores nocturnos, pérdida de peso y dificultad para 

respirar. La TB extrapulmonar afecta a otros órganos o sistemas del cuerpo, como los ganglios 

linfáticos, el sistema nervioso central, los huesos, las articulaciones, el tracto genitourinario, el 

abdomen o el pericardio. En este caso, los síntomas varían según el órgano afectado, pero en 

general puede incluir fiebre, malestar general, pérdida de peso y dolor o hinchazón en la zona 

afectada [73✠75]. 

Además de esta clasificación, la TB se puede presentar como activa o latente, en relación 

con la actividad de los bacilos. En la primera situación, los bacilos están presentes de manera 

activa en el cuerpo causando daño y síntomas, mientras que en la TB latente los bacilos están 

presentes y vivos pero inactivos, no provocan síntomas y no se transmiten [76].   
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La contribución de este capítulo de tesis a la problemática actual en el tratamiento de la TB 

consiste en poner a disposición del sistema de salud un método bioanalítico accesible, eficiente y 

de calidad para ser utilizado en el MTD de tres tuberculostáticos de primera línea. Se espera que 

su implementación redunde en beneficio de un tratamiento eficiente de la DS-TB mediante 

dosificaciones personalizadas de los antibióticos evitando efectos adversos graves y aumentando 

por lo tanto la adherencia del paciente al mismo. 
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Los antibióticos tuberculostáticos se clasifican según el mecanismo de acción y/o su 

espectro de actividad [76, 87]: 

Según su mecanismo de acción:  

✢ Inhibidores de la síntesis de la pared celular: isoniazida, etionamida, cicloserina, etambutol. 

✢ Inhibidores de la síntesis de proteínas: estreptomicina, amikacina, kanamicina, 

capreomicina, rifampicina, rifabutina, rifapentina. 

✢ Inhibidores de la síntesis de ácidos nucleicos: pirazinamida, quinolonas (ciprofloxacino, 

levofloxacino, moxifloxacino), linezolid. 

✢ Inhibidores de otros procesos metabólicos: ácido paraaminosalicílico, d-clofazimina. 
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✢ Según su espectro de actividad:  

✢ De primera línea: isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol, estreptomicina. Son los 

más eficaces y los menos tóxicos. Se usan en el tratamiento de DS-TB. 

✢ De segunda línea: etionamida, cicloserina, ácido paraaminosalicílico, capreomicina, 

kanamicina, amikacina, quinolonas, linezolid. Son menos eficaces y más tóxicos que los de 

primera línea y se usan para tratamiento de MDR-TB. 

✢ De tercera línea: d-clofazimina, bedaquilina, delamanida. Son los más recientes y se usan 

en casos de MDR-TB y XDR-TB. 
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✢ Disminuir rápidamente el número de bacilos en el huésped para reducir la morbilidad y 

morbilidad en el paciente, y para disminuir la capacidad de contagio a otras personas.  

✢ Prevenir el desarrollo de las TB resistentes.  

✢ Evitar las recaídas después de completar el tratamiento.  
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✢ HRZE/HR: consta de una fase inicial de 2 meses de tratamiento con EMB, INH, PZA y RIF 

y una fase de consolidación de 4 meses con INH y RIF con administración diaria de la mediación. 

✢ HRZE/HR3: consta de una fase inicial de 2 meses de tratamiento con EMB, INH, PZA y RIF 

con administración diaria de la mediación y fase de consolidación de 4 meses con INH y RIF, con 

administración de la medicación tres veces por semana.  

Ambos regímenes tienen una eficacia similar, pero el segundo puede ser más conveniente 

para algunos pacientes que prefieren tomar menos comprimidos o que tienen dificultades para 

acceder al sistema de salud. Sin embargo, el segundo régimen requiere una mayor supervisión y 

adherencia, ya que saltarse una dosis puede tener un mayor impacto en la efectividad del 

tratamiento.  
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Fármaco Dosis (mg/kg)  
tmáx  
(h) 

Cmáx 
(µg/mL) 

t1/2 

(h) 
Tipo de 

Eliminación 
CIM  

(µg/mL) 

Etambutol 
15 - 20 

2 - 3 
2 ✠ 6 

2 ✠ 4 Renal 1 ✠ 5  
25 ✠ 35  4 ✠ 12  

Isoniacida 
4 ✠ 6  

1 - 2 
3 ✠ 6 

2 ✠ 4 Metabólica 0.025 ✠ 0.050 
8 ✠ 12 9 ✠ 15 

Pirazinamida 
20 ✠ 30  

1 - 2 
20 ✠ 60 

9 Metabólica 20 
30 ✠ 40  60 ✠ 90  

Rifampicina 10 ✠ 15   2 8 ✠ 24  2 - 3 Metabólica  0.005 ✠ 0.2 
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Actualmente, la mayoría de los métodos bioanalíticos publicados para la cuantificación 

simultánea de los 4 tuberculostáticos de primera línea en fluidos biológicos se basan 

principalmente en CLAR-MS o CLAR MS-MS [93✠98].  Estos métodos son sensibles y selectivos, 

pero requieren equipos e insumos costosos y personal altamente calificado.  

En menor medida se encontraron publicados desarrollos de métodos mediante CLAR-UV, 

que resulta más simple y económica que la espectrometría de masas. Sin embargo, ninguno de 

estos métodos permite la determinación simultánea de los 4 fármacos en fluidos biológicos [99] 

El caso más complejo es el del EMB, ya que la ausencia de cromóforos en la molécula, 

requiere de una derivatización [100] o de la formación de un complejo con cobre para su detección 

y cuantificación mediante absorbancia en el UV [101, 102]. Los otros fármacos (INH, PZA y RIF) 

se han cuantificado en matrices biológicas por CLAR-UV de forma individual  [103, 104] o en 

combinación entre ellos [105✠108], pero no se han encontrado publicados métodos que incluyan 

la determinación simultánea de EMB con otros tuberculostáticos en este tipo de muestras.  

Siendo que abundan en la literatura los métodos para dosaje plasmático de RIF [103, 109✠

113] , y que debido a su gran inestabilidad es conveniente cuantificarla de manera individual con 

un método dedicado, se propuso en este trabajo el desarrollo de un método para cuantificar 

simultáneamente en plasma los otros tres tuberculostáticos: INH, PZA y EMB. Como alcance de 

este método se propuso el dosaje de INH, PZA y EMB en plasma para el MTD de la primera fase 

del tratamiento de la DS-TB.   
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Los objetivos del presente capítulo de tesis fueron:   

✢ Desarrollar un nuevo método bioanalítico por CLAR-DAD para ser aplicado a la 

determinación simultánea de los niveles plasmáticos de EMB, INH y PZA en plasmas de pacientes 

que se encuentren en la etapa intensiva del tratamiento de la DS-TB. 

✢ Aplicar conceptos de ciclo de vida y AQbD al desarrollo, optimización y validación del nuevo 

método, siguiendo las recomendaciones de organismos internacionales.    
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Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un cromatógrafo líquido Shimadzu 

equipado con una bomba cuaternaria LC-20AT, inyector automático con refrigeración SIL-30AC 

Nexera, horno de columna CTO-10ASVP, desgasificador DGU-20A5R y un detector UV-Vis con 

arreglo de diodos SPDM20A.  

Se emplearon y evaluaron dos columnas cromatográficas:  

✢ Phenomenex Luna PFP. Fase estacionaria pentafluorfenilo (PFP) ligada a partículas de 

sílice completamente porosa de 5.0 µm de diámetro. Tamaño de poro de 100 Å. Dimensión de la 

columna: 4.6 x 150 mm. Los grupos PFP unidos a la superficie de sílice ofrecen una selectividad 

aromática, única, debido al flúor altamente electronegativo en la periferia de cada anillo fenilo. 

Proporciona selectividad para compuestos polares no halogenados y no polares   

✢ Innoval C18. Fase estacionaria C18 ligada a partículas esféricas de sílice completamente 

porosa de 5.0 µm de diámetro. Tamaño de poro de 100 Å. Dimensión de la columna: 4.6 x 100 

mm.   

Se utilizaron también los siguientes instrumentos, equipos y materiales:  

✢ Peachímetro- potenciómetro Termo Scientific Orion 5 Star. 

✢ Electrodo de pH Van London Co. Modelo 573V526R-003B.  

✢ Microcentrífuga para tubos eppendorf Gelec. Modelo G-134 

✢ Vortex Nevation Modelo iSwix.  

✢ Balanza analítica digital (Incertidumbre: 0.00001 g) Ohaus Discovery Modelo DV 215CD. 

✢ Balanza analítica digital (Incertidumbre: 0.0001g) Sartorius Modelo Entris. 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✖✑�✁✚�☎✛ ❬ 

❀❆ 
 

✢ Equipo de sistema de alimentación ininterrumpida, UPS (de sus siglas en inglés, 

Uninterruptable Power Supply), KATODO. Modelo EA906.   

✢ Equipo de producción de agua ultrapura Millipore Modelo Simplicity System.  

✢ Material volumétrico de borosilicato Clase A.  
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Para la adquisición y procesamiento de datos cromatográficos se utilizó el software 

Workstation Labsolution LC/GC versión 5.73 de Shimadzu.  

La generación de los diseños experimentales, el análisis de datos mediante RLM, como así 

también la determinación y validación del MODR se llevó a cabo con el software MODDE v.13 

(Umetrics, Sartorius).  

Para el análisis estadístico de los datos de la validación del método se utilizó el programa 

Microsoft Excel (2013).  
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Los estándares farmacéuticos secundarios de EMB (99.3 % p/p s.t.c), INH (100.1 % p/p 

s.t.c) y PZA (100.5 % p/p s.t.c.) fueron generados en nuestro laboratorio a partir de materias primas 

analizadas según las respectivas monografías de la Farmacopea Argentina y de la Farmacopea 

de Estados Unidos (USP-NF), siguiendo los requerimientos de disposición de ANMAT (3602-

2018).  

Los solventes orgánicos, acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) de calidad cromatográfica y 

el ácido acético p.a se obtuvieron de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), mientras que el ácido 

perclórico 70% p.a. (AP), acetato de amonio p.a (AcNH4), cloruro de metileno p.a. (MeCl) e 

hidróxido de sodio p.a. (NaOH) se adquirieron en Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El acetato de 

cobre p.a (Ac2Cu) se obtuvo de Anedra de Resaerch AG (Buenos Aires, Argentina) y el acetato de 

sodio trihidrato p.a (AcNa. 3H2O) de Biopack (Buenos Aires, Argentina). El agua ultrapura se 

obtuvo en el laboratorio mediante el sistema de purificación de agua Millipore Simplicity.  

 El PB se obtuvo a partir de voluntarios no tratados con los fármacos en estudio.  
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Todas las soluciones y muestras aquí mencionadas fueron utilizadas durante el desarrollo 

y/o la validación del método. 
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Las soluciones reguladoras (SRs) se prepararon en diferentes concentraciones mediante 

disolución de una cantidad determinada de acetato de amonio o acetato de sodio trihidrato p.a. en 

agua ultrapura y agregado de un volumen determinado de ácido acético p.a, controlando el pH 

mediante el uso de un peachímetro recientemente calibrado.  

Las Soluciones Estándares Stock (SESs) de EMB (2.00 mg/mL), INH (2.00 mg/mL) y PZA 

(10.00 mg/mL), se prepararon mediante pesada de los estándares farmacéuticos y posterior 

disolución en agua ultrapura para EMB e INH y en una mezcla agua:MeOH (15:85) para PZA. Las 

SES, se prepararon diariamente y para cada ensayo en particular. Las concentraciones exactas 

de las SES preparadas se calcularon en función de las masas pesadas y la potencia de los 

estándares usados en cada caso.  

Las SES se diluyeron diariamente con agua ultrapura utilizando material volumétrico clase 

A para obtener Soluciones Estándar Intermedias Combinadas (SEICs) en las concentraciones 

objetivo indicadas en la Tabla 1.3.   

Las MCs se prepararon en tubos eppendorf mediante la fortificación de 18❍❁❍ ✂✡ ✳✆ ❉✌ ✰✟✷

✢❍❁❍ ✂✡ ✳✆ ☎✁✸ ✳✄❇✆✞✆✷✲✆✸ ❅❙❯✝s de manera de obtener 7 niveles de calibración en los rangos 

analíticos de: 2.00 ✠ 20.0 ✂✺✐✂✡ ✼✁✞✁ EMB, 3.00 ✠ 20.0 ✂✺✐✂✡ ✼✁✞✁ INH y 10.0 ✠ 100 ✂✺✐✂✡ ✼✁✞✁

PZA (Tabla 1.3). Las MCs se prepararon en tres días diferentes cada vez que se ensayó la curva 

de calibrado multinivel según los requerimientos del procedimiento de validación.  

Las MQs se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que para las MCs. Para estas 

muestras las SEICs se obtuvieron en cuatro niveles de concentración. De esta manera las 

concentraciones objetivo de cada analito en las SEICs y MQs fueron las mostradas en la Tabla 

1.4. Las MQs, al igual que las MCs, fueron preparadas en días diferentes según el requerimiento 

de los ensayos de validación. 
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El pretratamiento más conveniente para las muestras se estudió y optimizó durante el 

desarrollo del método (ver sección 1.4.2.4.4)  

En la etapa de validación del método el pretratamiento de las muestras de PB, MC, MQ y/o 

MR se llevó a cabo de la misma manera mediante el siguiente procedimiento:  
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✢ Se agregó 20.0 ✂✡ de una mezcla de MeOH y AP (1:1) y se aplicó agitación por vortex 

durante 20 segundos para permitir la precipitación de proteínas  

✢ Finalmente se centrifugó a 7000 rpm durante 4 minutos y 130.0 µL del sobrenadante se 

trasvasaron a un vial de inyección con inserto para su procesamiento en el cromatógrafo.    
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Para llevar adelante este desarrollo, como así también para la ejecución de la validación y 

la definición de las estrategias de control del método, se utilizaron herramientas de gestión de 

riesgos.  
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✢ Columna cromatográfica: Fase estacionaria C18 ligada a partículas esféricas de sílice 

completamente porosa de 5.0 µm de diámetro con las siguientes dimensiones: 4.6 x 150 mm.  

✢ Fase Móvil: integrada por MeOH y una SR compuesta por acetato de amonio (650 mM) y 

acetato de cobre (equivalente a 70.0 mM de cobre) a pH 5.00 ajustado con ácido acético. 

Proporción SR:MeOH (94:6).  

✢ Velocidad de flujo 2.0 mL/min.  

✢ Modo de elución: isocrático.  

✢ Volumen de inyección: 20 µL de soluciones de concentración aproximada de 200 µg/mL.  

✢ Detección: longitud de onda de 270 nm.  

✢ Tiempo de retención de EMB: 6.0 minutos aproximadamente.  

✢ No se indica ni control de temperatura del inyector, ni del horno de la columna.  
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Tiempo 
(min) 

MeOH 
(%) 

SR 
(%) 

ACN 
(%) 

0 4.0 96.0 0 
3.00 4.0 96.0 0 
10.0 50.0 0 50.0 
15.0 4.0 96.0 4.0 
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Como modificador orgánico se evaluaron MeOH, ACN y una mezcla de ambos. Para ello se 
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usó el mismo gradiente de elución (Tabla 1.6), la misma SR y la misma solución acuosa 

conteniendo los analitos. Se observó en estas pruebas que al utilizar sólo ACN como modificador 

la señal analítica (SA) de EMB disminuye aproximadamente 45% respecto a la utilización de una 

mezcla de solventes (ACN y MeOH), mientras que con MeOH la SA aumenta un 38% lográndose 

por lo tanto mayor sensibilidad para este analito (Fig. 1.4). En el caso de INH y PZA también se 

observó una disminución en la SA con ACN, aunque no tan pronunciada como la de EMB. Por otro 

lado, como era de esperarse el uso de ACN disminuyó los tiempos de retención y el ancho de los 

picos cromatográficos, pero a pesar de este efecto beneficioso, se descartó su utilización en la 

fase móvil priorizando la sensibilidad del método para la cuantificación de EMB.  

Definido el modificador orgánico (MeOH) y con el fin de evitar el decaimiento pronunciado 

que se producía en la línea de base al cambiar la composición de la fase móvil (Fig. 1.2) se agregó 

al MeOH, la misma cantidad de cobre agregada a la SR. De esta manera se obtuvo una línea de 

base menos pronunciada cercana al tiempo de retención de EMB, lográndose una mejor 

integración del pico cromatográfico (Fig. 1.4, cromatograma representado en color azul).  
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Posteriormente se estudió la señal cromatográfica de muestras de plasma humano 

conteniendo los analitos. Para esto se fortificó un PB utilizando una solución acuosa combinada, 
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se aplicó el pretratamiento de muestra que se detalla en la sección 1.4.2.4.4 y se inyectó un 

volumen de 50 µL del plasma tratado y utilizando el gradiente de elución descripto en la Tabla 1.5, 

obteniéndose el perfil de elución que se muestra en la Figura 1.5. Como se observa en esta figura, 

el plasma presentó algunos picos cromatográficos correspondientes a compuestos endógenos 

(CE) que no interfieren en la detección de los analitos, excepto uno de ellos que eluye cercano a 

EMB, el cual se tuvo en cuenta en las etapas posteriores del desarrollo del método.  
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La concentración de cada analito, la SA obtenida para cada uno de ellos, como así también, 

los tiempos de retención y las resoluciones (✞�) entre picos adyacentes se muestran en la Tabla 

1.7.  
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Analito 
Concentración en 
plasma (µg/mL) 

Tiempo de retención  
(min) 

✟✁  
Señal analítica ✂ Área 

(mAu) 

Isoniacida 6.14 4.62 
2.20 

29530 
Pirazinamida  19.35 5.27 1375220 
Compuesto Endógeno  - 9.01 

2.19 
13913 

Etambutol  5.81 9.44 161425 
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a) PP con ACN en una proporción (1:2) respecto al plasma y ELL con MeCl en proporción (1:1) 
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respecto al desproteinizado. 

b) PP con ACN en una proporción (1:2) respecto al plasma. 

c) PP con MeOH en una proporción (1:2) respecto al plasma y ELL con MeCl en proporción 

(1:1) respecto al desproteinizado. 

d) PP con MeOH en una proporción (1:2) respecto al plasma. 

e) PP con ácido perclórico: 10 µL de AP para un volumen total de plasma de 200 µL 

f) de 20 µL de una mezcla AP:MeOH (1:1) para un volumen total de plasma de 200 µL 
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✟☛ ✆✘✕✖ ✔✕ ☛✬✹ ✝ ✙✖✖✖✖ 

✟☞ ✠✡ ✩☛ ✠ ☛✬✹ ✝ ✕★✖ 

 

�✂✁✂☎✂✌✂ ✞✔✥✄✂✒✣✥✜✓ ✍✥✝✣✎✍✜✓ ✑✒✖ ✂✁✣✜✑✜  

▲✁✾✄❋✷✳✟✸✆ ❇✄❀✁✳✟ ✆✷ ☎✁ ✆✲✁✼✁ ✄✷✄✰✄✁☎ ☎✁✸ ✰✟✷✳✄✰✄✟✷✆✸ ✟✼✆✞✁✰✄✟✷✁☎✆✸ ✳✆ ✁☎✺✱✷✁✸ ✳✆ ☎✁✸
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❉✁✞✁ ✱✷✁ ✼✞✄✂✆✞✁ ✆✻✁☎✱✁✰✄✹✷ ✳✆ ☎✟✸ ✆❇✆✰✲✟✸ ✳✆ ☎✟✸ ❇✁✰✲✟✞✆✸ ✶ ✳✆☎ ✆✷✲✟✞✷✟ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✁☎

✸✆☎✆✰✰✄✟✷✁✳✟ ✸✆ ✱✲✄☎✄✿✹ ✱✷ ❃☞✝■ ✆✷ ✳✟✸ ✷✄✻✆☎✆✸ ✰✟✷ ✲✞✆✸ ✞✆✼✆✲✄✰✄✟✷✆✸ ✳✆☎ ✼✱✷✲✟ ✰✆✷✲✞✁☎ ✺✆✷✆✞✁✳✟

✂✆✳✄✁✷✲✆ ✆☎ ✼✞✟✺✞✁✂✁ ☛❧❃❃❙❁ ✡✟✸ ✝☛✯✸ ✳✆✸✰✞✄✼✲✟✸ ✆✷ ☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢✘ ❇✱✆✞✟✷ ✁✸✄✺✷✁✳✟✸ ✰✟✂✟ ☎✁✸

✞✆✸✼✱✆✸✲✁✸ ✆✷ ☎✟✸ ✰✞✟✂✁✲✟✺✞✁✂✁✸ ✟✾✲✆✷✄✳✟✸ ✁ ✼✁✞✲✄✞ ✳✆ ✂✱✆✸✲✞✁✸ ✳✆ ✼☎✁✸✂✁ ❇✟✞✲✄❇✄✰✁✳✟ ✰✟✷ ☎✟✸

✁✷✁☎✄✲✟✸ ✆✷ ☎✁✸ ✸✄✺✱✄✆✷✲✆✸ ✰✟✷✰✆✷✲✞✁✰✄✟✷✆✸◗ ❀❁❍❍ ✝✺✐✂✡❂ ❏❁❍❍ ✝✺✐✂✡ ✶ ❏❍❁❍ ✝✺✐✂✡ ✼✁✞✁ ❯✏▲❂ ❙☛✌

✶ ❉❄✯❂ ✞✆✸✼✆✰✲✄✻✁✂✆✷✲✆❁  

✝✟✂✟ ✼✱✆✳✆ ✟✾✸✆✞✻✁✞✸✆ ✆✷ ☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢❬❭❂ ☎✁✸ ✞� ✆✷✲✞✆ ☎✟✸ ✼✄✰✟✸ ✰✞✟✂✁✲✟✺✞❆❇✄✰✟✸ ✳✆ ❯✏▲ ✠

❉❄✯ ✰✟✂✟ ✁✸✵ ✲✁✂✾✄❋✷ ✆✷✲✞✆ ✝❙ ✠ ❙☛✌ ✞✆✸✱☎✲✁✞✟✷ ✸✱✼✆✞✄✟✞✆✸ ✁ ■❁❍❂ ✺✁✞✁✷✲✄✿✁✷✳✟ ☎✁ ✸✆☎✆✰✲✄✻✄✳✁✳

✳✆☎ ✂❋✲✟✳✟ ✆✷ ✆✸✲✆ ✆✷✲✟✞✷✟ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✁☎❁ ❅✄✷ ✆✂✾✁✞✺✟❂ ☎✟✸ ✞✁✷✺✟✸ ✳✆ ☎✁✸ ✞✆✸✼✱✆✸✲✁✸ ✼✁✞✁ ☎✁✸

❆✞✆✁✸ ✳✆ ✼✄✰✟ ✳✆ ❯✏▲ ✶ ❙☛✌ ✄✷✰☎✱✶✆✷ ✻✁☎✟✞✆✸ ✂✱✶ ✼✟✞ ✳✆✾✁❀✟ ✳✆ ☎✟ ✳✆✸✆✁✳✟❂ ✷✟✲❆✷✳✟✸✆ ✁✳✆✂❆✸

✴✱✆ ☎✁ ❅✯ ✳✆ ❯✏▲ ✞✆✸✱☎✲✹ ✂✆✷✟✸ ❇✁✻✟✞✆✰✄✳✁ ✴✱✆ ☎✁ ✳✆ ❙☛✌❁ 

 

�✆✁✂✆ ✄✟✄✪✡ ✞✍✖✓ ✔✕ ✕✰✙✕✘✑✛✕✓✗✖✏✑✒✓ ✤ ✘✕✚✎✍✗✖✔✌✚ ✔✕✍ ✔✑✚✕�✌ ✧✟✩✕★  

Corrida 

CMPsa CMAsb 

✍☎ 
(mM) 

✍✞ 
(mM) 

✍☛ 
(mL/min) 

✟☎ ✟✞ ✟☛ ✟☞ 

1 500 50.0 1.00 45595 2.268 95894 1.365 
2 800 50.0 1.00 66359 1.990 168666 1.678 
3 500 80.0 1.00 41268 2.018 131445 1.331 
4 800 80.0 1.00 66088 1.968 128367 2.356 
5 500 50.0 1.30 42551 2.104 66654 1.697 
6 800 50.0 1.30 77793 1.835 118699 2.134 
7 500 80.0 1.30 35422 1.894 71247 1.453 
8 800 80.0 1.30 60609 1.789 69331 2.034 
9 650  65.0 1.15 51511 2.000 170543 1.672 

10 650 65.0 1.15 50549 1.988 166639 1.889 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✖✑�✁✚�☎✛ ❬ 

❫❍ 
 

11 650 65.0 1.15 51204 1.997 168315 1.886 

Rango de respuestas 
Mínimo 41268 1.835 66654 1.331 

Máximo 77793 2.268 170543 2.356 
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✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✟ ✳✆☎ ❃☞✝✢ ✾✚❋❑●❋ ❬❢❬❬✿ ✳✆✂✟✸✲✞✁✞✟✷ ✴✱✆ ☎✁ ✰✟✷✰✆✷✲✞✁✰✄✹✷ ✳✆ ☎✁ ❅❤ ✲✄✆✷✆ ✱✷ ✆❇✆✰✲✟
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Corrida 

CMPsa CMAsb 

✍☎ 
(mM) 

✍✞ 
(mM) 

✟☎ ✟✞ ✟☛ ✟☞ 

1 800 50.0 73295 1.87 181695 1.58 
2 1200 50.0 122731 1.51 96442 2.64 
3 800 80.0 58694 1.85 118164 1.95 
4 1200 80.0 92895 1.47 90946 2.90 
5 1000 65.0 124124 1.60 108799 2.70 
6 1000 65.0 121681 1.62 108743 2.75 
7 1000 65.0 119004 1.59 106109 2.89 

Rango de respuestas 
Mínimo 58694 1.47 96442 1.58 
Máximo 124124 1.87 181695 2.90 
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✼✞✄✷✰✄✼✁☎✆✸ ✝☛❉✸ ✆ ✄✳✆✷✲✄❇✄✰✁✞ ☎✁✸ ✰✟✷✳✄✰✄✟✷✆✸ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✁☎✆✸ ✹✼✲✄✂✁✸ ✼✁✞✁ ✰✱✂✼☎✄✞ ✰✟✷ ☎✟✸
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❇✱✆✞✟✷ ✂✟✳✆☎✁✳✁✸ ✶ ✁✷✁☎✄✿✁✳✁✸ ✼✁✞✁ ✆✷✰✟✷✲✞✁✞ ✱✷✁ ✸✟☎✱✰✄✹✷ ✁✼✞✟✼✄✁✳✁ ✳✆✷✲✞✟ ✳✆☎ ✆✷✲✟✞✷✟
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Corrida  

CMPsa CMAsb 

✍☎ 

(mM) 

✍✞ 

(mM) 
✟☎ ✟✞ ✟☛ ✟☞ 

1 800 50.0 73295 1.87 181695 1.58 
2 1200 50.0 122731 1.51 96442 2.64 
3 800 80.0 58694 1.85 118164 1.95 
4 1200 80.0 92895 1.47 90946 2.90 
5 1000 65.0 124124 1.61 108799 2.70 
6 1000 65.0 121681 1.61 108743 2.75 
7 1000 65.0 119004 1.59 106109 2.89 
8 1200 70.0 109055 1.48 88613 2.49 
9 933.3 50.0 89569 1.59 126849 1.70 

10 1068 50.0 118675 1.54 118223 2.04 
11 933.3 80.0 97816 1.53 86320 1.75 
12 1068 80.0 96857 1.54 120801 2.69 
13 1000 65.0 115641 1.51 128471 2.44 
14 1000 65.0 113629 1.55 128073 2.35 

Rango de respuestas 
Mínimo 58694 1.47 86320 1.58 
Máximo 124124 1.87 181695 2.89 
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❙✷ ☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢❬� ✸✆ ✞✆✸✱✂✆✷ ☎✟✸ ✞✆✸✱☎✲✁✳✟✸ ✳✆ ☎✟✸ ✂✟✳✆☎✟✸❁ ❅✆ ✟✾✲✱✻✟ ✼✁✞✁ ✰✁✳✁ ✱✷✟ ✆☎ ❤�✍

✁✳❀ ✼✁✞✁ ✆✸✲✄✂✁✞ ☎✁ ✾✟✷✳✁✳ ✳✆☎ ✁❀✱✸✲✆ ✶ ❖� ✼✁✞✁ ✆✻✁☎✱✁✞ ☎✁ ✰✁✼✁✰✄✳✁✳ ✳✆☎ ✂✟✳✆☎✟ ✼✁✞✁ ✼✞✆✳✆✰✄✞
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Tabla 1.14: Criterios para la optimización  

Parámetro Objetivo 
Criterios de aceptación 

Límite inferior Límite superior  

CMPs 
✍☎ En rango 800 1200 

✍✞ En rango 50.0 80.0 

CMAs 

✟☎ Maximizar  60000 90000 

✟✞ Maximizar 1.0 1.5 

✟☛ Maximizar 80000 110000 

✟☞ Maximizar 1.0 1.5 
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CMPsa CMAsb 
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(mM) 
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1 55 880 109029 1.56 130906 2.35 
2 55 980 104618 1.70 99683 2.78 
3 65 880 104896 1.51 91506 2.44 
4 65 980 104442 1.60 106462 1.71 
5 60 930 103490 1.70 135618 2.58 
6 60 930 109207 1.70 132429 2.49 
7 60 930 104515 1.70 136327 2.65 
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En primer lugar, se redactaron los Procedimientos Operativo Estándar Bioanalítico de 

Medicamentos para la determinación de etambutol, isoniacida y pirazinamida en plasma humano 

(POE_BAM_008) y el correspondiente Procedimiento Operativo Estándar de Validación 

(POE_VBAM_008), ambos documentos pertenecientes al Sistema de Gestión de la Calidad del 

LCCM ✠ FBCB - UNL.  

Los parámetros de rendimiento del método evaluados fueron: selectividad, curva de 

calibrado y modelo de predicción, precisión intra-ensayo e inter-ensayo, sesgo, exactitud 

(evaluación conjunta del sesgo y precisión) y la estabilidad de las muestras procesadas en el 

inyector siguiendo recomendaciones de la guía de validación de método bioanalíticos ICH [70].     
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EMB INH PZA 

Rango analítico (µg/mL)  2.0 ✠ 20 3.0 ✠ 20 10 ✠ 100 
R2 0.9981 0.9966 0.9930 
Peso  - - 1/x2 

Pendiente (b) 24967.2 22977.2 82860.5 
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Ordenada al origen (a) -15069.9 -17785.3 110679.0 
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�✂✁✂�✂�✂ ✞✥✒✍✎✓✎✏✌ ✎✌✣✥✔✡✒✌✓✔✁✜ ✒ ✎✌✣✒✥✡✒✌✓✔✁✜  

❙☎ ✆✸✲✱✳✄✟ ✳✆ ✼✞✆✰✄✸✄✹✷ ✸✆ ☎☎✆✻✹ ✁ ✰✁✾✟ ✂✆✳✄✁✷✲✆ ✆☎ ✼✞✟✰✆✸✁✂✄✆✷✲✟ ✳✆ ☎✁✸ ☛❖ ✳✆✸✰✞✄✲✁✸ ✆✷

☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢✒ ✳✆ ☎✁ ✸✆✰✰✄✹✷ ☎✂✄✂✁❂ ✆✸ ✳✆✰✄✞ ✰✱✁✲✞✟ ✷✄✻✆☎✆✸ ✳✆ ✰✟✷✰✆✷✲✞✁✰✄✹✷ ✼✟✞ ✴✱✄✷✲✱✼☎✄✰✁✳✟ ✆✷ ✲✞✆✸

✳✵✁✸ ✳✄❇✆✞✆✷✲✆✸❁  

✡✟✸ ✞✆✸✱☎✲✁✳✟✸ ✟✾✲✆✷✄✳✟✸ ✆✷ ☎✁ ✆✻✁☎✱✁✰✄✹✷ ✳✆ ☎✁ ✼✞✆✰✄✸✄✹✷ ✸✆ ✂✱✆✸✲✞✁✷ ✆✷ ☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢❬✟

✝✟✂✟ ✸✆ ✟✾✸✆✞✻✁❂ ✲✁✷✲✟ ✼✁✞✁ ✞✆✼✆✲✄✾✄☎✄✳✁✳ ✰✟✂✟ ✼✁✞✁ ✼✞✆✰✄✸✄✹✷ ✄✷✲✆✞✂✆✳✄✁ ✸✆ ✰✱✂✼☎✆✷ ✰✟✷ ☎✟✸



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✖✑�✁✚�☎✛ ❬ 

❁❍ 
 

✰✞✄✲✆✞✄✟✸ ✳✆ ✁✰✆✼✲✁✰✄✹✷ ✆✸✲✁✾☎✆✰✄✳✟✸ ✼✁✞✁ ✂❋✲✟✳✟✸ ✾✄✟✁✷✁☎✵✲✄✰✟✸ ✾✝❄ � ■❴✢ ✼✁✞✁ ✲✟✳✟✸ ☎✟✸ ✷✄✻✆☎✆✸❂

✆❊✰✆✼✲✟ ✼✁✞✁ ✡❯✝ ✳✟✷✳✆ ✆☎ ✝❄ � ✢❍✢✿❁  

�✂✁✂�✂✁✂ ✮✒✓✁✜ 

❉✁✞✁ ✆☎ ✆✸✲✱✳✄✟ ✳✆☎ ✸✆✸✺✟ ✳✆☎ ✂❋✲✟✳✟ ✆✷ ☎✁ ✰✱✁✷✲✄❇✄✰✁✰✄✹✷ ✳✆ ✰✁✳✁ ✱✷✟ ✳✆ ☎✟✸ ✁✷✁☎✄✲✟✸❂ ✸✆

✱✲✄☎✄✿✁✞✟✷ ☎✟✸ ✳✁✲✟✸ ✟✾✲✆✷✄✳✟✸ ✆❊✼✆✞✄✂✆✷✲✁☎✂✆✷✲✆ ✆✷ ✆☎ ✆✸✲✱✳✄✟ ✳✆ ✼✞✆✰✄✸✄✹✷ ✶ ✸✆ ✰✁☎✰✱☎✹ ✆☎ ✾✄✁✸ ✆✷

✲❋✞✂✄✷✟✸ ✼✟✞✰✆✷✲✱✁☎✆✸ ✾✾✢✿❁ ❙☎ ✰✞✄✲✆✞✄✟ ✳✆ ✁✰✆✼✲✁✰✄✹✷ ✆✸✲✁✾☎✆✰✄✳✟ ✼✁✞✁ ✆✸✲✆ ✼✁✞❆✂✆✲✞✟ ❇✱✆ ✳✆ ✁■❴✢

✼✁✞✁ ✲✟✳✟✸ ☎✟✸ ✷✄✻✆☎✆✸❂ ✆❊✰✆✼✲✟ ✼✁✞✁ ✆☎ ✡❯✝ ✳✟✷✳✆ ✼✱✆✳✆ ✸✆✞ ✁✢❍✢❂ ☎✟✸ ✴✱✆ ✸✆ ✰✱✂✼☎✄✆✞✟✷

✸✁✲✄✸❇✁✰✲✟✞✄✁✂✆✷✲✆❁ ✡✟✸ ✞✆✸✱☎✲✁✳✟✸ ✟✾✲✆✷✄✳✟✸ ✸✆ ✂✱✆✸✲✞✁✷ ✆✷ ☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢❬✟❁  

�✂✁✂�✂✄✂ ✧�✔✍✣✎✣☞✑✂ ✧✄✔✖☞✔✍✎✏✌ ✍✜✌✂☞✌✣✔ ✑✒ ✓✒✓✁✜ ✁ ✆✥✒✍✎✓✎✏✌✂  

✡✁ ✆❊✁✰✲✄✲✱✳ ✸✆ ✆✻✁☎✱✹ ✲✆✷✄✆✷✳✟ ✆✷ ✰✱✆✷✲✁ ☎✁ ✄✷✰✆✞✲✄✳✱✂✾✞✆ ✁✰✆✼✲✁✾☎✆ ✳✆☎ ✞✆✸✱☎✲✁✳✟

✄✷❇✟✞✂✁✳✟ ✲✁☎ ✰✹✂✟ ✸✆ ✄✷✳✄✰✁ ✆✷ ✆☎ ✯❘❉❁ ❉✟✞ ☎✟ ✲✁✷✲✟❂ ✸✆ ✰✁☎✰✱☎✁✞✟✷ ☎✟✸ ✄✷✲✆✞✻✁☎✟✸ ✳✆ ✲✟☎✆✞✁✷✰✄✁

✾❁❴✢ ✰✟✷❇✄✁✷✿✁✿ ✳✆☎ ✾✢ ✼✞✟✂✆✳✄✟ ✼✁✞✁ ✰✁✳✁ ✁✷✁☎✄✲✟ ✼✁✞✁ ✱✷ ✂✁❍❁❁❍ ✶ ✆✁❍❁■❍❂ ✲✁☎ ✰✟✂✟ ✸✆ ✆❊✼☎✄✰✹

✆✷ ☎✁ ✸✆✰✰✄✹✷ �✁✂✄✂☎✂✄✂�❁  

✡✟✸ ✞✆✸✱☎✲✁✳✟✸ ✳✆ ✆✸✲✁ ✆✻✁☎✱✁✰✄✹✷ ✸✆ ✂✱✆✸✲✞✁✷ ✆✷ ☎✁ ✚❋❑●❋ ❬❢❬✟❁ ✝✟✂✟ ✸✆ ✟✾✸✆✞✻✁ ✆✷ ✳✄✰✽✁

✲✁✾☎✁ ☎✟✸ ☎✄✂✄✲✆✸ ✄✷❇✆✞✄✟✞ ✶ ✸✱✼✆✞✄✟✞ ✳✆☎ ✾✢ ✼✞✟✂✆✳✄✟ ✟✾✲✆✷✄✳✟ ✼✁✞✁ ✰✁✳✁ ✁✷✁☎✄✲✟ ✸✆ ✆✷✰✱✆✷✲✞✁✷ ✆✷

✆☎ ✞✁✷✺✟ ✳✆ ☎✟✸ ☎✵✂✄✲✆✸ ✳✆ ✄✷✰✆✞✲✄✳✱✂✾✞✆ ✁✰✆✼✲✁✾☎✆✸ ✼✁✞✁ ✆☎ ✯❘❉ ✼✞✟✼✱✆✸✲✟ ✾✁■❴✢ ✶ ✁✢❍✢ ✼✁✞✁ ✆☎

✡❯✝✿❁ 
 

�✆✁✂✆ ✄✟✄✠✡ ☎✕✚✎✍✗✖✔✌✚ ✔✕✍ ✕✚✗✎✔✑✌ ✔✕ ✙✘✕✏✑✚✑✒✓ ✫✑✓✗✘✖ ✕ ✑✓✗✕✘✞✕✓✚✖✤✌✮✯ ✚✕✚✱✌ ✤ ✕✰✖✏✗✑✗✎✔★  
Precisión  
(n=5 por nivel)  

EMB INH PZA 

CVr(%)a CVi(%)b CVr(%)a CVi(%)b CVr(%)a CVi(%)b 

LIC 4.7 3.9 5.6 3.5 6.0 4.4 
3 x LIC 4.7 3.0 3.7 2.8 5.8 3.7 
0.5 x LSC 5.1 4.1 3.5 2.2 6.3 3.9 
0.75 x LSC 3.3 3.0 5.2 5.2 4.2 2.6 

Sesgo  
(n=5 por nivel)  

(b%)c 

LIC 3.6 5.9 5.5 
3 x LIC -0.4 -8.3 7.7 
0.5 x LSC -5.6 -9.0 4.3 
0.75 x LSC 2.2 -4.6 -2.0 

Exactitud (n=60)  ✂  
 0.8 -2.0 2.7 

  
Desvío estándar general de 

✂ (✟) 
 

 6.6 6.2 4.4 

 Intervalo de Tolerancia de ✂ (✁= 0.90, ✄ = 0.05) 
 LI-Td LS-Te LI-T LS-T LI-T LS-T 
 -11.7 13.3 -13.7 9.75 -5.64 11.0 

✿ ✩✌✕✣✑✏✑✕✓✗✕ ✔✕ ☞✖✘✑✖✏✑✒✓ ✌✢✗✕✓✑✔✌ ✙✖✘✖ ✕✍ ✕✓✚✖✤✌ ✔✕ ✙✘✕✏✑✚✑✒✓ ✑✓✗✘✖✞✕✓✚✖✤✌✡ ✎✓ ✔✪✖✯ ✎✓ ✖✓✖✍✑✚✗✖★  



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✖✑�✁✚�☎✛ ❬ 

❁■ 
 

�✩✌✕✣✑✏✑✕✓✗✕ ✔✕ ☞✖✘✑✖✏✑✒✓ ✌✢✗✕✓✑✔✌ ✙✖✘✖ ✕✍ ✕✓✚✖✤✌ ✔✕ ✙✘✕✏✑✚✑✒✓ ✑✓✗✕✘✛✕✔✑✖✡ ✗✘✕✚ ✔✪✖✚✯ ✗✘✕✚ ✖✓✖✍✑✚✗✖✚★  
✁ ✢✑✖✚ ✙✌✘✏✕✓✗✎✖✍ ✌✢✗✕✓✑✔✌ ✙✖✘✖ ✎✓ ✔✪✖ ✔✕ ✗✘✖✢✖✷✌★  
✂ ✔✪✛✑✗✕ ✑✓✣✕✘✑✌✘ ✔✕ ✗✌✍✕✘✖✓✏✑✖ ✔✕ ✂★  
❁ ✔✪✛✑✗✕ ✚✎✙✕✘✑✌✘ ✔✕ ✗✌✍✕✘✖✓✏✑✖ ✔✕ ✂★  

�✂✁✂�✂�✂ ✧✓✣☞✑✎✜✓ ✑✒ ✒✓✣✔✕✎✖✎✑✔✑  

❙✷ ✼✞✄✂✆✞ ☎✱✺✁✞❂ ✆☎ ✼☎✁✿✟ ✂❆❊✄✂✟ ✼✁✞✁ ☎✁ ✰✟✷✸✆✞✻✁✰✄✹✷ ✶ ✱✸✟ ✳✆ ☎✁✸ ❅❙❅✸ ✸✆ ✆✸✲✁✾☎✆✰✄✹ ✆✷

❏❫ ✽✸ ✰✟✷✸✆✞✻✁✳✁✸ ✆✷ ☎✁ ✽✆☎✁✳✆✞✁ ✁ ❏ ✠ ❫✂✝❂ ✲✆✷✄✆✷✳✟ ✆✷ ✰✱✆✷✲✁ ✴✱✆ ✸✱ ✼✞✆✼✁✞✁✰✄✹✷ ✸✆ ✳✆✾✆ ✽✁✰✆✞

✆✷ ✆☎ ✳✵✁ ✳✆ ✱✸✟ ✼✁✞✁ ✟✾✲✆✷✆✞ ☎✁✸ ☛❖✸❂ ✸✆✺❚✷ ☎✟ ✳✆✲✁☎☎✁✳✟ ✆✷ ☎✁ ✆✸✲✞✁✲✆✺✄✁ ✳✆ ✰✟✷✲✞✟☎ ✴✱✆ ✸✆

✂✆✷✰✄✟✷✁ ✆✷ ☎✁ ✸✆✰✰✄✹✷ ☎✂✁✂✁❁  

❙✷ ☎✁ ✾✄✾☎✄✟✺✞✁❇✵✁ ✰✟✷✸✱☎✲✁✳✁ ✸✆ ✆✷✰✟✷✲✞✁✞✟✷ ✞✆✼✟✞✲✁✳✟✸ ✆✸✲✱✳✄✟✸ ✳✆ ✆✸✲✁✾✄☎✄✳✁✳ ✳✆ ☎✁✸

✂✱✆✸✲✞✁✸ ✳✆ ✼☎✁✸✂✁ ✼✁✞✁ ☎✁ ✳✆✲✆✞✂✄✷✁✰✄✹✷ ✳✆ ☎✟✸ ✁✷✁☎✄✲✟✸❁ ✡✟✸ ✂✄✸✂✟✸ ✄✷✳✄✰✁✷ ✴✱✆ ☎✁✸ ✂✱✆✸✲✞✁✸

✞✆✸✱☎✲✁✷ ✆✸✲✁✾☎✆✸ ✁☎ ✂✆✷✟✸ ❏ ✾✰✱✁✲✞✟✿ ✽✟✞✁✸ ✸✟✾✞✆ ☎✁ ✂✆✸✁✳✁ ✳✆☎ ☎✁✾✟✞✁✲✟✞✄✟ ✶ ✼✱✆✳✆✷ ✰✟✷✸✆✞✻✁✞✸✆

✁ ✍✢❍❁❍✂✝ ✳✱✞✁✷✲✆ ❏ ✾✰✱✁✲✞✟✿ ✸✆✂✁✷✁✸❁ ✯✳✆✂❆✸❂ ✼✱✆✳✆✷ ✸✟✂✆✲✆✞✸✆ ✁ ✽✁✸✲✁ ✝ ✾✲✞✆✸✿ ✰✄✰☎✟✸ ✳✆

✰✟✷✺✆☎✁✳✟ ✾✍✢❍❁❍✂✝✿ ✶ ✳✆✸✰✟✷✺✆☎✁✳✟ ✸✄✷ ✳✆✺✞✁✳✁✰✄✹✷ ✸✄✺✷✄❇✄✰✁✲✄✻✁ ✳✆ ☎✟✸ ✁✷✁☎✄✲✟✸❁  

☞✄✷✁☎✂✆✷✲✆❂ ✸✆ ✞✆✁☎✄✿✹ ✱✷ ✆✸✲✱✳✄✟ ✳✆ ✆✸✲✁✾✄☎✄✳✁✳ ✳✆ ✂✁✷✆✞✁ ✳✆ ✰✟✷✟✰✆✞ ☎✟✸ ✼✆✞✄✟✳✟✸ ✁✼✲✟✸
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✢ Tiempos de retención relativos de aproximadamente 0.85, 1.0 y 1.80 para INH, PZA y EMB.  

✢ Resolución entre INH y PZA y cualquier pico correspondiente a CE ✶ ❙☛✌ ✳✆✾✆ ✸✆✞ � ■❁❴❁ 

✢ El b% en la predicción de la concentración de los analitos en las MQs debe ser ± 20.0% 

para LIC y ± 15.0% para 3xLIC.  
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Mediante la aplicación de las herramientas propuestas por el enfoque AQbD se logró el 

desarrollo de un nuevo método bioanalítico para la determinación simultánea de tres antibióticos 

tuberculostáticos de primera línea: etambutol, isoniacida y pirazinamida en plasmas de pacientes 

bajo tratamiento para la tuberculosis sensible a los fármacos mencionados.  

El método, basado en CLAR con detección en el UV es simple ya que no requiere de 

equipamiento sofisticado, económicamente conveniente y permite generar resultados en cortos 

tiempos de análisis. Mediante la aplicación de una estrategia experimental adecuada se logró 

generar valioso conocimiento sobre el comportamiento del método desde las primeras etapas de 

su desarrollo. El análisis de riesgos y la aplicación de DOE permitieron arribar exitosamente a 

condiciones experimentales óptimas y robustas que aseguran un buen desempeño analítico. 

Durante su evaluación formal se demostró que el método cumple con los parámetros de 

rendimiento establecidos en las guías internacionales para métodos bioanalíticos.   

El método se encuentra disponible en el Laboratorio de Control de Calidad de 

Medicamentos de la Facultad de Bioquímica y Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional del 

Litoral y podrá ser utilizado próximamente para llevar a cabo el MTD de los antibióticos 

tuberculostáticos mediante convenios existentes con centros de salud pública de nuestro medio.  
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DETERMINACIÓN DE CEFTAZIDIMA, MEROPENEM Y 
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Según publicaciones recientes, es muy frecuente encontrar niveles sub-terapéuticos de 

antibióticos en los fluidos biológicos de los pacientes críticamente enfermos cuando se aplican los 

regímenes de dosificación habituales [116]. Este grave inconveniente se atribuye a cambios 

pronunciados en la pK/pD de las drogas en este tipo de pacientes, lo que se suma a la variabilidad 

inter-individual [117✠119]. 

 Con una especial dificultad se presenta el caso de los enfermos que deben ser sometidos 

a terapias de reemplazo renal (TRR) ya que este tipo de terapias, destinadas a suplir la función 

renal disminuida, alteran la eliminación de los fármacos de manera significativa en relación a la 

farmacocinética de los pacientes con función renal conservada, poniendo muchas veces en riesgo 

la eficiencia de los tratamientos farmacológicos [120, 121].  

Es, por lo tanto, de sumo interés poder conocer las concentraciones que alcanzan los 

antibióticos en los fluidos biológicos en esta población particular de pacientes, ya que esto permite, 

en primer lugar, validar las recomendaciones terapéuticas vigentes y, por otro lado, realizar los 

ajustes de las dosis individualmente para cada uno de ellos. El alcance de estos objetivos es de 

enorme importancia para garantizar la eficacia de las antibioticoterapias, logrando no sólo el 

beneficio del paciente, sino también la reducción de la selección de cepas mutantes resistentes a 

los antibióticos disponibles. 
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 En un análisis interdisciplinario llevado a cabo entre los grupos de la unidad de terapia 

intensiva (UTI), el laboratorio central (sección UTI) y el servicio de farmacia del hospital público 

❈❅✟✸❋ ☛✁✞✵✁ ✝✱☎☎✆✷� ✳✆ ☎✁ ✰✄✱✳✁✳ ✳✆ ❅✁✷✲✁ ☞✆❂ ✯✞✺✆✷✲✄✷✁ ✶ ✆☎ ✡✁✾✟ratorio de Control de Calidad de 

Medicamentos de la Facultad de Bioquímica y Cs. Biológicas de la Universidad Nacional del Litoral 

(LCCM✠FBCB✠UNL) durante los años 2017-2020, se verificó que los antibióticos más 

comúnmente utilizados en la UTI del mencionado centro de salud para el tratamiento de pacientes 

sometidos a TRR eran la vancomicina (VCM), la colistina (COL), la ceftazidima (CAZ), el 

meropenem (MEM), y la piperacilina (PIP); estos últimos tres pertenecientes al grupo de los 

antibióticos betalactámicos ✾✡-LA).  
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Mientras que los niveles plasmáticos de VCM se dosaban de rutina mediante un 

inmunoensayo en los pacientes de la UTI con TRR para realizar el ajuste de dosis necesario, con 

☎✟✸ ✡-LA se trabajaba de manera empírica, siguiendo esquemas de dosificación propios del 

hospital, pero sin garantía de alcanzar los objetivos terapéuticos recomendados a nivel 

internacional.  

☎✂�✂�✂�✂ ★✜✌✣✥✎✕☞✍✎✏✌ ✔✖ ✔✕✜✥✑✔✂✒ ✑✒ ✖✔ ✆✥✜✕✖✒✂✄✣✎✍✔ 

La contribución de este capítulo de tesis a la resolución del problema planteado por 

necesidad de conocer el comportamiento de los niveles plasmáticos de los ✡-LA utilizando 

esquemas dosificación propios del hospital; consistió en poner a disposición del sistema salud un 

método bioanalítico accesible, eficiente y de calidad para ser utilizado en el MTD de estos 

antibióticos. La implementación del mismo se detalla en el Capítulo 3 de la presente tesis.   

 

☎✂�✂☎✂ ✣✌✣✎✕✎✏✣✎✍✜✓ ✕✒✣✔✖✔✍✣✄✂✎✍✜✓ 

☎✂�✂☎✂�✂ ★✖✔✓✎✢✎✍✔✍✎✏✌ 

✡✁ ❇✁✂✄☎✄✁ ✳✆ ☎✟✸ ✁✷✲✄✾✄✹✲✄✰✟✸ ✡-LA se define químicamente por la presencia del anillo 

betalactámico en la estructura de los compuestos. Este anillo es el que determina el mecanismo 

de acción (inhibición de la síntesis de la pared celular), la escasa toxicidad directa (actúa sobre la 

pared celular del microorganismo) y el principal mecanismo de resistencia (las betalactamasas) de 

esta familia de antibióticos. No obstante, para que el fármaco sea activo, es preciso que el anillo 

esté unido a otros radicales (habitualmente otros anillos) lo que le confiere propiedades 

bactericidas o bacteriostáticas.  Muchas de estas moléculas son sensibles a las betalactamasas 

(enzimas producidas por bacterias que rompen el anillo betalactámico), por lo que suelen 

administrarse en combinación con fármacos inhibidores de las betalactamasas. 

 La asociación de diferentes tipos de cadenas lineales, junto con las características propias 

del esqueleto básico formado por los dos anillos centrales (llamado núcleo), modifica las 

propiedades del compuesto resultante y da lugar a los diferentes grupos de antibióticos [122]:  

✢ Las penicilinas constituyen los primeros antibióticos de este tipo. En estas moléculas el 

anillo betalactámico está unido a un anillo tiazolidínico. Según su actividad antibacteriana se 

dividen a su vez en penicilinas naturales, semisintéticas y las resistentes a penicilinasas. 

Pertenecen a este último grupo las carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y ureidopenicilinas 

(mezlocilina, azlocilina y piperacilina).  
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✢ Las cefalosporinas constituyen el segundo grupo de derivados betalactámicos siendo el 

más amplio en cuanto a moléculas desarrolladas y comercializadas. El segundo anillo del núcleo 

es un anillo dihidrotiacínico. Las cefalosporinas se agrupan por generaciones que incluyen desde 

la de primera generación a la quinta. La mayoría son bactericidas contra Gram negativos y 

positivos, pero dependiendo de la generación a la que pertenezcan actúan sobre uno u otro grupo 

de microorganismos. Dentro de las cefalosporinas de primera generación se destaca la cefazolina 

de administración parenteral y el cefadroxilo de administración oral. Las de segunda generación 

presentan mayor resistencia a las betalactamasas (cefuroxima, cefoxitina). En el caso de las de 

tercera generación, la ceftazidima es la única molécula con actividad frente Pseudomona 

aeruginosa, pero también se incluyen en este grupo la ceftriaxona, cefotaxima, entre otras. Las 

últimas generaciones incluyen a cefepima (4ta generación) y ceftarolina (5ta generación).   

✢ Los carbapenémicos tienen en su estructura un anillo pirrolínico, incluyen entre otros a 

meropenem, imipenen, doripenem y ertapenem. Son bactericidas por vía parenteral que tienen un 

espectro de actividad extremadamente amplio. Muchas de las bacterias multirresistentes que se 

transmiten en el ámbito hospitalario son sensibles sólo a este grupo de antibióticos.  

✢ Los monobactámicos, ✁ ✳✄❇✆✞✆✷✰✄✁ ✳✆ ✟✲✞✟✸ ✡-LA, tienen un solo anillo en su estructura. En 

general tienen poca actividad antimicrobiana, destacándose para uso clínico el aztreonam  

✢ Los inhibidores de las betalactamasas tienen un anillo oxazolidínico unido al anillo 

betalactámico. Estos compuestos no tienen de por si actividad antimicrobiana, sino que impiden la 

acción de las betalactamasas. Dentro de este grupo podemos encontrar a: tazobactam, sulbactam, 

ácido clavulánico y avibactam.  

☎✂�✂☎✂☎✂ ✟✌✑✎✍✒ ✆�✁✆✦ ✁ ✜✕✂✒✣✎✄✜✓ ✣✒✥✔✆✁☞✣✎✍✜✓ 

✡✁ ✁✰✲✄✻✄✳✁✳ ✁✷✲✄✾✁✰✲✆✞✄✁✷✁ ✳✆ ☎✟✸ ✡-LA es del tipo tiempo-dependiente. Es decir, la relación 

pK/pD asociada a una actividad óptima está definida % T> CIM [123, 124].  

✯✳✆✂❆✸❂ ✳✆✼✆✷✳✄✆✷✳✟ ✳✆ ☎✁ ✰☎✁✸✆ ✳✆ ✡-LA, se proponen en general diferentes porcentajes 

del intervalo de tiempo de dosificación en el cual debe cumplirse este requerimiento, es decir, 

diferentes objetivos terapéuticos. A saber [124, 125]:   

✢ Penicilinas:  50 % T> CIM  

✢ Cefalosporinas:  60 ✠ 70 % T> CIM   

✢ Carbapenémicos: 40 % T> CIM   

En el caso de los pacientes críticamente enfermos, que a su vez se encuentran bajo algún 

tipo de TRR, se sugieren objetivos terapéuticos más exigentes para lograr una terapia eficaz. Estos 
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pueden alcanzarse mediante exposiciones más prolongadas a la concentración inhibitoria del 

antibiótico (100%T>CIM) y/o más elevadas (2 ✠ 5 x CIM) [123].  

☎✂�✂�✂ ★✒✢✣✔✂✎✑✎✂✔� ✂✒✥✜✆✒✌✒✂ ✁ ✆✎✆✒✥✔✍✎✖✎✌✔ 

La CAZ es una cefalosporina de tercera generación que se administra de manera parenteral. 

Es de elección en el tratamiento empírico de las infecciones urinarias en las que se sospecha que 

pueda estar implicada Pseudomona aeruginosa. Además, la asociación ceftazidima/avivactam se 

utiliza en el tratamiento de las infecciones intraabdominales complicadas, del tracto urinario 

(incluyendo la pielonefritis), para el tratamiento de la neumonía nosocomial (incluyendo la 

neumonía asociada a ventilación mecánica) y para el tratamiento de infecciones causadas por 

bacterias Gram negativas aerobias en pacientes con opciones de tratamiento limitadas [122].  

El MEM se utiliza para el tratamiento de diversos cuadros infecciosos: neumonías, 

infecciones del tracto urinario, infecciones intraabdominales, ginecológicas, dermatológicas, 

meningitis en monoterapia o en combinación con agentes antivirales o antifúngicos [126, 127].  

La PIP es efectiva contra una gran variedad de microorganismos, incluyendo aquellos 

resistentes a la penicilina como el Streptococcus pneumoniae. Es común encontrar preparaciones 

comerciales de este antibiótico asociado con inhibidores de la betalactamasa, tal como 

tazobactam. Este inhibidor de betalactamasas tiene un efecto sinérgico, empleándose una 

combinación de ocho partes de PIP por una parte de tazobactam. Se utiliza en el tratamiento de 

infección bacteriana en pacientes neutropénicos, infección urinaria complicada (incluida 

pielonefritis) y no complicada, intraabdominal, ginecológica, de piel y partes blandas, 

polimicrobianas causadas por microorganismos aerobios y anaerobios, septicemia bacteriana y 

neumonía nosocomial. Es activa frente a casi todos los estafilococos sensibles a la meticilina, los 

estreptococos y los enterococos [128, 129].  

En la Tabla 2.1 se detallan las propiedades fisicoquímicas más relevantes y la estructura 

molecular de los tres antibióticos de interés.   
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☎✂�✂✁✂ ✕✌✣✒✍✒✑✒✌✣✒✓ ✔✌✔✖✝✣✎✍✜✓ ✆✔✥✔ ✖✔ ✍☞✔✌✣✎✢✎✍✔✍✎✏✌ ✑✒ ✔✌✣✎✕✎✏✣✎✍✜✓
✕✒✣✔✖✔✍✣✄✂✎✍✜✓ ✒✌ ✢✖☞✎✑✜✓ ✕✎✜✖✏✁✎✍✜✓ 

En una extensa revisión bibliográfica se pudo determinar que entre el año 2010 y septiembre 

de 2019, se publicaron 43 trabajos científicos que involucraban 45 desarrollos de métodos 

analíticos para la cuantificación de uno o más ✡-LA en matrices biológicas. El objetivo principal de 

estas publicaciones era determinar los niveles plasmáticos de los antibióticos en pacientes 

críticamente enfermos para contribuir a la demanda de MTD de los tratamientos farmacológicos 

[130✠151] y para estudios de bioequivalencia en voluntarios sanos [152✠156] y/o en pacientes con 

alguna patología específica [131, 157✠161].  

La mayoría de los métodos publicados utilizan cómo técnica a la CLAR-UV o CLAR.MS. 

Otros métodos describen el uso de un inmunosensor [162], biosensor [132, 163], 

espectrofluorimetría [152] o ensayos microbiológicos [164]. En cuanto al alcance, se cuantifican 

✸✄✂✱☎✲❆✷✆✁✂✆✷✲✆❂ ✆✷ ✁☎✺✱✷✟✸ ✰✁✸✟✸❂ ✱✷✟ ✟ ✁☎✺✱✷✟✸ ✼✟✰✟✸ ✡-LAs, mientras que en otros hasta más 

de 10 (diez) fármacos de distintas naturalezas.  

El plasma fue ✆☎ ❇☎✱✄✳✟ ✾✄✟☎✹✺✄✰✟ ✂❆✸ ✱✲✄☎✄✿✁✳✟ ✼✁✞✁ ☎✁ ✰✱✁✷✲✄❇✄✰✁✰✄✹✷ ✳✆ ☎✟✸ ✡-LA, aunque 

también se emplearon con menor frecuencia otros fluidos biológicos, tales como suero, orina, fluido 

peritoneal, cerebroespinal, aspiraciones bronquiales, dializado y/o líquido de micro diálisis.  

Si bien en la gran mayoría de los estudios en los que se analiza suero o plasma no se 

menciona el volumen de sangre extraído de los pacientes, el 50% de los métodos publicados utilizó 

un volumen de muestra en el rango de 100 ✠ 200 µL, mientras que el 25% requirió una cantidad 

que oscila de 15 ✠ 50 µL. Sin embargo, en el trabajo de Cazorla-Reyes y col. [147] como en el de 

Dailly y col. [159] los volúmenes son de aproximadamente 1.0 mL e incluso de 2.5 mL [165], lo que 

implica una extracción de un gran volumen de sangre para el manejo de rutina de pacientes 

críticamente enfermos. 

El pretratamiento por elección en estos métodos fue la PP con algún solvente orgánico, 

ácido o soluciones salinas concentradas, seguido por centrifugación a altas velocidades para 

lograr la separación del sobrenadante. En ocasiones los analitos se extrajeron luego del 

sobrenadante acuoso utilizando ELL; y en algunos procedimientos se separó la capa orgánica, se 

evaporó a sequedad y el residuo obtenido se reconstituyó en un volumen adecuado de fase móvil 

u otro solvente compatible para su análisis por CLAR [153, 159, 160, 166]. En otros casos, a la PP 

le sucedió una SPE [153, 165, 167].  

La separación cromatográfica de los analitos se logra con una variedad de columnas con 

diferentes fases estacionarias como C8 [150, 168], pentafluorofenilo [159] y amidas [149] entre 
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otras. No obstante, la fase estacionaria más empleada es la C18 [137, 143✠146, 151, 153, 160, 

165, 169, 170].  

La incorporación de un estándar interno se observó en varios trabajos en los que se aplicó 

SPE [141, 154, 155, 161, 167, 169, 171], ya que este procedimiento de calibración proporciona 

una estandarización de la recuperación de los analitos. Sin embargo, en métodos con otros tipos 

de pretratamiento de muestra su utilización no fue debidamente justificada [134, 135, 151, 158✠

160, 166, 172, 173], introduciendo al procedimiento una complejidad innecesaria. Pero sin dudas, 

lo más llamativo de la mayoría de estos desarrollos fue la falta de adecuación del rango de 

calibrado en relación al alcance del método: medir concentraciones de los antibióticos en niveles 

terapéuticos. Muchas de las calibraciones fueron propuestas en concentraciones que no abarcan 

estos niveles.  De igual manera, llama la atención que en casi ningún desarrollo se haya tenido en 

cuenta que los pacientes reciben variada medicación concomitantemente al tratamiento 

antibiótico, pudiendo estas drogas interferir con la determinación de los antibióticos.  

 

☎✂☎✂ ✭✄✁✧✬✩☎✭✮ ✞✕�✬✩★✆☛✕�✧✮ 

Los objetivos del presente capítulo de tesis fueron:   

✢ Desarrollar un nuevo método bioanalítico por CLAR-DAD para ser aplicado a la 

determinación simultánea de los niveles plasmáticos de CAZ, MEM y/o PIP en plasmas de 

pacientes polimedicados. 

✢ Aplicar conceptos de ciclo de vida y AQbD al desarrollo, optimización y validación del nuevo 

método, siguiendo las recomendaciones de organismos internacionales.    

 

☎✂�✂ ✪✕✬✧�✩✕☛✧✮ ✝ ✪�✬✭✦✭✮ 

☎✂�✂�✂ ✦✒✍✖✔✥✔✍✎✏✌ ✑✒ ✁✣✎✍✔ 

 Este trabajo fue autorizado por los comités de ética de la Facultad de Bioquímica y 

Ciencias Biológicas de la Universidad Nacional del Litoral Res.23.09.18 y del ✽✟✸✼✄✲✁☎ ❈❅✟✸❋ ☛✁✞✵✁

✝✱☎☎✆✷�❂ ✯✝❘✯ ❍❁✐■❫❁  

☎✂�✂☎✂ ✩✌✓✣✥☞✂✒✌✣✔✖ ✁ ✒✁☞✎✆✔✂✎✒✌✣✜  

Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un cromatógrafo líquido Shimadzu 

equipado con una bomba cuaternaria LC-20AT, inyector automático con refrigeración SIL-30AC 
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✑✒�✁✓�☎✔ ✄ 

■❍■ 

Nexera, horno de columna CTO-10ASVP, desgasificador DGU-20A5R y un detector UV-Vis con 

arreglo de diodos SPDM20A.  

Se emplearon y evaluaron tres columnas cromatográficas conteniendo octadecilsilano (C18) 

unido a sílica, de diferentes dimensiones y configuración de partícula:  

✢ Zorbax Eclipse XDB-C18. Fase estacionaria C18 ligado a partículas esféricas 

completamente porosa de 3.5 µm de diámetro. Tamaño de poro de 80 Å. Carga de carbono de 

10%. Tiene incorporado un ligando extradenso, XDB (de sus siglas en inglés, eXtra Densely 

Bonded) de organo-silano y doble desactivación. Dimensión de la columna: 4.6 x 100 mm.   

✢ Zorbax Eclipse Plus C18. Fase estacionaria C18 con doble desactivación ligada a 

partículas esféricas completamente porosa de 3.5 µm de diámetro. Tamaño de poro de 95 Å. 

Carga de carbono de 8%.  Dimensión de la columna: 4.6 x 75 mm.  

✢ InfinityLab Poroshell 120 EC-C18.  Fase estacionaria C18 ligada a partículas esféricas de 

�❁❆ ✝✂ ✳✆ ✳✄❆✂✆✲✞✟ ✰✟✷ ✷❚✰☎✆✟ ✸✹☎✄✳✟ ✾■❁❆ ✂✂✿ ✶ ✸✱✼✆✞❇✄✰✄✆ ✼✟✞✟✸✁ ✾❍❁❴ ✂✂✿❁ ❘✁✂✁❈✟ ✳✆ ✼✟✞✟ ✳✆

120 Å. Carga de carbono de 10%. Dimensión de la columna: 3.0 x 75 mm. 

 

Se utilizaron también los siguientes instrumentos, equipos y materiales:  

✢ Peachímetro- potenciómetro Termo Scientific Orion 5 Star. 

✢ Electrodo de pH Van London Co. Modelo 573V526R-003B.  

✢ Microcentrífuga para tubos eppendorf Gelec. Modelo G-134 

✢ Vortex Nevation Modelo iSwix.  

✢ Balanza analítica digital (Incertidumbre: 0.00001 g) Ohaus Discovery Modelo DV 215CD. 

✢ Balanza analítica digital (Incertidumbre: 0.0001g) Sartorius Modelo Entris. 

✢ Equipo de sistema de alimentación ininterrumpida, UPS (de sus siglas en inglés, 

Uninterruptable Power Supply), KATODO. Modelo EA906.   

✢ Equipo de producción de agua ultrapura Millipore Modelo Simplicity System.  

✢ Material volumétrico de borosilicato Clase A.  

☎✂�✂�✂ ✮✜✢✣✤✔✥✒✓ ✆✔✥✔ ✖✔ ✔✑✁☞✎✓✎✍✎✏✌ ✁ ✆✥✜✍✒✓✔✂✎✒✌✣✜ ✑✒ ✑✔✣✜✓ 

Para la adquisición y procesamiento de datos cromatográficos se utilizó el software 

Workstation Labsolution LC/GC versión 5.73 de Shimadzu.  

La generación de los diseños experimentales, como así también el análisis de datos 

mediante la MSR se llevó a cabo con el software Design Expert Versión 11 de prueba (State Ease, 

Miniapolis).  
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Para validar el OWP, es decir las condiciones experimentales óptimas y sus rangos 

operables se llevaron a cabo simulaciones de Montecarlo para lo cual se utilizó el software Oracle 

Crystal Ball versión de prueba 11.1.2.4.850 (Redhood, CA). 

Para el análisis estadístico de los datos de la validación del método se utilizó el programa 

Microsoft Excel (2013).  

☎✂�✂✁✂ �✒✔✍✣✎✄✜✓ ✁ ✂☞✒✓✣✥✔✓  

Los estándares farmacéuticos secundarios de ceftazidima pentahidrato (79.1 %p/p de CAZ) 

y piperacilina/tazobactam (80.6 %p/p de PIP) fueron provistos por Laboratorios Klonal (Buenos 

Aires, Argentina), mientras que el estándar secundario de meropenem trihidrato (71.8 %p/p de 

MEM) y el ácido 2- (N-✂✟✞❇✟☎✄✷✟✿ ✆✲✁✷✟✸✱☎❇✹✷✄✰✟ ✾☛❙❅✿ ✾✌✄✟�✲✞✁ � ❁❁❁❍✢✼✐✼✿ ❇✱✆✞✟✷ ✁✳✴✱✄✞✄✳✟✸ ✆✷

Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA). Los fármacos evaluados en el estudio de la selectividad del 

método frente a la mediación coadministrada fueron estándares farmacéuticos primarios del 

Instituto Nacional del Medicamento (INAME), estándares farmacéuticos secundarios generados 

en nuestro laboratorio, materias primas de calidad farmacéutica cedidas por Laboratorios 

LAFEDAR (Paraná, Argentina), o preparaciones comerciales adquiridas en farmacias locales 

(Tabla 2.2).  

Los solventes orgánicos, acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) de calidad cromatográfica se 

obtuvieron de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), mientras que el cloruro de metileno p.a. (MeCl), 

cloroformo p.a. (CHL), fosfato monosódico anhidro p.a. (NaH2PO4) e hidróxido de sodio p.a. 

(NaOH) se adquirieron en Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El agua ultrapura se obtuvo en el 

laboratorio mediante el sistema de purificación de agua Millipore Simplicity.  

El PB y las MRs, fueron obtenidos por el personal de la unidad de terapia intensiva mediante 

✸✟☎✄✰✄✲✱✳ ✳✆☎ ✡✁✾✟✞✁✲✟✞✄✟ ✝✆✷✲✞✁☎ ✳✆☎ ▲✟✸✼✄✲✁☎ ❈❅✟✸❋ ☛✁✞✵✁ ✝✱☎☎✆✷� ✶ ✞✆✂✄✲✄✳os al LCCM-FBCB-UNL 

con cadena de frio. En ambos casos los plasmas se obtuvieron mediante centrifugación de sangre 

entera heparinizada (usando heparina de litio como anticoagulante) a 3000 rpm durante 10 min a 

4°C y se conservaron a -80°C hasta el día de análisis.  

 

Tabla 2.2: Listado de la medicación coadministrada.   
Medicación  Datos/Procedencia  

Vancomicina Producto comercial ✠ ICOPLAX® ✠ Polvo para perfusión - Lote GU06 

Dobutamina  Producto comercial ✠ GDR GRAY® ✠ Solución inyectable ✠ Lote 10187 

Colistina Producto comercial ✠ FABRA® ✠ Liofilizado - Certificado: 55646 

Metronidazol Estándar secundario LCCM ✠ Lote 001  

Fluconazol Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote: FLP0721013 
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Hidrocortisona  Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote: MP55/08 

Morfina Estándar secundario LCCM ✠ Lote 002 

Propofol Producto comercial ✠ DUBERNARD® NORTHIA ✠ Lote: 34118 

Midazolam Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote 204634 

Ranitidina Estándar secundario LCCM ✠ Lote 002  

Omeprazol Producto comercial ✠ SURAR PHARMA® ✠ Certificado: 48117 

Salbutamol Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote SCC/88/0512044 

Bromuro de Ipatropio Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote IPT-0110317 

Dopamina Clorhidrato Producto comercial ✠ NORTHIA® ✠ Solución Inyectable ✠ Lote 32907 

Atracurio besilato Producto comercial ✠ RICHMOND® ✠ Solución inyectable ✠ Lote JPU8 

Furosemida Estándar secundario LCCM ✠ Lote 001  

Amiodarona Estándar primario INAME ✠ Certificado 104051  

Labetalol Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ 316030  

Digoxina Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote 1093144  

Adrenalina Producto comercial ✠ FABRA® ✠ Solución inyectable ✠ Lote 4374 

Nimodipina Materia prima ✠ LAFEDAR ✠ Lote 120307  

Noradrenalina Producto comercial ✠ BIOL® ✠ Solución Inyectable ✠ Lote 4970 

Clorpromazina Producto comercial ✠ DUNCAN® ✠ Solución Inyectable ✠ Lote 026-065 

Paracetamol Estándar secundario LCCM ✠ Lote 001 

Aspirina Estándar secundario LCCM ✠ Lote 002  
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Todas las soluciones y muestras aquí mencionadas fueron utilizadas durante el desarrollo 

y/o la validación del método. 

 La solución estabilizadora (SEST) se preparó en concentración 1.0 M mediante la 

disolución de 5.10 g de MES en 25.0 mL de agua ultrapura y se ajustó a pH = 6.0 con NaOH 5.0 

M.   

Las SRs se prepararon en diferentes concentraciones mediante disolución de una cantidad 

determinada de NaH2PO4 p.a. en agua ultrapura y agregado de un volumen determinado de NaOH 

1.0 mol/L controlando el pH mediante el uso de un peachímetro recientemente calibrado.  

Las SESs de CAZ, MEM y PIP se prepararon mediante pesada de los estándares 

farmacéuticos y posterior disolución en agua ultrapura para obtener las siguientes concentraciones 

✟✾❀✆✲✄✻✟◗ ❏❫❍❍❂ ■�❍❍❂ ✁✷✳ ❁❀❍❍ ✂✺✐✂✡❂ ✞✆✸✼✆✰✲✄✻✁✂✆✷✲✆❁ ✡✁✸ ❅❙❅s, se prepararon diariamente y 

para cada ensayo en particular hasta que se determinó su estabilidad en la validación del método. 

Luego se conservaron a 4 ✠ 8°C durante un máximo de tres días. Las concentraciones exactas de 
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las SESs preparadas se calcularon en función de las masas pesadas y la potencia de los 

estándares usados en cada caso.  

Las SESs se diluyeron diariamente con agua ultrapura utilizando material volumétrico clase 

A para obtener soluciones estándar intermedias combinadas (SEICs) en las concentraciones 

objetivo indicadas en la Tabla 2.3.   

Las MCs se prepararon ✆✷ ✲✱✾✟✸ ✆✼✼✆✷✳✟✞❇ ✂✆✳✄✁✷✲✆ ☎✁ ❇✟✞✲✄❇✄✰✁✰✄✹✷ ✳✆ ■✝❍❁❍ ✂✡ ✳✆ ❉✌ ✰✟✷
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para PIP (Tabla 2.3). Las MCs se prepararon en tres días diferentes cada vez que se ensayó la 

curva de calibrado multinivel según los requerimientos del procedimiento de validación.  

Las MQs se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que para las MCs, pero a partir 

de SES preparadas de manera independiente. Para estas muestras las SEIC se obtuvieron en 

cuatro niveles de concentración según las concentraciones objetivo de cada analito de manera 

que permitieran preparar MQs en los niveles correspondientes (Tabla 2.4).  

Las MQs, al igual que las MCs, fueron preparadas en días diferentes según el requerimiento 

de los ensayos de validación. 

 

Tabla 2.3: Preparación y rango de concentraciones de las SEICs y las MCs  

Nivel 1 2 3 4 5 6 7 

 

Volumen SES (µL) 156.0 156.0 312.0 250.0 500.0 750.0 1000.0 

Volumen final, con agua ultrapura 
(mL) 

50.0 25.0 25.0 10.0 10.0 10.0 10.0 

Concentración final CAZ (µg/mL) 15.0 30.0 60.0 120 240 360 480 

Concentración final MEM (µg/mL) 3.75 7.50 15.0 30.0 60.0 90 120 

Concentración final PIP (µg/mL) 30.0 60.0 120 240 480 720 960 

 

Volumen SEIC (µL) 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 20.0 

Volumen PB (µL) 130.0 130.0 130.0 130.0 130.0 130.0 130.0 

Concentración final CAZ (µg/mL) 2.00 4.00 8.00 16.0 32.0 48.0 64.0 

Concentración final MEM (µg/mL) 0.50 1.00 2.00 4.00 8.00 12.0 16.0 

Concentración final PIP (µg/mL) 4.00 8.00 16.0 32.0 64.0 96.0 128 

 
 
Tabla 2.4: Preparación y niveles de concentración de las SEICs y MQs  
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Las concentraciones exactas de las SEICs, MCs y MQs se calcularon a partir de las 

concentraciones exactas de las SESs utilizadas en cada caso. 
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El pretratamiento más conveniente para las muestras se estudió y optimizó durante el 

desarrollo del método (ver sección 2.4.2.4.5).  

En la etapa de validación y en la aplicación rutinaria del método el pretratamiento de las 

muestras de PBs, MCs, MQs y/o MRs se llevó a cabo de la misma manera mediante el siguiente 

procedimiento:  

✢ 150.0 ✂✡ ✳✆ ✼☎✁✸✂✁ ✸✆ ✲✞✁✸✻✁✸✹ ✁ ✱✷ ✲✱✾✟ ✆✼✼✆✷✳✟✞❇ ✳✆ ■❁❴✂✡ ✶ ✸✆ ✆✸✲✁✾✄☎✄✿✹ ✰✟✷ ✆☎ ✂✄✸✂✟

volumen de SEST (1.0 M, pH=6.00).   

✢ Se aplicó vortex durante 20 segundos para homogeneizar la mezcla.   
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precipitación de proteínas y a continuación se centrifugó a 6000 rpm durante 2 minutos.  
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de MeCl.  

✢ Se aplicó nuevamente vortex durante 20 segundos para permitir la reextracción de ACN y 

la separación de lípidos del plasma. 

✢ Finalmente se centrifugó a 6000 rpm durante 2 minutos y 100.0 µL de la fase superior se 

trasvasó a un vial de inyección con inserto para su procesamiento en el cromatógrafo.    
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Durante el desarrollo del método el sistema cromatográfico se ajustó desde unas 

condiciones iniciales hasta las condiciones óptimas con las cuales se lograron los objetivos 

propuestos (ver sección 2.4.2.8).  

Finalmente, en la etapa de validación y durante el uso rutinario del método la separación de 

los analitos se llevó a cabo a 30°C en una columna Zorbax Eclipse XDB C18 (4.6 x 100 mm, 3.5 

µm de tamaño de partícula). La fase móvil consistió en ACN, agua ultrapura y SR 30.3 mM (27.5 

✠ 34.5 mM) de pH=7.30 (7.18 ✠ 7.46), con el gradiente de elución presentado en la Tabla 2.5, a 

una velocidad de flujo de 1.5 mL/min. La temperatura del inyector se mantuvo a 4.0°C y el volumen 

✳✆ ✄✷✶✆✰✰✄✹✷ ❇✱✆ ✳✆ �❍ ✂✡❁ ✡✁ ✂✟✷✄✲✟✞✄✿ación de CAZ y MEM fue a una longitud de onda de 298 

nm y la de PIP a 250 nm.      

 
Tabla 2.5: Gradiente de elución del método validado 

Tiempo 
(min) 

ACN 
(%) 

SR 
(%) 

H2O 
(%) 

0 5.0 95.0 0.0 
8.0 80.0 0.0 20.0 
9.0 5.0 95.0 0.0 

13.0 5.0 95.0 0.0 
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El ATP para el nuevo método analítico fue definido cómo: ✡☛✬ ✱✷✬✭✰✧✪✧✱✬✱✧☞✭ ✵✥✮✥✱✰✧✦✬ ✴✥

CAZ, MEM y/o PIP en plasma de pacientes polimedicados en un rango analítico 

comprendido entre 0.25 y 8 veces de la CIM para cada antibiótico, en un tiempo de análisis 
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☛❘❃❂ ☎✁ ✷✆✰✆✸✄✳✁✳ ✳✆ ✳✄✸✼✟✷✆✞ ✳✆☎ ✞✆✸✱☎✲✁✳✟ ✆✷ ✰✟✞✲✟✸ ✲✄✆✂✼✟✸❂ ☎✟✸ ✟✾❀✆✲✄✻✟✸ ✲✆✞✁✼❋✱✲✄✰✟✸ ✶ ✆☎ ✲✄✼✟

✳✆ ✂✱✆✸✲✞✁❁ 
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☎✂✁✂�✂�✂ ✦✒✢✎✌✎✍✎✏✌ ✑✒ ✖✜✓ ✥✔✌✁✜✓ ✔✌✔✖✝✣✎✍✜✓  

✝✟✷✸✄✳✆✞✁✷✳✟ ✴✱✆ ☎✟✸ ✡-LAs son antibióticos tiempo-dependiente, se necesitaba de un 

método útil para evaluar el cumplimiento los objetivos terapéuticos más utilizados por la comunidad 

médica internacional para el tratamiento de infecciones en pacientes en UTI, a saber [174, 175]: 

✢ que la concentración plasmática del antibiótico se encuentre por encima de la CIM durante 

el 100% del tiempo interdosis [100%T > CIM] y/o  

✢ que la concentración plasmática del antibiótico se encuentre 4 veces por encima de la CIM 

al menos el 40 % del tiempo inter dosis [40%T > 4 × CIM�.  

Como microorganismo de referencia para este estudio se tomó la Pseudomona aeuriginosa, 

ya que es uno de los patógenos resistentes más frecuentemente aislados en pacientes 

críticamente enfermos [123].  

En función de estos objetivos y teniendo presentes las CIM de los antibióticos en estudio 

indicadas en la guía EUCAST (de sus siglas en inglés, European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing) para Pseudomonas aurigionosa, que se muestran en la Tabla 2.6 [176], se 

establecieron los rangos analíticos necesarios para cada uno de ellos. Estos rangos están dados 

por las concentraciones plasmáticas abarcadas entre [0.25 x CIM] y [8 x CIM] en cada caso.   

 

Tabla 2.6: Rangos analíticos en base a los objetivos terapéuticos  

✂-LA 
CIM 

(µg/mL) 

Objetivos terapéuticos 
Rango analítico propuesto 

(µg/mL) 

Muestras en vallea Muestras 40% inter-dosisb LIC LSC 

CAZ 8.00 >8.00 >32.0 2.00 64.0 
MEM 2.00 >2.00 >8.00 0.50 16.0 

PIP 16.0 >16.0 >64.0 4.00 128 
a Para evaluar cumplimiento del objetivo terapéutico [100% T>CIM] 
b Para evaluar cumplimiento del objetivo terapéutico [40% T>4xCIM] 
 

☎✂✁✂�✂☎✂ ✞✜✖✎✂✒✑✎✍✔✍✎✏✌ ✑✒ ✖✜✓ ✆✔✍✎✒✌✣✒✓ 

Los pacientes internados en UTI reciben, en general, un esquema antibiótico empírico hasta 

que se realice un rescate del microorganismo causante de la infección. En estos casos, asociados 

✁ ☎✟✸ ✡-LAs de interés, suelen administrarse, como ya se mencionó, vancomicina y colistina. En 

otros casos, de acuerdo al foco de infección y al microorganismo que se supone como agente 

probable, se opta por daptomicina en lugar de vancomicina y en casos más raros por linezolid. 

Otras veces se agrega metronidazol. Cuando se sospecha de infección por hongos, se asocia 
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algún antifúngico, como fluconazol o anidulafungina. Finalmente, de acuerdo a la patología de 

base del paciente, también pueden estar indicados en forma concomitante los siguientes fármacos: 

✢ sedantes/analgésicos: morfina, remifentanilo o fentanilo, dexmedetomidina. 

✢ moduladores del sistema nervioso central: propofol o benzodiacepinas como midazolam y 

tiopental 

✢ protectores gástricos: ranitidina y omeprazol. 

✢ anticolinérgicos: salbutamol. 

✢ inotrópicos: adrenalina, dopamina y digoxina. 

✢ para hemorragias subaracnoideas: nimodipina. 

✢ bloqueantes neuromusculares: atracurio y pancuronio. 

✢ anticonvulsivantes/coadyuvantes en la sedación: fenitoína, clorpromazina, risperidona y 

quetiapina. 

✢ antipiréticos: paracetamol. 

✢ corticoides: hidrocortisona. 

✢ para tratar el edema cerebral: manitol, solución salina hipertónica. 

✢ anticoagulantes: heparina, enoxaparina. 

Más allá de las interacciones farmacológicas que puedan darse por la administración 

✸✄✂✱☎✲❆✷✆✁ ✳✆ ✻✁✞✄✟✸ ✳✆ ✆✸✲✟✸ ❇❆✞✂✁✰✟✸❂ ☎✁ ✰✟✆❊✄✸✲✆✷✰✄✁ ✳✆ ✱✷✟ ✟ ✻✁✞✄✟✸ ✳✆ ✆☎☎✟✸ ✰✟✷ ☎✟✸ ✡-LAs en 

el plasma de los pacientes implica una importante amenaza para la selectividad del método 

bioanalítico. Esta situación fue, por lo tanto, foco de especial atención para la definición del ATP 

como marco para el desarrollo, la optimización, la validación y el uso de rutina del método.  

☎✂✁✂☎✂ ✦✎✓✒�✜� ✑✒✓✔✥✥✜✖✖✜ ✁ ✍✜✂✆✥✒✌✓✎✏✌ ✑✒✖ ✂✁✣✜✑✜ 

Para llevar adelante este desarrollo, como así también para la ejecución de la validación y 

la definición de las estrategias de control del método, se utilizaron herramientas de gestión de 

riesgos en el marco de la AQbD.  

☎✂✁✂☎✂�✂ ✮✒✖✒✍✍✎✏✌ ✑✒ ✖✔ ✣✁✍✌✎✍✔ ✔✌✔✖✝✣✎✍✔  

Considerando el ATP propuesto y la bibliografía consultada [177, 178] se seleccionó como 

técnica analítica para la cuantificación de los analitos la CLAR en fase reversa con detección UV 

con el fin de obtener un método accesible y de bajo costo de aplicación. La detección por absorción 

en el UV supone suficiente sensibilidad a un costo razonable.  

El pretratamiento de la muestra seleccionado consistió en una PP seguido de ELL para 

separar los lípidos del plasma y re-extracción del solvente orgánico utilizado en la PP.   



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓�☎✔ ✄ 

■❍❁ 

☎✂✁✂☎✂☎✂ ✮✎✓✣✒✂✔ ✔✌✔✖✝✣✎✍✜ ✎✌✎✍✎✔✖ 

En función de las características fisicoquímicas de los analitos y de los métodos publicados 

en la bibliografía consultada se establecieron las siguientes condiciones iniciales como punto de 

partida para el desarrollo del nuevo método: 

✢ Pre-tratamiento de muestra: estabilización de los analitos en plasma con SEST (1:1), 

desproteinización con ACN (1:1) y reextracción del solvente y eliminación de lípidos de con MeCl 

(1:1).  

✢ Sistema cromatográfico: conformado por una combinación de fase estacionaria C18 y una 

fase móvil compuesta de una SR de fosfato 50.0 mM a pH: 7.00 y ACN en una proporción (95:5) 

con una velocidad de flujo de 1.00 mL/min bajo la modalidad isocrática. La temperatura del horno 

de columna se mantuvo constante en 25°C y la del inyector de 4°C para garantizar la estabilidad 

de los analitos. En todos los casos se inyectaron 20 µL de cada solución a ensayar y en función 

de los espectros de absorción de cada uno de los analitos la detección de los mismos se propuso 

a una longitud de onda de 250 nm para CAZ y PIP, y a 298 nm para MEM. 

Varias pruebas preliminares se realizaron a partir de este sistema inicial para estudiar el 

comportamiento de algunos factores de manera univariada. Esto permitió conocer la incidencia de 

los mismos en el rendimiento del método y tomar decisiones tempranas en cuanto a la selección 

de algunos parámetros y/o el estudio de otros mediante diseños experimentales. 

☎✂✁✂☎✂�✂ ✩✑✒✌✣✎✢✎✍✔✍✎✏✌ ✑✒ ✥✎✒✓✁✜✓  

 La identificación de riesgos se formalizó mediante la aplicación de Diagramas de Ishikawa 

(Fig. 2.1), sistematizando el estudio de la potencial incidencia de los factores que conformaban el 

método inicial. 

Figura 2.1: Diagramas de Ishikawa para identificación de riesgos. Factores asociados al rendimiento del A) 
pretratamiento de muestra y B) sistema cromatográfico. 
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☎✂✁✂☎✂✁✂ ✠✔✓✒ ✑✒ ✒�✆✖✜✥✔✍✎✏✌ ✁ ✍✜✌✜✍✎✂✎✒✌✣✜ ✎✌✎✍✎✔✖ ✑✒✖ ✓✎✓✣✒✂✔  

 Una vez identificados los factores asociados al desempeño de ambas etapas del método 

se evaluaron los niveles operativos de algunos de ellos. Este análisis se fundamentó en algunos 

casos en conocimientos teóricos previos y/o a resultados de la fase inicial de experimentación, 

como así también en base a la disponibilidad de recursos. 

☎✂✁✂☎✂✁✂�✂ ✁✖✏✖✒✒✑✂✕ ✜✖ ✏✓ ✒✔✏✍❇✕✓ 

Se evaluaron tres columnas cromatográficas, seleccionándose una columna Zorbax Eclipse 

XDB C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 µm) de resolución rápida (C1), frente a otras dos columnas: Zorbax 

Eclipse Plus C18 (75 x 4.6 mm, 3.5 µm) (C2) e Infititylab Poroshell 120 EC C18 (75 x 3.0 mm, 2.7 

µm) (C3). Si bien las tres columnas presentan el mismo tipo de fase estacionaria (C18), se eligió 

la C1 porque el revestimiento extradenso de la fase ligada y la desactivación de los silanoles 

residuales disminuyen las interacciones perjudiciales de los silanoles con los analitos y además 

protegen el soporte de sílice de la disolución en entornos de pH intermedio y alto.  

A modo de ejemplo, en la Figura 2.2 se evidencia la obtención de un pico cromatográfico 

de MEM con mejor simetría y menor ancho de pico obtenido con la columna C1 que con las otras 

columnas evaluadas.     

 
Figura 2.2: Cromatograma registrado a 298 nm de una muestra de plasma fortificado con MEM (10.0 µg/mL) con tres 
columnas cromatográficas: Zorbax Eclipse XDB C18 (100 x 4.6 mm, 3.5 µm) de resolución rápida (C1), Zorbax Eclipse 
Plus C18 (75 x 4.6 mm, 3.5 µm) (C2) y Infinitylab Poroshell 120 EC C18 (75 x 3.0 mm, 2.7 µm) (C3). 
 

☎✂✁✂☎✂✁✂☎✂ ✁✖✏✖✒✒✑✂✕ ✜✖ ✏✓ ✁✓✗✖ ❇✂✂✑✏ ✄ ✜✖✏ ❇✔✜✔ ✜✖ ✖✏✍✒✑✂✕  

Respecto a la fase móvil inicial se seleccionó ACN como modificador orgánico debido a su 
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menor polaridad en comparación con la de MeOH, lo que a su vez reduce los tiempos de retención 

y disminuye el ancho del pico cromatográfico de los analitos analizados.  

Para mantener el pH, se seleccionó una SR de fosfatos debido a su gran capacidad de 

regulación a pH cercanos a 7.00 y su insignificante absorción a las longitudes de onda 

seleccionadas para el monitoreo de los antibióticos en estudio. Se optó por utilizar un pH inicial de 

7.00 debido a que MEM presenta inestabilidad a pH muy ácidos y básicos [171]. Por otro lado, los 

tres analitos presentan diferentes pKa. Mientras que MEM presenta un grupo carboxílico 

(pKa1=2.9) y un grupo amino secundario del anillo de pirrolidina (pKa2= 7.4) [179], CAZ contiene 

un grupo carboxílico fuertemente ácido unido al núcleo (pKa=1.9), un centro de aminotiazol débil 

en la cadena lateral (pKa= 4.1) y un segundo grupo carboxílico en la cadena lateral (pKa=2.7) 

[180]. Por último, PIP presenta al igual que MEM, dos pKa 3.4 y 4.3 [141]. Al trabajar a un pH 

cercano a 7.00 se logró entonces obtener diferentes polaridades de los antibióticos de interés 

estableciéndose un perfil de elución adecuado. Bajo las condiciones iniciales del sistema 

cromatográfico anteriormente mencionadas, los tiempos de retención de cada analito fueron los 

siguientes: 4.50 min para CAZ, 9.10 min para MEM y mayor a 25.0 min para PIP.   

En base a estos resultados preliminares se realizaron ajustes en la proporción de ACN y SR 

en la fase móvil, con el objetivo de obtener señales analíticas (SA) adecuadas para los tres analitos 

de manera simultánea y tiempos de retención en conformidad con los requerimientos del ATP. Por 

lo tanto, se cambió de la modalidad isocrática a gradiente de elución, y se agregó una proporción 

de agua ultrapura al gradiente para evitar la precipitación de la mezcla de SR 50 mM y ACN (Tabla 

2.5), resultando en un perfil de elución como el que se muestra en la Figura 2.3. 

 

Figura 2.3: Cromatograma registrado a 298 nm (rojo) y a 250 nm (azul) de una solución acuosa combinada diluida de 
CAZ (32.0 µg/mL), MEM (8.0 µg/mL) y PIP (65 µg/mL) con gradiente de elución.  
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Utilizando la misma solución acuosa combinada que la evaluada en el cromatograma de la 

Figura 2.3 se fortificó un PB y luego de aplicar el pre-tratamiento inicial de la muestra se obtuvo 

el perfil de elución que se muestra en la Figura 2.4. Como puede observarse, el perfil 

cromatográfico obtenido con los analitos en plasma fue parecido al que el que se observó en 

solución acuosa, sin embargo, aparecen señales nuevas atribuibles a componentes endógenos 

(CE) del plasma. Por otro lado, se observa que el pico correspondiente a CAZ presentó una 

marcada partición generada por el solvente de inyección de la muestra.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4: Cromatograma registrado a 298 mn (rojo) y a 250 nm (azul) de una muestra de plasma fortificado con los 
tres analitos de interés en las concentraciones aproximadas CAZ (32.0 µg/mL), MEM (8.00 µg/mL) y PIP (64.0µg/mL).  
 

☎✂✁✂☎✂✁✂�✂ ✁✂✓✏✍✓✒✑✂✕ ✜✖ ❇✖✜✑✒✓✒✑✂✕ ✒✔✕✒✔❇✑✚✓✕✚✖ 

Para continuar con el desarrollo se realizó un estudio detallado de los fármacos que podrían 

tener un impacto sobre la selectividad del método. En principio se descartaron como posibles 

interferentes el remifentanilo, el fentanilo, la fenitoína, el levetiracetam y la heparina debido a que 

son moléculas que no poseen absorción a las longitudes de onda establecidas para el monitoreo 

de los antibióticos de interés. El resto de la medicación listada en la Tabla 2.2 (ver sección 2.3.4) 

se evaluó experimentalmente. 

Para ello, se prepararon soluciones individuales de cada uno de los fármacos mediante 

disolución de una cantidad determinada en agua ultrapura o MeOH según sus respectivas 

solubilidades. Posteriormente se efectuaron diluciones apropiadas de estas soluciones en agua 

ultrapura y se fortificaron PBs en concentraciones terapéuticas habituales. El pre-tratamiento 

aplicado a las muestras de plasma fortificadas y el sistema cromatográfico fueron los descriptos 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓�☎✔ ✄ 

■■✝ 

en la sección 2.4.2.2. Luego de identificar la SA producida por cada fármaco de manera individual, 

se fortificó un mismo PB con los tres analitos más los fármacos posiblemente concomitantes. El 

resultado obtenido al analizar esta muestra se observa en la Figura 2.5. La coelución o la elución 

en tiempos de retención cercanos a los analitos fue el criterio adoptado para clasificar a un CE o 

a un fármaco como un posible interferente. Siguiendo el orden de elución en el sistema 

cromatográfico se observaron entonces, los siguientes interferentes potenciales: noradrenalina 

(NOR), dopamina (DOP), compuesto endógeno 1 (CE1), aspirina (ASP), compuesto endógeno 2 

(CE2), paracetamol (PCT), metronidazol (MTZ), morfina (MOP), ranitidina (RNT) y furosemida 

(FRS). El resto de los fármacos evaluados experimentalmente no presentó SA, por lo que se 

supone que no se co-extrajeron con el pretratamiento de muestra aplicado o que eluyeron en el 

frente de la corrida.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.5: Cromatograma registrado a 298 nm (rojo) y 250 nm (azul) de una muestra de PB enriquecida con CAZ 
(32.0 µg/mL, 4 y 6), MEM (8.00 µg/mL, 10) y PIP (64.0 µg/mL, 13) y la medicación coadministrada que resultó posible 
interferente: NOR (1), DOP (2), CE (3 y 7), ASP (5), PCT (8), MTZ (9), MOP (11), RNT (12) y FRS (14).  
 

☎✂✁✂☎✂✁✂✁✂ ✁✖✏✖✒✒✑✂✕ ✜✖ ✏✓✗ ✏✔✕☎✑✚✍✜✖✗ ✜✖ ✔✕✜✓  

A partir de los resultados obtenidos en el punto anterior, se evidenció la necesidad de 

replantear la longitud de onda de monitoreo para CAZ. Si bien se observa claramente que a 250 

nm el sistema presenta mayor sensibilidad para este analito, a 298 nm presenta mejor selectividad, 

siendo esta última la propiedad analítica menos lograda. Por lo tanto, se cambió la longitud de 

onda de monitoreo para CAZ a 298 nm al igual que para MEM, quedando el monitoreo a 250 nm 

para PIP. A raíz de esta decisión, se elimina a ASP como posible interferente, debido a que su SA 

a 298 nm es despreciable.  
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☎✂✁✂☎✂✁✂✄✂ ✌✙✖✚✙✓✚✓❇✑✖✕✚✔ ✜✖ ✏✓ ❇✍✖✗✚✙✓ 

Se adoptó inicialmente el pre-tratamiento de muestras plasmáticas para determinación de 

✡-LA descripto por Casal y col.[166] que utiliza una relación 1:1 entre plasma y SEST (ver sección 

2.3.6).  Los autores mencionados demostraron que el agregado de una solución estabilizadora es 

✷✆✰✆✸✁✞✄✟ ✼✁✞✁ ✺✁✞✁✷✲✄✿✁✞ ☎✁ ✆✸✲✁✾✄☎✄✳✁✳ ✳✆ ☎✟✸ ✡-LA durante el análisis. 

Tanto la etapa de PP como la de ELL, se estudiaron experimentalmente con el fin de mejorar 

la SA de CAZ, el analito más desfavorecido en cuanto a la forma del pico (Fig. 2.4) sin afectar las 

SAs de MEM y PIP. Para ello se evaluó el efecto del tipo de solvente y la proporción de volúmenes 

entre plasma y solvente orgánico utilizados. El solvente en la PP fue ACN debido a que es el 

modificador orgánico con el cual está compuesta la fase móvil, lo que es recomendable. Se 

evaluaron dos proporciones de volúmenes, 1:1 y 1:2 para esta etapa. Para la ELL se evaluó la 

utilidad de CHL y de MeCl en las mismas proporciones (Tabla 2.7).   

 

Tabla 2.7: Ensayos para evaluar el desempeño de PP y ELL.   

Pretratamiento 

Estabilización PP ELL 

Volumen (µL) 
Plasma: SESTa 

Volumen (µL) 
ACN 

Proporción (µL) 
SBb: Cloroformo 

Proporción (µL) 
SB: Cloruro de 

Metileno 

1 150:150 500 600: 600  
2 150:150 500  500:1000 
3 250:250 500 600:600  
4 250:250 500  500:1000 
5c 150:150 600  600:600 

a SEST: solución estabilizadora.   

b SB: sobrenadante que corresponde a plasma desproteinizado.  
c Corresponde al pretratamiento inicial.   

 

Los mejores resultados, es decir aquellos que proporcionaron una mejor SA para CAZ sin 

afectar la de MEM y PIP, se obtuvieron con una proporción 1:2 de plasma: ACN para la etapa PP 

y una proporción 1:2 de plasma desproteinizado:MeCl para la ELL, quedando establecido el pre-

tratamiento de la muestra cómo se indica en la sección 2.3.6 y en la Figura 2.6.  

 

 
Figura 2.6: Procedimiento optimizado para el pretratamiento de las muestras de plasma.  
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Durante la etapa de exploración inicial del sistema se lograron un pretratamiento de muestra 

y un sistema cromatográfico iniciales a partir de los cuales se obtuvieron SAs adecuadas para los 

analitos en un tiempo de análisis apropiado y se identificaron posibles interferentes. Sin embargo, 

las resoluciones cromatográficas de los picos de los analitos con picos de la medicación 

coadministrada y/o diversos componentes endógenos del plasma no eran todavía satisfactorias, 

afectando la selectividad del método. Se continuó entonces, con un estudio más profundo y 

detallado del sistema a los fines de optimizarlo. En este sentido se definieron los CMAs, se 

identificaron los CMPs y se estudiaron las relaciones entre ellos mediante la aplicación de DOEs.  

☎✂✁✂☎✂�✂ ✕✣✥✎✕☞✣✜✓ ✍✥✝✣✎✍✜✓ ✑✒✖ ✂✁✣✜✑✜  

Se definieron como CMAs las variables respuestas dadas por las resoluciones ✒✞�☎ entre 

☎✟✸ ✼✄✰✟✸ ✰✞✟✂✁✲✟✺✞❆❇✄✰✟✸ ✳✆ ☎✟✸ ✡-LAs y los CE y/o la medicación coadministrada (posibles 

interferentes). Además, sabiendo que el logro de un aumento de ✞� en pico cromatográficos puede 

traer como consecuencia un aumento significativo en el tiempo de la corrida cromatográfica, se 

sumó también como CMA el tiempo de retención (✞�☎ ✳✆ ❉❯❉❂ ✆☎ ❚☎✲✄✂✟ ✡-LA en eluir en el 

cromatograma. Por lo tanto, se identificaron y definieron un total de 7 (siete) CMAs y se 

establecieron para ellos criterios de aceptación a los fines de asegurar el cumplimiento del ATP 

(Tabla 2.8). 

 

Tabla 2.8: Atributos críticos del método y criterios de aceptación  

CMAs - Respuestas (✟) Descripción Criterios de aceptación 

✟☎ ✠✡ CE1 ✠ CAZ ✝ ✕★✖ 

✟✞ ✠✡ CAZ ✠ CE2 ✝ ✕★✖ 

✟☛ ✠✡ MTZ ✠ MEM ✝ ✕★✖ 

✟☞ ✠✡ MEM ✠MOP ✝ ✕★✖ 

✟✟ ✠✡ RAN ✠ PIP ✝ ✕★✖ 

✟� ✠✡ PIP ✠FRS  ✝ ✕★✖ 

✟✁ ✞✂ PIP ✄ ✕✝★✖ ✛✑✓ 

 

Definidos los CMAs, el siguiente paso fue determinar qué parámetros del sistema 

cromatográfico, en términos de condiciones operativas, podían modificarse para lograr el 

cumplimiento del ATP, es decir, identificar los probables CMPs.   
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Habiéndose fijado en la etapa inicial las condiciones operacionales de algunas de las 

variables del método (columna cromatográfica, temperatura del inyector, volumen de inyección y 

composición de la fase móvil) se identificaron cuatro factores que podían modificarse dentro del 

rango experimental inicial de manera tal de poder evaluar si sus efectos eran o no significativos 

sobre alguno de los CMAs. Estos factores fueron designados como probables CMPs (Tabla 2.9). 

 

Tabla 2.9: Probables parámetros críticos del método y rangos experimentales a evaluar.   

Probables CMPs ✂ Factores (✍) Descripción Rango Experimentales 

✍☎ pH de la SR 6.80 ✠ 7.20 

✍✞ Concentración de la SR 10.0 ✠ 50.0 mM  

✍☛ Velocidad de flujo de la fase móvil 0.80 ✠ 1.20 mL/min  

✍☞ Temperatura del horno de columna 25.0 ✠ 35.0°C 

 

Los rangos experimentales que se muestran en la Tabla 2.9 se seleccionaron en función de 

los resultados obtenidos en la etapa inicial de desarrollo del método. En particular, se decidió 

evaluar concentraciones más bajas de la SR (máximo 50.0 mM) para evitar inconvenientes con la 

mezcla de ACN y temperaturas más altas (mínimo 25°C) teniendo en cuenta la estabilidad de la 

columna cromatográfica. El resto de las variables se evaluaron entorno a las condiciones centrales 

propuestas anteriormente, es decir pH de la SR = 7.00 y velocidad de flujo= 1.00 mL/min.  
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✜✖ ✘✙✑❇✖✙ ✔✙✜✖✕✟  

Para una primera evaluación de los efectos de los factores y del entorno experimental 

seleccionado se utilizó un DFF1 en dos niveles con tres repeticiones del punto central. Los CMAs 

descriptos en la Tabla 2.8 fueron evaluados como las respuestas en los cromatogramas obtenidos 

a partir de muestras de plasma fortificado con los analitos de interés en concentraciones 

correspondientes a �4xCIM� para cada uno y los 6 (seis) fármacos que resultaron potenciales 

interferentes en concentraciones terapéuticas aproximadas.  

Como puede observarse en la Tabla 2.10, en el domino experimental del DFF1, los CMAs 

menos favorecidos resultaron ✞✄ e ✞☛. En ambos casos, los rangos de las respuestas incluyen 

resoluciones no satisfactorias, resultando ser ✞☛ el CMA más crítico, ya que, en la mayoría de las 

corridas, se obtuvieron resoluciones menores a 1.0 entre los picos de MTZ y MEM. El resto de los 

CMAs lograron cumplir los criterios establecidos.  
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Mediante el uso del programa Design Expert 11.0 se obtuvieron los modelos de regresión 

lineal múltiple para describir el comportamiento de cada CMA en función de los niveles de los 

factores. Se evaluó la significancia (valor p <0.10) de los coeficientes de regresión de las variables 

y sus interacciones, mediante ANOVA para obtener modelos significativos (valor p <0.05), sin falta 

de ajuste (valor p � ❍❁❍❴✿ ✶ ✼✁✞✸✄✂✟✷✄✟✸✟✸❂ ✳✆ ✂✁✷✆✞✁ ✴✱✆ ✼✆✞✂✄✲✄✆✞✁✷ ✆✻✁☎✱✁✞ ☎✟✸ ✆❇✆✰✲✟✸ ✳✆ ☎✟✸

factores estudiados (Fig. 2.7). Estos resultados evidenciaron en primer lugar que todos los factores 

tenían efectos significativos sobre una o más de una respuesta, por lo que constituían 

verdaderamente CMPs. Además, se observó que, en general, los principales efectos sobre las 

respuestas en su conjunto fueron los de la concentración y del pH de la SR, el de la interacción de 

estos factores (✆✍✆✄) y el de la velocidad de flujo. En comparación con estos, la temperatura del 

horno de columna, presentó un efecto menos significativo sobre todas las respuestas en conjunto. 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2.10: Plan de experimentación y resultados del diseño DFF1 

Corrida 
Probables CMPsa CMAsb 

x1 
x 2 

(mM) 
x 3 

(mL/min) 
x 4 

(°C) 
y1 y 2 y 3 y 4 y 5 y 6 

y 7 
(min) 

1 7.00 30.0 1.00 30.0 7.40 2.53 0.60 4.31 5.81 1.81 6.94 

2 7.20 50.0 1.20 35.0 7.12 1.33 1.11 4.71 6.07 1.87 6.18 

3 7.20 50.0 0.80 25.0 12.3 0.38 0.00 4.45 4.62 2.08 8.22 

4 6.80 10.0 0.80 25.0 4.79 1.86 0.00 2.36 6.54 2.09 8.12 

5 6.80 50.0 1.20 25.0 5.68 3.33 0.00 4.18 6.18 1.82 6.08 

6 6.80 50.0 0.80 35.0 6.36 2.24 0.00 4.28 4.21 1.71 8.05 

7 7.00 30.0 1.00 30.0 7.34 2.24 0.44 4.14 6.11 1.84 6.92 

8 7.20 10.0 0.80 35.0 7.59 3.40 0.00 7.02 2.30 1.65 8.05 

9 7.20 10.0 1.20 25.0 5.63 3.59 0.85 5.95 3.78 1.74 6.04 

10 6.80 10.0 1.20 35.0 6.42 1.84 0.94 2.83 8.17 1.97 6.18 

11 7.00 30.0 1.00 30.0 7.25 2.30 0.25 4.00 5.99 1.86 6.93 

Rango de Respuestas  
Mínimo 4.79 0.38   0.00 2.36 2.30 1.65 6.04 
Máximo 12.3 3.59 1.11 7.02 8.17 2.09 8.22 
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Figura 2.7: Representación de los efectos y significancia de los cuatro CMPs ✒✍☎, pH de la SR; ✍✞, concentración 
de la SR; ✍☛, velocidad de flujo y ✍☞, temperatura del horno de la columna) y sus interacciones sobre cada uno de 
los CMAs en el diseño de screening DFF1. Los efectos positivos se presentan hacia la derecha y los negativos hacia 
a la izquierda. Los efectos de los factores significativos se representan en color naranja y los no significativos en color 
celeste.  

 

También se observó que la velocidad de flujo era un factor significativo con un efecto positivo 

sobre las respuestas más críticas, y como era de esperarse, con un efecto negativo sobre ✞✄. 

 Aunque la velocidad de flujo fue el único factor que resultó realmente significativo sobre 

✞☛, esta respuesta se vio favorecida también por temperaturas altas del horno de columna, altos 

pH y bajas concentraciones de SR.  

Para el caso de ✞✄, una de las respuestas más críticas, el factor que resultó altamente 

significativo fue la interacción entre el pH y la concentración de la SR, viéndose favorecida en dos 

condiciones inversas. Por un lado, altos pH y bajas concentraciones de la SR y, por otro lado, 

bajos pH con altas concentraciones de la SR. Además, sobre este CMA, la velocidad de flujo tuvo 

un efecto significativo positivo, al igual que sobre ✞☛.  

De acuerdo a la metodología secuencial de DOE y teniendo en cuenta los conocimientos 

adquiridos en el primer diseño de screening, se evaluó un nuevo dominio experimental para lograr 
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condiciones más favorables para ✞✄ e ✞☛. 

Nuevamente se aplicó un DFF con tres repeticiones del punto central (DFF2) para evaluar 

los CMPs más influyentes: la velocidad de flujo y el pH de la SR. De esta manera se corrieron 7 

(siete) nuevos puntos experimentales utilizando la misma muestra que en el diseño anterior. En 

este caso la temperatura del horno de la columna se fijó en 35°C y la concentración de la SR en 

10.0 mM debido a que las resoluciones más críticas resultaron más favorecidas en estas 

condiciones. Por otro lado, se expandieron los rangos de pH de la SR (7.20 ✠ 7.80) y de la 

velocidad de flujo (1.00 ✠ 1.50 mL/min).       

Las respuestas obtenidas en el nuevo dominio experimental fueron modeladas y los efectos 

de las variables se evaluaron, nuevamente mediante ANOVA. Los resultados del DDF2 (Tabla 

2.11) demostraron que, el pH de la SR tiene un efecto significativo sobre la mayoría de las 

respuestas, y a pesar que la resolución de CAZ y MEM con sus picos adyacentes mejoró 

considerable, la resolución de PIP con sus picos adyacentes se convirtió en la respuesta más 

crítica, particularmente ✞✄.    

 

Tabla 2.11: Plan de experimentación y resultados del diseño DFF2.  
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✠✡ ✞✶✞ ✠ ✟☎✁ ✕ ✄✁✡ ✂☎ ✞✶✞★  
 

☎✂✁✂☎✂✌✂☎✂ �✖✕✖✙✓✒✑✂✕ ✜✖ ✒✔✕✔✒✑❇✑✖✕✚✔ ✜✖✚✓✏✏✓✜✔ ✜✖✏ ✗✑✗✚✖❇✓✟ ✂✑✗✖✂✔✗ ✜✖

✗✖☎✍✕✜✔ ✔✙✜✖✕✟  

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en ambos diseños de screening, se corrió un 

diseño experimental de segundo orden para evaluar en detalle los efectos de los dos principales 

Corrida 
CMPsa  CMAsb 

x1 
x3 

(mL/min) 
y1 y2 y3 y4 y5 y6 

y7 
(min) 

1 7.50 1.25 12.2 3.43 1.46 8.43 1.16 1.81 5.87 

2 7.80 1.00 12.4 3.86 1.38 9.15 0.00 0.00 6.85 

3 7.20 1.00 11.6 6.92 0.98 6.11 2.26 1.37 6.81 

4 7.50 1.25 11.9 3.31 1.55 8.87 1.05 1.81 5.86 

5 7.50 1.25 11.9 3.61 1.60 8.85 1.04 1.79 5.86 

6 7.80 1.50 9.09 3.63 2.79 10.9 0.00 0.00 5.20 

7 7.20 1.50 7.32 3.66 1.47 6.60 3.77 0.00 5.20 

Rango de 
Respuestas 

Mínimo 7.32  
12.4 

3.31 
6.92 

0.98 
2.79 

6.11 
10.9 

0.00 
3.77 

0.00 
1.81 

5.20 
6.85 Máximo 
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CMPs e identificar las condiciones experimentales óptimas para cumplir con los criterios 

establecidos para todos CMAs de manera simultánea. 

Para los CMPs de menor impacto se establecieron las siguientes condiciones: velocidad de 

flujo en 1.50 mL/min y temperatura del horno de columna en 30.0°C. Esta temperatura se 

seleccionó como compromiso para favorecer la resolución del pico de PIP y FRS (✞✄) y para 

preservar la integridad de la columna (no es recomendable el uso de una fase estacionaria a base 

de sílice a altas temperaturas y altos pH, simultáneamente). En el caso de la velocidad de flujo, se 

seleccionó esa condición ya que mejora la resolución de MEM (✞☛).  

El diseño empleado fue un DCC con una distancia codificada para ✆ = 1.41 para lograr el 

criterio de isovarianza por rotación. La matriz experimental se dividió en dos bloques, para poder 

realizar los experimentos en dos días diferentes. En cada bloque, las corridas cromatográficas se 

realizaron en un orden aleatorio para asegurar la independencia de los resultados y minimizar los 

efectos de los errores no controlados.   

La matriz experimental y las respuestas obtenidas se muestran en la Tabla 2.12. Como se 

observa, tanto ✞☛ como ✞✄, fueron los CMAs menos favorecidos, pero como todos los CMAs 

alcanzaron valores aceptables en algunas de las corridas cromatográficas, las respuestas fueron 

modeladas y analizadas para encontrar una solución aceptable dentro del entorno experimental 

evaluado. Para ello se construyó un modelo experimental para cada CMA ajustando los datos del 

DCC a una función polinomial de segundo orden.   

En cada modelo, se evaluaron los coeficientes de regresión estimados mediante ANOVA, y 

se llevó a cabo un procedimiento de regresión hacia atrás para eliminar los términos no 

significativos (valor p >0.10). De esta manera, se obtuvieron modelos que incluyen solo los 

términos significativos y los necesarios para mantener la jerarquía. Los modelos ajustados, fueron, 

a su vez sometidos a un análisis ANOVA para determinar su significancia (valor p < 0.05) y la falta 

de ajuste (valor p > 0.05).  

 

Tabla 2.12: Plan de experimentación y resultados del DCC 

Experimento Bloque 
CMPsa CMAsb 

✍☎ 
✍✞ 

(mM) 
✟☎ ✟✞ ✟☛ ✟☞ ✟✟ ✟� 

✟✁ 
(min) 

1 1 7.65 44.1 7.22 3.57 2.08 7.73 3.07 1.52* 5.32 

2 1 7.65 15.9 5.93 2.57* 2.45 8.88 1.75 0.00 5.26 

3 1 6.95 44.1 7.33 2.28 0.70 1.97 7.83 2.11 5.33 

4 1 7.30 30.0 6.80 2.57 1.52 5.93 5.30 1.84 5.42 

5 1 7.30 30.0 6.74 2.70 1.70 5.80 5.06 1.93 5.32 

6 1 7.30 30.0 6.55 2.75 1.78 5.78 5.03 1.67 5.31 
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7 1 6.95 15.9 6.11 3.52 0.99 4.12 6.48 1.36 5.27 

8 2 7.30 30.0 6.28 2.96 1.57 6.17 5.23 1.59 5.28 

9 2 7.30 50.0 6.00* 3.41 0.77 3.38* 6.94 0.70 5.21 

10 2 7.30 10.0 5.50 3.19 1.97 7.36 3.38 0.00 5.21 

11 2 7.30 30.0 6.56 2.79 1.52 6.12 5.16 1.02* 5.29 

12 2 7.30 30.0 6.50 2.86 1.64 6.38 4.87 1.47 5.29 

13 2 7.80 30.0 6.88 2.28 2.65 9.18 1.66 0.00 5.29 

14 2 6.80 30.0 6.66 2.58 0.79 1.90 8.51 2.03 5.30 

* Outliers (residuos estudientidizados >3)  
� ✩✬✞✚✡ ✞✄✡ ✙✝ ✔✕ ✍✖ ✁☎✯ ✞✁✡ ✏✌✓✏✕✓✗✘✖✏✑✒✓ ✔✕ ✍✖ ✁☎ ✫✛✬✮✯ ✞✂✡ ☞✕✍✌✏✑✔✖✔ ✔✕ ✣✍✎✷✌ ✔✕ ✍✖ ✣✖✚✕ ✛✒☞✑✍ ✫✛✔✦✛✑✓✮ ✤ ✞✝✡

✗✕✛✙✕✘✖✗✎✘✖ ✔✕✍ ✵✌✘✓✌ ✔✕ ✍✖ ✏✌✍✎✛✓✖★  
☎✩✬✸✚✡ ✄✄✆ ✠✡ ✩☛❂✠ ✩✸✟✯ ✄✁✡ ✠✡ ✩✸✟ ✠ ✩☛❄✯ ✄✂✡ ✠✡ ✬✭✟ ✠ ✬☛✬✯ ✄✝✡ ✠✡ ✬☛✬ ✠ ✬�✞✯ ✄✄✡ ✠✡ ☎✸✆ ✠ ✞✶✞✯ ✄�✡
✠✡ ✞✶✞ ✠ ✟☎✁ ✕ ✄✁✡ ✂☎ ✞✶✞★  

 

En la Tabla 2.13 se resumen los resultados de los modelos ajustados y el nivel de criticidad 

de cada uno de los CMAs asociado al rango de respuesta obtenido en el entorno experimental 

evaluado, el cual está estrechamente relacionado al cumplimiento del ATP.  Se obtuvo para cada 

uno el R2 -adj para estimar el ajuste del modelo y el R2-pred para evaluar la capacidad del modelo 

para predecir nuevas observaciones.  

Se considera que la falta de ajuste del modelo de ✞✄ es consecuencia de la baja variabilidad 

obtenida experimentalmente entre los replicado del punto central, sin embargo, el modelo presentó 

un R2-pred altamente satisfactorio, por lo que se consideró útil para evaluar el comportamiento de 

la respuesta.  

Por otro lado, la capacidad de predecir del modelo ✞✄ no fue muy bueno (R2-pred = 0.0557), 

por lo que no se tuvo en cuenta en la etapa de optimización, teniendo en cuenta que el nivel de 

criticidad es bajo y el rango de respuesta es aceptable.   
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Tabla 2.13: Análisis de los modelos ajustados de cada una de las CMA evaluadas 

CMA Rango 
Nivel de 

Criticidad 
Modelo 

Términos 
significativos (xi) 

Términoa 

Adicionado 

ANOVA valor pb 
R2 

Adj. 
R2 

Pred. Modelo 
Falta de 
Ajuste  

✟☎ 5.50 ✠ 7.32 Bajo Cuadrático ✍✞☞ ✍☎✌ ✍☎ 0.0001 0.5264 0.8840 0.7391 

✟✞ 2.28 ✠ 3.57 Bajo Cuadrático 
✍☎☞✍✞☞ ✍☎✍✞ 
✍☎✌

☞ ✍✞✌ 
-  <0.0001 0.3938 0.9583 0.8576 

✟☛ 0.70 ✠ 2.65 Alto Cuadrático ✍☎ ☞ ✍✞ ☞ ✍✞✌ - <0.0001 0.1429 0.9413 0.7973 

✟☞ 1.90 ✠ 9.18 Medio Cuadrático 
✍☎☞ ✍✞☞  

✍☎✍✞☞ ✍☎✌ 
- <0.0001 0.4365 0.9974 0.9930 

✟✟ 1.66 ✠ 8.51 Medio Lineal  ✍☎☞ ✍✞ - <0.0001 0.0624 0.9771 0.9540 

✟� 0 ✠ 2.11 Alto Cuadrático 
✍☎ ☞ ✍✞☞  
✍☎✌

☞ ✍✞✌ 
- <0.0001 0.6980 0.9836 0.9577 

✟✁ 5.21 ✠ 5.42 Bajo Cuadrático ✍✞✌ ✍✞ 0.0096 0.9355 0.5259 0.0557 

a Termino adicionado para mantener la jerarquía. 
b Valor p menor a 0.05 indica parámetro significativo. 
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A continuación, se obtuvieron y evaluaron las gráficas de superficie de respuesta de cada 

modelo ajustado. En la Figura 2.8 se puede observar claramente el comportamiento antagónico 

de los CMA, ✞☛ e ✞✄, las respuestas más críticas. Por un lado, la resolución entre MTZ y MEM se 

ve favorecida por baja concentración y alto pH de la SR, contrario a la resolución entre PIP y FRS. 

Por lo tanto, fue requisito lograr un compromiso entre estos dos CMA para definir el MODR.    

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.8: gráficos de superficie de respuesta de los modelos ajustados para los CMAs (resolución de pico, ✠✡) más 
comprometidos: ✟☛ e ✟�, en el dominio experimental a una temperatura de horno de columna de 30.0°C (✍☞) y a 
una velocidad de flujo de 1.5 mL/min (✍☛).   
 

☎✂✁✂☎✂�✂ ✦✒✢✎✌✎✍✎✏✌ ✑✒✖ ✪✭✦�� ✒✓✆✔✍✎✜ ✑✒ ✍✜✌✣✥✜✖ ✁ ✆☞✌✣✜ ✏✆✣✎✂✜ ✑✒

✣✥✔✕✔✂✜  

Para definir el MODR se recurrió a la optimización gráfica que ofrece el programa Design 

Expert. Con esta herramienta se obtuvieron las gráficas de contorno de los modelos ajustados de 

los CMAs más comprometidos, ✞☛ e ✞✄, especificando el límite inferior aceptable para las 

respuestas (✞� = 1.0) con sus correspondientes intervalos de predicción. Estas graficas se 

muestran en la Figura 2.9 A y B, donde se observan delimitadas tres áreas diferentes. Las áreas 

de color naranja representan el entorno experimental de los factores dónde no se cumplen los 

criterios de ✞� ✢ ✍✁✄, las áreas de color amarillo corresponden a los intervalos de predicción 
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(con 95% de confianza) para ✞� = 1.0 y las áreas de color verde representan la región o entorno 

experimental de los factores en donde las ✞� > 1.0.  

Para poder identificar la región común en el entorno experimental de los factores en donde 

ambos CMAs cumplen con los criterios de aceptación, se superpusieron las gráficas de contorno 

(Fig. 2.9 C), quedando definida la región de compromiso o MODR. Esta región está delimitada por 

los límites inferiores de los intervalos de predicción para ✞� = 1.0 de ✞☛ y de ✞✄, conformando 

entonces el entorno experimental de los factores en donde el método es operable para lograr la 

calidad analítica requerida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.9: Gráficos de contorno de los modelos ajustados de ✄✂ (A) e ✄� (B) y superposición de los gráficos de 
ambas CMAs (C). Los limites inferiores de predicción (PI) para ✠✡ = 1.0 con el 95% de confianza se representan con 
líneas negras.  

 

Seguidamente se seleccionaron dentro del MODR los rangos prácticos de pH y 

concentración de la SR definiendo de esta manera el EC del método. Para ello se trazó un 

rectángulo imaginario dentro de la zona verde (Fig. 2.9 C) definido por el rango de pH de 7.18 ✠ 

7.46 y de la concentración de la SR de 27.5 ✠ 34.5 mM.   

Finalmente, para determinar el OWP se llevó a cabo la optimización numérica simultánea 

de los CMPs y los CMAs maximizando la función Deseabilidad, D. Los criterios para lograr esas 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓�☎✔ ✄ 

■�❴ 

condiciones experimentales óptimas de operabilidad se seleccionaron en base a los objetivos y 

límites especificados que se muestran en la Tabla 2.14. Para los CMPs se establecieron como 

requisitos los límites del EC, mientras que para las  ✞� se establecieron criterios de maximización, 

dándose mayor importancia dentro de la función D a las respuestas más críticas, ✞☛ e ✞✄.  

 

Mediante la optimización numérica, se logró identificar un punto estable (D = 0.424) a pH = 

7.30 y una concentración de SR de 30.3 mM, estableciéndose esta combinación como la condición 

experimental óptima, es decir el OWP (Fig. 2.10). En este punto dentro del espacio de los factores, 

las respuestas predichas por los modelos ajustados fueron: ✞✍ = 6.73, ✞✄ = 2.85, ✞☛ = 1.70, ✞� 

= 6.37, ✞✄ = 4.80 e ✞✄ = 1.53. Estas respuestas predichas resultaron satisfactorias y fueron 

confirmadas experimentalmente luego de realizar la validación estadística del OWP.  

 

Figura 2.10: D en función del pH y concentración de la SR durante la optimización simultanea de dos CMPs y los 
CMAs.  

 

Para la validación estadística del OWP y del EC señalado se determinó, mediante 

simulaciones de Montecarlo, la probabilidad de fallar. Para esta validación se estableció como falla 

un valor de ✞� � ■❁❴ ✰✱✁✷✳✟ ✸✆ ✲✞✁✾✁❀✁ ✆✷ ✆☎ ❧�❉❂ ✟ ✱✷ ✻✁☎✟✞ ✳✆ ✞� � ■❁❍ ✰✱✁✷✳✟ ✸✆ ✲✞✁✾✁❀✁ ✆✷

Tabla 2.14: Condiciones para la optimización numérica  

Parámetro Objetivo 
Límites 

Importancia 
Inferior Superior 

CMPs 
✍☎ En rango 7.18 7.46 3 

✍✞ En rango 27.5 34.5 3 

CMAs 

✟☎ Maximizar  5.49 7.33 3 

✟✞ Maximizar 2.28 3.57 3 

✟☛ Maximizar 1.00 3.00 5 

✟☞ Maximizar 1.90 9.18 3 

✟✟ Maximizar 1.66 8.51 3 

✟� Maximizar 1.00 3.00 5 
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cualquier otro punto del EC. Para obtener la simulación se consideró la variabilidad estándar de 

los CMPs (± 0.02 para el pH y ± 0.5 mM para la concentración de la SR) y el error de los 

coeficientes de los modelos ajustados y en ambos casos se asumió una distribución normal. 

Utilizando el software Cristal Ball se obtuvieron las simulaciones mediante la ejecución de 

100 000 iteraciones en cada caso. En la Figura 2.11 se muestran los histogramas para las 

distribuciones de respuestas probables. En base a estas distribuciones predictivas, el riesgo de 

falla para ✞� � ■❁❴ ✰✱✁✷✳✟ ✸✆ ✲✞✁✾✁❀✁ ✆✷ ✆☎ ❧�❉ ✞✆✸✱☎✲✹ �■❁❴✢ ✼✁✞✁ ✞☛ y <0.4% para ✞✄.  Por 

otro lado, en las simulaciones obtenidas en los puntos extremos del EC, el riesgo de falla (✞��

1.0) fue prácticamente igual a cero en todos los casos. Estos resultados demuestran la robustez 

del método desarrollado, asegurando un alto grado de cumplimiento del ATP durante el empleo 

rutinario del método al trabajar dentro del espacio de control. 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.11: Graficas de distribución de las ✠✡ predichas para ✄✂ (A) e ✄� (B) obtenidas mediante simulaciones de 
Montecarlo. La línea vertical roja señala la especificación predefinida para la Rs en el OWP y en los diferentes 
extremos del espacio de control de pH y concentración de la SR: P1 (pH = 7.18 y concentración de SR = 34.5 mM), 
P2 (pH = 7.18 y concentración de SR = 27.5 mM), P3 (pH = 7.46 y concentración de SR = 27.5 mM), y P4 (pH = 7.46 
y concentración de SR = 34.5 mM).   
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Cómo último paso en la validación del OWP se confirmó experimentalmente la calidad de 

los CMAs obtenidos en esas condiciones al analizar muestras de plasma fortificado con los 9 

fármacos (3 analitos y 6 fármacos identificados como interferentes). Los resultados promedios (n= 

3) obtenidos para las ✞� fueron ✞✍ = 6.43, ✞✄ = 2.61, ✞☛ = 1.52, ✞� = 7.38, ✞✄ = 5.20 e ✞✄ =1.46 

(Fig. 2.12). Estos resultados se encuentran dentro de los intervalos de predicción de cada una de 

las repuestas, confirmando de esta manera, que los modelos ajustados para cada CMA son 

adecuados para predecir nuevas respuestas experimentales.  

 

 
Figura 2.12: Cromatograma registrado a 298 nm (A, rojo) y 250 nm (B, azul) en las condiciones del punto óptima de 
trabajo, de una muestra de plasma enriquecida con CAZ (32 µg/mL), MEM (8.0 µg/mL) y PIP (64 µg/mL) en las 
concentraciones esperadas y la medicación coadministrada: dopamina (1), compuestos endógenos (2 y 3), 
paracetamol (4), metronidazol (5), morfina (6), ranitidina (7) y furosemida (8), frente a una muestra de plasma blanco 
(negro).   
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En primer lugar, se redactaron el Procedimiento Operativo Estándar Bioanalítico de 

Medicamentos para la determinación de ceftazidima, meropenem y/o piperacilina en plasma 

humano (POE_BAM_006) y el correspondiente Procedimiento Operativo Estándar de Validación 

(POE_VBAM_006), ambos documentos pertenecientes al Sistema de Gestión de la Calidad del 

LCCM ✠ FBCB ✠ UNL.  

Los parámetros de rendimiento del método evaluados fueron: selectividad, curva de 

calibrado y modelo de predicción, precisión intra-ensayo e inter-ensayo, sesgo, exactitud 

(evaluación conjunta del sesgo y precisión), efecto dilución y diferentes estudios de estabilidad, 

tales como: la estabilidad de las SES, de las muestras procesadas en el inyector y en la mesada, 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓�☎✔ ✄ 

■�❫ 

la estabilidad a corto y largo plazo y los ciclos de congelamiento y descongelamiento. Se siguieron 

para esto los lineamientos y recomendaciones de la guía de validación de método bioanalíticos de 

la FDA [69] 

☎✂✁✂�✂�✂ ✮✒✖✒✍✣✎✄✎✑✔✑  

Como se mencionó anteriormente, el alcance de la selectividad se abordó desde el inicio 

del desarrollo del método, estableciendo las condiciones de trabajo que garanticen Rs 

satisfactorias de los picos de los analitos, incluso en un escenario complejo de polimedicación. Sin 

embargo, se confirmó la ausencia de SA en los tiempos de retención de los analitos de interés en 

cromatogramas del solvente de inyección (n=3), de plasmas heparinizados obtenidos a partir de 

diferentes personas no medicadas (n=6), de plasmas obtenidos a partir de sangre entera 

hemolizada (n=6) y de plasmas fortificados con los analitos y los fármacos posiblemente 

concomitantes. Parte de estos resultados se muestran en la Figura 2.13, donde se observa que 

ni el solvente de inyección ni el PB presentaron señal en los tiempos de retención de CAZ (2.70 

min), MEM (4.00 min) y PIP (5.50 min) a las longitudes de onda de monitoreo. 

❉✟✞ ✟✲✞✟ ☎✁✳✟❂ ✷✟ ❇✱✆ ✷✆✰✆✸✁✞✄✟ ✆✻✁☎✱✁✞ ☎✁ ✄✷✲✆✞❇✆✞✆✷✰✄✁ ✳✆ ✂✆✲✁✾✟☎✄✲✟✸ ✳✆ ☎✟✸ ✁✷✲✄✾✄✹✲✄✰✟✸ ✡-

LAs de interés, ya que se sabe que la mayor parte de la dosis que se administra se mantiene 

inalterada hasta su eliminación renal [181]. 

Figura 2.13: Cromatograma registrado a 298 nm (A, rojo) y 250 nm (B, azul) de CAZ (2.0 µg/mL), MEM (0.50 µg/mL) 
y PIP (4.0 µg/mL) en el límite inferior de cuantificación (LIC). En verde se representa el solvente de inyección y en 
negro PB.    
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Para establecer los modelos de predicción del método para cada uno de los analitos se 

construyeron curvas de calibrado multinivel con las MCs descritas en la Tabla 2.3 de la sección 
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2.3.5, en 7 (siete) niveles de concentración por duplicado cada nivel en tres días diferentes. Esto 

resultó en un total de nueve curvas de calibrado, tres para cada analito.  

Los resultados obtenidos del análisis de regresión en un día de trabajo se muestran en la 

Tabla 2.15.  Resultados similares se obtuvieron para los otros dos días.  

 

Tabla 2.15: Parámetros de regresión estimados a partir de las curvas multinivel para cada analito.  
Parámetro 

Analito 
CAZ MEM PIP 

Rango analítico (µg/mL)  2.0 ✠ 64 0.5 ✠ 16 4.0 ✠ 128 
R2 0.9996 0.9996 0.9993 
Pendiente (b) 5469.6 11288.3 3684.1 
   Sb 31.5 65.9 28.3 
Ordenada al origen (a) -2172.5 -1153.2 -3979.5 
   Sa 1058.4 559.9 1906.8 
   IC 95% -4478.6 ✠ 133.7 -2373.2 ✠ 66.8 -8134.1 ✠ 175.1 

La ecuación de regresión ✞ ✌ � ✁ ✂✄;  R2, coeficiente de determinación  
Sa: desvío estándar de la ordenada al origen y Sb, desvío estándar de la pendiente.  
IC 95%, intervalo de confianza de la ordenada al origen calculado con un 95% de confianza.  

 

Teniendo en cuenta que, en todas las curvas analizadas, el intervalo de confianza de la 

ordenada al origen incluía el cero, se optó como modelo de predicción para los análisis de rutina, 

el de la calibración en un único nivel. Este modelo de calibrado implica el cálculo de un factor de 

calibración obtenido en cada corrida analítica mediante el análisis de una MC de nivel intermedio. 

Así, el factor de calibración resulta el cociente entre la concentración exacta de la MC y su SA 

analítica (el área del pico de interés). 

De esta manera, los modelos de predicción quedaron representados por la ecuación 

general: 

✞✂ ✌ ☎✞ ✆ ✁☎ 

 

donde ✁☎ es la señal analítica, ☎✞ es el factor de calibración y ✞✂ es la concentración predicha 

del analito en la MC, MQ o MR.   
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El estudio de precisión se llevó a cabo mediante el procesamiento de las MQs descritas en 

la Tabla 2.4 de la sección 2.3.5, es decir cuatro niveles de concentración por quintuplicado en tres 

días diferentes.  

Los resultados obtenidos en la evaluación de la precisión se muestran en la Tabla 2.16. 

Como se observa, tanto para repetibilidad como para precisión intermedia se cumplen con los 
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Para el estudio del sesgo del método en la cuantificación de cada uno de los analitos, se 

utilizaron los datos obtenidos experimentalmente en el estudio de precisión y se calculó el bias en 

términos porcentuales (b%). Los resultados obtenidos para cada nivel en un día de trabajo se 

muestran en la Tabla 2.16. Como se observa en dicha tabla, el criterio de aceptación de ± 15% 

para todos los niveles, excepto para el LIC donde puede ser ± 20% se cumplió satisfactoriamente.  

☎✂✁✂�✂✄✂ ��✔✍✣✎✣☞✑✂ �✄✔✖☞✔✍✎✏✌ ✍✜✌✂☞✌✣✔ ✑✒ ✓✒✓✁✜ ✁ ✆✥✒✍✎✓✎✏✌✂  

La exactitud se evaluó de acuerdo al método propuesto por Hubert y col.[71] en el que se 

tiene en cuenta la incertidumbre aceptable del resultado informado tal cómo se indica en el ATP.  

Los resultados de esta evaluación se muestran en la Tabla 2.16. Como se observa en dicha 

tabla los limites inferior y superior del b% promedio obtenidos para cada analito se encuentran en 

el rango de los límites de incertidumbre aceptables para el ATP propuesto (±15% o ±20% para el 

LIC). 

☎✂✁✂�✂�✂ �✓✣☞✑✎✜✓ ✑✒ ✒✓✣✔✕✎✖✎✑✔✑  

Finalmente se realizaron diferentes estudios de estabilidad de manera de conocer los 

periodos aptos para la conservación y manipulación de las diferentes SES y muestras. Los 

ensayos de estabilidad de muestras se realizaron en diferentes etapas y utilizando MQs en dos 

niveles de concentración: 3 x LIC y 0.75 x LSC.  

Como resultado de estos ensayos se verificó que las SESs de cada analito fueron estables 

al menos durante 72 horas conservadas en heladera entre 4 ✠ 8°C con una degradación porcentual 

� ✁❴✂✄✢ ☎✁✞✁ ✆✁✝✁ ✁✞✁☎✄✟✟ ✾✝✠✡☛ -11.7%, MEM: -2.7% y PIP: -2.8%). Los extractos de las muestras 

procesadas conservadas en el inyector automático del cromatógrafo a 4°C resultaron estables 

durante al menos 7 (siete) horas observándose relación de la señal analítica respecto de la inicial 

en los rangos de 93.3 ✠ 101.0% para CAZ, de 93.8 ✠ 102.4% para MEM y de 93.8 ✠ 104.7% para 

PIP. Se verificó también que las muestras son estables al menos durante 6 (seis) horas sobre la 

mesada del laboratorio y que pueden conservarse a -80.0°C durante 2 (dos) meses. Por último, 

se verificó que las muestras pueden someterse a hasta 3 (tres) ciclos de congelado (-80.0°C) y 

descongelado sin degradación significativa de los analitos.  
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  Tabla 2.16: Resultados del estudio de precisión (intra e inter-ensayo), sesgo y exactitud.   

Precisión  
(n=5 por nivel)  

CAZ MEM PIP 

CVr(%)a CVi(%)b CVr(%)a CVi(%)b CVr(%)a CVi(%)b 

LIC 2.0 5.1 3.8 4.5 1.6 6.8 
3 x LIC 5.0 4.2 3.6 3.2 2.8 6.4 
0.5 x LSC 4.5 6.9 2.9 6.7 2.6 3.0 
0.75 x LSC 3.2 6.2 2.2 5.3 1.6 3.3 

Sesgo  
(n=5 por nivel)  

(b%)c 

LIC 3.1 3.7 0.6 
3 x LIC -2.6 -3.4 -6.3 
0.5 x LSC 0.9 3.9 0.6 
0.75 x LSC 3.1 4.3 -1.2 
Exactitud (n=20)  ✂  
 1.13 2.13 -1.33 

 Desvío estándar general de ✂ (✟) 
 4.13 4.38 3.59 

 Intervalo de Tolerancia de ✆ (✁= 0.90, ✄ = 0.05) 
 LI-Td LS-Te LI-T LS-T LI-T LS-T 
 -8.0 10.2 -7.5 11.8 -9.2 6.6 

a Coeficiente de variación obtenido para el ensayo de precisión intra-ensayo: un día, un analista.   
b Coeficiente de variación obtenido para el ensayo de precisión intermedia: tres días, tres analistas.  
c bias porcentual obtenido para un día de trabajo.  
d Límite inferior del intervalo de tolerancia de ✝✞   
e Límite superior del intervalo de tolerancia de ✝✞  
 
 

☎✟✁✟✁✟ �✠✣✥✡✣☛✁☞✡ ✌☛ ✍✜✎✣✥✜✏ ✁ ✂✜✎☞✣✜✥☛✜ ✍✜✎✣☞✎✑✜ ✌☛ ✂✁✣✜✌✜✟  

Una vez finalizada la validación se estableció una estrategia de control de manera de 

asegurar el rendimiento de calidad del método ✝✒✞✁✞✟✆ ✟✟✝✟ ✆☎ ✟✄✆✂☎✟ ✓✒✆ ✆☎ ✂✄✔✂✟ ✔✆ ✒✔✆ ✆✞ ✆☎

✁✞✕☎✄✔✄✔ ✞✒✟✄✞✁✞✄✟. Para ello se propusieron varias pautas de control basadas en el conocimiento 

adquirido sobre el sistema. 

En primer lugar, se indicó en la versión final del POE_BAM_006 que tanto el pH como la 

concentración de la SR que conforma la fase móvil son factores críticos que afectan la performance 

del método. Por lo tanto, se describió detalladamente la preparación de esta solución para que 

resulte de pH 7.30 (7.18 ✠ 7.46) y concentración 30.3 mM (27.5 ✠ 34.5). Los demás CMPs 

corresponden a variables instrumentales que pueden mantenerse bajo control de manera 

relativamente sencilla en un instrumento con calificación operacional periódica. 

Por otro lado, se introdujo en el método requerimientos de aptitud del sistema 

cromatográfico para cada corrida analítica a ser alcanzados por una MQ conteniendo los analitos 

en concentraciones correspondientes a las respectivas CIM. Los criterios de aceptación para esta 
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estrategia de control fueron tiempo de retención relativos de aproximadamente 0.65, 1.0 y 1.40 

☎✁✞✁ ☎✟✔ ☎✄✆✟✔ ✝✆ ✝✠✡� ☛✁☛ ✂ ✄☎✄ ✞✆✔☎✆✆✟✄✆✁✂✆✞✟✆ ✂ ✝✁✆✟✟✞ ✝✆ ✆✟☎✁ � �✂✄✂  

También se generaron cartas de control para evaluar el desempeño del método mediante 

la evaluación del bias% en la predicción de la concentración de los analitos en la MQ estableciendo 

☎✁✞✁ ✆✔✟✆ ☎✁✞✕✂✆✟✞✟ ✒✞ ✆✞✄✟✆✞✄✟ ✝✆ ✁✆✆☎✟✁✆✄✞✞ � ✁✟✂✄✠ 

Finalmente se impuso como criterio la evaluación de la ✡☛ de los picos de los analitos en 

☎✁✔ ☛☞ ✁✞✁☎✄✌✁✝✁✔ ✆✞ ☎✁ ✞✒✟✄✞✁� ✔✄✆✞✝✟ ✆☎ ✆✞✄✟✆✞✄✟ ✝✆ ✁✆✆☎✟✁✆✄✞✞ � ✁✂✟✂ ✁✔✟✆ ✆✞✄✟✆✞✄✟ ✟✄✆✞✆ ✆✞ ✆✒✆✞✟✁

el riesgo de cometer errores en la cuantificación de los fármacos por la aparición de señales 

analíticas debidas a medicación concomitante no evaluada durante el desarrollo del método. En 

caso de no lograrse la selectividad requerida se pueden introducir pequeños cambios en las 

variables del sistema cromatográfico basadas en el exhaustivo conocimiento generado al optimizar 

el método, de manera de alcanzar la resolución necesaria. Además, una pronta consulta al equipo 

médico permitirá identificar el nuevo fármaco y realizar la experimentación adicional necesaria 

para estudiar y documentar su comportamiento en el método como posible interferente.  

 

☎✟✄✟ ✍✎✏✍✑✒✓✔✎✏�✓  

El concepto de ciclo de vida y estrategia AQbD se aplicó exitosamente al desarrollo de un 

✞✒✆✆✟ ✂✕✟✟✝✟ ✖✄✟✁✞✁☎✗✟✄✆✟ ☎✁✞✁ ☎✁ ✝✆✟✆✞✂✄✞✁✆✄✞✞ ✔✄✂✒☎✟✁✞✆✁ ✝✆ ✟✞✆✔ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔ ✡-LAs en plasmas 

de pacientes polimedicados. El método, basado en CLAR con detección en el UV es relativamente 

simple, económicamente conveniente y permite generar resultados en cortos tiempos de análisis. 

Está destinado a estudios de farmacocinética poblacional y MTD y podría ser aplicado en un centro 

de salud de mediana complejidad. 

Mediante la aplicación de una estrategia experimental adecuada se logró generar valioso 

conocimiento sobre el comportamiento del método desde las primeras etapas de su desarrollo. El 

análisis de riesgos y la aplicación de DOE permitieron arribar exitosamente a condiciones 

experimentales óptimas que aseguran un buen desempeño analítico en un escenario complejo, 

dado por el tipo de muestra y la polimedicación a la que son sometidos habitualmente los pacientes 

para los cuales se desarrolló este método. 

  



 

 

 

 

 

�✁✂✄☎✆✝✞ � 

✏☛✎✓✁✑ ✏✑ ✔✑✚☛✙✑☞✑✔ ✑☞ ✙✍✓✎✔✓ ✏✑ ✙✓✗✡✑☞✒✑✎ ✠✓✁☛
✒✑✚✓✙✡✓ ✏✑ ✚✑✑✔✙✍✓✛☛ ✚✑☞✓✍✂ ✓✙✍✡✗✓✗✡✄☞ ✏✑ ✕☞ ✔✜✒☛✏☛

✠✡☛✓☞✓✍☎✒✡✗☛ ✓✏✑✗✕✓✏☛ ✙✓✚✓ ✑✆✓✍✕✓✚ ☛✠✁✑✒✡✆☛✎
✒✑✚✓✙✜✕✒✡✗☛✎ ✑☞ ✍✓ ✙✚✌✗✒✡✗✓ ✗✍☎☞✡✗✓ 

  



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓✂✄✔ � 

✁☎� 

�✟�✟ ✔✏✁�✎✂✒✍✍✔✄✏  

�✟�✟�✟ ✍☎✂✆✏☛✝☞✌✡✌ ✌☛ ✏☎✠ ✞✟✡✞✡✂☞☛✎✞☎✠ ✍☎✎ ✡✎✞☞✠☞✡✞☞✍☎✠ ☛✎ ✆✡✍☞☛✎✞☛✠

✍✟☛✞☞✍✡✂☛✎✞☛ ☛✎☞☛✟✂☎✠ 

✌✆ ✔✁✖✆ ✓✒✆ ✁☎✞✟✍✄✂✁✝✁✂✆✞✟✆ ✆☎ ✟✄✠ ✝✆ ☎✟✔ ☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✄✞✟✆✞✞✁✝✟✔ ✆✞ ✒✞✁ ✎✎☎ ☎✁✝✆✆✆ ✒✞✁

✄✞✝✆✆✆✄✞✞ ✓✒✆ ✞✆✓✒✄✆✞✆ ✟✞✁✟✁✂✄✆✞✟✟ ✆✟✞ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔✂ ✏✆✞✟✞✟ ✝✆ ✆✔✟✟✔ ✆✒✁✝✞✟✔� ✁ ✔✒ ✆✆✌� ☎✁ ✔✆☎✔✄✔

✔✆✆✆✞✁ ✂ ✆☎ ✔✑✟✆✒ ✔✕☎✟✄✆✟ ✔✟✞ ✆✞✟✄✝✁✝✆✔ ✂✒✂ ✝✞✆✆✒✆✞✟✆✔ ☎✁✞✁ ☎✁✔ ✓✒✆� ✔✄ ✖✄✆✞ ✆✞ ☎✁✔ ✓☎✟✄✂✁✔

✝✕✆✁✝✁✔ ✔✆ ✑✁ ☎✟✔✞✁✝✟ ✝✄✔✂✄✞✒✄✞ ☎✁ ✟✁✔✁ ✝✆ ✂✟✞✟✁☎✄✝✁✝ ✁✔✟✆✄✁✝✁� ✕✔✟✁ ✆✟✞✟✄✞✓✁ ✔✄✆✞✝✟ ✁✓✞ ✆☎✆✆✁✝✁

✕✁✖�✗✂  

✡✁ ✔✆☎✔✄✔ ✞✆✔✒☎✟✁ ✝✆ ☎✁ ✆✟✂☎☎✆✘✁ ✄✞✟✆✞✁✆✆✄✞✞ ✆✞✟✞✆ ✂✄✆✞✟✟✞✔✁✞✄✔✂✟✔ ☎✁✟✞✔✆✞✟✔ ✂ ☎✁

✞✆✔☎✒✆✔✟✁ ✄✞✝☎✁✂✁✟✟✞✄✁ ✝✆✔✖✁☎✁✞✆✆✁✝✁ ✂ ✔✄✔✟✕✂✄✆✁ ✝✆☎ ✑✒✕✔☎✆✝✂ ✁✞ ✆✔✟✟✔ ✆✁✔✟✔� ✆☎ ✆✟✞✟✞✟☎ ✝✆ ☎✁

✝✒✆✞✟✆ ✝✆☎ ☎✁✟✞✔✆✞✟� ✁✔✗ ✆✟✂✟ ☎✁ ✔✆☎✆✆✆✄✞✞ ✂ ☎✁ ✝✟✔✄✝✄✆✁✆✄✞✞ ✁✝✆✆✒✁✝✁ ✝✆ ☎✟✔ ✝✕✞✂✁✆✟✔� ✔✟✞

✄✞✟✆✞✆✆✞✆✄✟✞✆✔ ✆☎✗✞✄✆✁✔ ✓✒✆ ✂✆✘✟✞✁✞ ☎✟✔ ✞✆✔✒☎✟✁✝✟✔ ✝✆ ☎✟✔ ✟✞✁✟✁✂✄✆✞✟✟✔✂ ✌✄✞ ✆✂✖✁✞✔✟� ✆✔✟✆ ✟✖✘✆✟✄✆✟

✞✟ ✆✔ ✔✆✞✆✄☎☎✟ ✝✆ ☎✟✔✞✁✞ ✂✁ ✓✒✆� ✔✒✂✁✝✟ ✁ ☎✁ ✆✁✞✄✁✖✄☎✄✝✁✝ ✄✞✝✄✆✄✝✒✁☎� ☎✟✔ ☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✔✕☎✟✄✆✟✔

✆✍☎✆✞✄✂✆✞✟✁✞ ✆✁✂✖✄✟✔ ✝✄✔✄✟☎✞✔✄✆✟✔ ✄✂☎✟✞✟✁✞✟✆✔ ✆✟✂✟ ✆✟✞✔✆✆✒✆✞✆✄✁ ✝✆ ☎✁✔ ✂✓☎✟✄☎☎✆✔ ✝✁☎☎✁✔

✟✞✔✕✞✄✆✁✔� ☎✟ ✓✒✆ ✁☎✟✆✞✁ ✁✓✞ ✂✕✔ ☎✁ ✝✁✞✂✁✆✟✆✄✞✕✟✄✆✁ ✝✆ ☎✟✔ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔ ✕✁✖☎✗✂ ✄✁✞✟✄✆✒☎✁✞✂✆✞✟✆� ☎✁

✁☎✁✞✄✆✄✞✞ ✝✆ ✄✞✔✒✝✄✆✄✆✞✆✄✁ ✞✆✞✁☎ ✁✔✒✝✁ ✆✔✂✒✂ ✝✞✆✆✒✆✞✟✆ ✆✞ ✆☎ ✆✟✞✟✆✍✟✟ ✝✆ ☎✁ ✔✆☎✔✄✔� ✞✆✓✒✄✞✄✆✞✝✟ ✝✆

☎✁ ✁☎☎✄✆✁✆✄✞✞ ✝✆ ✁☎✔✒✞✁ ✎☞☞� ☎✁ ✆✒✁☎ ☎✒✆✝✆ ✁☎✟✆✞✁✞ ✟✟✝✁✆✗✁ ✂✕✔ ✆☎ ✆☎✆✁✞✁✞✆✆ ✞✆✞✁☎ ✝✆ ☎✁✔ ✝✞✟✔✁✔✂

✁☎ ✟✞✁✟✁✂✄✆✞✟✟ ✁✝✆✆✒✁✝✟ ✆✟✞ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔ ✆✔� ☎✟✞ ☎✟ ✟✁✞✟✟� ✆✞ ✆✔✟✟✔ ✆✁✔✟✔� ✒✞ ✝✆✔✁✝✗✟ ✆✟✞ ✂✓☎✟✄☎☎✆✔

✝✁✆✟✟✞✆✔ ✁ ✆✟✞✟✆✂☎☎✁✞� ☎☎✆✆✁✞✝✟ ✁ ☎✁ ✞✆✆✆✔✄✝✁✝ ✝✆ ✔✆✞✆✞✁ ✆✟✞✟✆✄✂✄✆✞✟✟ ✔✟✖✞✆ ✆☎ ✟✆✂✁ ✂� ✝✆ ✔✆✞

✞✆✆✆✔✁✞✄✟� ✆✟✞✔✄✝✆✞✁✞ ☎✁ ✟☎✆✄✞✞ ✝✆ ✁☎☎✄✆✁✞ ✆✔✓✒✆✂✁✔ ✟✆✞✁☎✕✒✟✄✆✟✔ ✄✞✝✄✆✄✝✒✁☎✄✌✁✝✟✔ ☎✁✞✁ ✆✁✝✁

☎✁✆✄✆✞✟✆ ✕✁✖�� ✁✖�✗ 

 

�✟�✟✙✟ ✁☛✟✡✆☞✡✠ ✌☛ ✟☛☛✂✆✏✡✂☎ ✟☛✎✡✏ 

✁☎ ✟✕✞✂✄✞✟ ✚✛✜✢✣✤✢ ✥✛ ✜✛✛✦✣✧✢★✩ ✜✛✪✢✧ ✑✁✆✆ ✞✆✝✆✞✆✞✆✄✁ ✁ ☎✟✔ ☎✞✟✆✆✝✄✂✄✆✞✟✟✔ ✓✒✆ ☎✄✂☎✄✁✞ ☎✁

✔✁✞✔✞✆ ✝✆ ✂✁✞✆✞✁ ✆✍✟✞✁✆✟✞☎✞✞✆✁ ✔✒✔✟✄✟✒✂✆✞✝✟ ☎✁ ✝✒✞✆✄✞✞ ✞✆✞✁☎ ✁☎✟✆✞✁✝✁✂ ✡✁ ✝✆☎✒✞✁✆✄✞✞ ✝✆ ☎✁ ✔✁✞✔✞✆

✔✆ ☎✟✔✞✁ ✂✆✝✄✁✞✟✆ ✝✄✕☎✄✔✄✔� ✑✁✆✄✆✞✝✟ ✆✄✞✆✒☎✁✞ ☎✁ ✔✁✞✔✞✆ ☎✟✞ ✒✞ ✝✄☎✟✞✟ ✝✆ ✂✆✂✖✞✁✞✁ ✆✞ ✆✟✞✟✞✁✆✟✞✞✄✆✞✟✆

✆✟✞ ✒✞ ☎✗✓✒✄✝✟ ✝✆ ✝✄✕☎✄✔✄✔✫ ✟ ☎✟✞ ✆✟✞✆✆✆✆✄✞✞� ✑✁✆✄✆✞✝✟ ✆✞ ✆✔✟✆ ✆✁✔✟ ✆✄✞✆✒☎✁✞ ☎✁ ✔✁✞✔✞✆ ☎✟✞ ✒✞ ✝✄☎✟✞✟

✝✆ ✁☎✟✁ ☎✆✞✂✆✁✖✄☎✄✝✁✝ ✕✁✖✟✗✂ 

✡✁✔ ✎☞☞✔ ☎✒✆✝✆✞ ✆☎✁✔✄✝✄✆✁✞✔✆ ✆✞ ✝✟✔ ✔✞✁✞✝✆✔ ✔✞✒☎✟✔ ✆✞ ✝✒✞✆✄✞✞ ✝✆ ☎✁ ✝✒✞✁✆✄✞✞ ✝✆ ☎✁ ✂✄✔✂✁✂

✄✟✞ ✒✞ ☎✁✝✟� ✆✔✟✕✞ ☎✁✔ ✟✆✞✁☎✄✁✔ ✝✆ ✞✆✆✂☎☎✁✌✟ ✞✆✞✁☎ ✆✟✞✟✄✞✒✁✔ ✬✎✎☞✍✝✭� ✓✒✆ ✔✆ ✁☎☎✄✆✁✞ ✁☎ ☎✁✆✄✆✞✟✆

✝✆ ✂✁✞✆✞✁ ✄✞✄✞✟✆✞✞✒✂☎✄✝✁ ✂ ☎✟✞ ✟✟✞✟ ☎✁✔ ✟✆✞✁☎✄✁✔ ✝✆ ✞✆✆✂☎☎✁✌✟ ✞✆✞✁☎ ✄✞✟✆✞✂✄✟✆✞✟✆✔ ✬✎☞☞✍☎✭� ✓✒✆ ✔✆

✁☎☎✄✆✁✞ ✝✒✞✁✞✟✆ ✁☎✔✒✞✁✔ ✑✟✞✁✔ ✝✄✁✞✄✁✔✂ ✏✆✞✟✞✟ ✝✆ ✆✔✟✁✔ ✓☎✟✄✂✁✔ ✔✆ ✆✞✆✒✆✞✟✞✁✞ ☎✁ ✑✆✂✟✝✄✕☎✄✔✄✔



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓✂✄✔ � 

✁☎✟ 

✄✞✟✆✞✂✄✟✆✞✟✆ ✆✟✞✆✆✞✆✄✟✞✁☎ ✬☎�✏� ✝✆☎ ✄✞✔☎✕✔ ✤✪✚✛✜✦✤✚✚✛✪✚ ✁✛✦✩✥✤✢✧✂✄✤✄✭ ✂ ☎✁✔ ✟✆✞✁☎✄✁✔ ✑✗✖✞✄✝✁✔

✆✟✞✟✆✄✝✁✔ ✆✟✂✟ ✟✆✞✁☎✄✁✔ ✝✆ ✞✆✆✂☎☎✁✌✟ ✞✆✞✁☎ ☎✞✟☎✟✞✔✁✝✁✔ ✄✞✟✆✞✂✄✟✆✞✟✆✔ ✬✄☎☞☞✎� ✝✆☎ ✄✞✔☎✕✔�

✣✜✩✧✩✪☎✛✥ ✤✪✚✛✜✦✤✚✚✛✪✚ ✜✛✪✢✧ ✜✛✣✧✢✆✛✦✛✪✚ ✚✁✛✜✢✣✂✭✂ ✁✞ ✆✔✟✁ ✂✟✝✁☎✄✝✁✝ ✑✗✖✞✄✝✁ ✔✆ ✆✟✂✖✄✞✁✞ ☎✟✔

☎✞✄✞✆✄☎✄✟✔ ✝✆ ☎�✏ ✂ ✎☞☞✍✝✂ 

✁✞ ✖✁✔✆ ✁ ☎✟✔ ✝✁✟✟✔ ✝✆ ✔✒☎✆✞✆✄✆✆✞✆✄✁ ✁ ✞✄✆✆☎ ✄✞✟✆✞✞✁✆✄✟✞✁☎ ☎✁✔ ✎☞☞✍✝ ✔✟✞ ✁✆✟✒✁☎✂✆✞✟✆ ☎✁✔

✟✕✆✞✄✆✁✔ ☎✞✆✝✆✞✄✝✁✔ ✆✞ ✁✒✞✟☎✁� ✠✔✄✁ ✂ ✠✒✔✟✞✁☎✄✁� ✁✒✞ ✆✒✁✞✝✟ ✆✔✟✕✞ ✁✔✟✆✄✁✝✁✔ ✁ ✒✞ ✁☎✟✟ ✔✞✁✝✟ ✝✆

✆✟✂☎☎✆✘✄✝✁✝✂✕✝✄✆✁� ✁☎✟✟✔ ✆✟✔✟✟✔ ✂ ☎✁ ✞✆✆✆✔✄✝✁✝ ✝✆ ✂✁✞✟✆✞✆✞ ✁☎ ☎✁✆✄✆✞✟✆ ✁✞✟✄✆✟✁✔✒☎✁✝✟ ✝✆ ✂✁✞✆✞✁

✆✟✞✟✄✞✒✁ ✕✁✖✝✗✂  

✏✆✞✟✞✟ ✝✆ ☎✁✔ ✎☞☞✍✝ ✔✆ ✒✟✄☎✄✌✁✞ ✟✁✞✟✟ ☎✁ ✑✆✂✟✝✄☎✟✞✁✆✄✞✞ ✆✆✞✟✍✆✆✞✟✔✁ ✆✟✞✟✄✞✒✁ ✬✝✞✞�� ✝✆☎

✄✞✔☎✕✔ ✆✩✪✚✤✪✟✩✟✄ ✠✛✪✩✡✠✛✪✩✟✄ ✁✢✛✦✩☛✤✧✚✜✢✚✤✩✪✭ ✆✟✂✟ ☎✁ ✑✆✂✟✝✄✁✝✄☎✟✞✁✆✄✞✞ ✆✆✞✟✍✆✆✞✟✔✁ ✆✟✞✟✄✞✒✁

✬✝✞✞�✏☞� ✝✆☎ ✄✞✔☎✕✔ ✆✩✪✚✤✪✟✩✟✄ ✠✛✪✩✡✠✛✪✩✟✄ ✁✢✛✦✩✥✤✢☛✤✧✚✜✢✚✤✩✪✭✂ 

✄✟✞ ✟✟✞✟ ☎✁✝✟� ☎✁✔ ☎�✏� ☎✞✆✝✆✞✄✝✁✔ ✆✞ ✠✂✕✞✄✆✁ ✝✆☎ ✏✟✞✟✆ ✕✁✖☞✗� ✔✆ ✆✟✂☎☎✄✆✁✞ ✁ ✂✆✞✒✝✟ ☎✟✞

✆✁✒✔✁✞ ✆✒✁✝✞✟✔ ✝✆ ✑✄☎✟✟✆✞✔✄✞✞ ✂ ✒✞✁ ✄✞✁✝✆✆✒✁✝✁ ✞✆✂✟✆✄✞✞ ✝✆ ☎✟✔ ☎✗✓✒✄✝✟✔ ✕✁✖✖✗✂ ✁✔ ✁✔✗ ✓✒✆ ✆✞ ☎✁

✓☎✟✄✂✁ ✝✕✆✁✝✁ ☎✁✔ ✄☎☞☞✎ ✑✁✞ ✔✁✞✁✝✟ ✂✒✆✑✟ ✟✆✞✞✆✞✟ ✕✁✖✌� ✁✌✄✗✂ ✁✞✟✞✆ ✆☎☎✁✔ ✝✆✔✟✁✆✁✞ ☎✁ ✝✄✕☎✄✔✄✔

✔✟✔✟✆✞✄✝✁ ✝✆ ✖✁✘✁ ✆✝✄✆✄✆✞✆✄✁ ✬✌✡✁✏� ✝✆☎ ✄✞✔☎✕✔ ✄✟✄✚✢✤✪✛✥ ✧✩✍✡✛☛☛✆✤✛✪✆✂ ✥✤✢✧✂✄✤✄✭ ✂ ☎✁ ✝✄✕☎✄✔✄✔ ✝✄✁✞✄✁

✆✍✟✆✞✝✄✝✁ ✬✁✏✏� ✝✆☎ ✄✞✔☎✕✔ ✛✎✚✛✪✥✛✥ ✥✢✤✧✂ ✥✤✢✧✂✄✤✄✭✂ 

✌✡✁✏ ✆✔ ✒✞✁ ✂✟✝✁☎✄✝✁✝ ✆✍✟✆✞✝✄✝✁ ✝✆ ✝✄✕☎✄✔✄✔ ✄✞✟✆✞✂✄✟✆✞✟✆ ✓✒✆ ✆✟✂✖✄✞✁ ☎✁ ✆✆✞✟✁✘✁ ✝✆ ✔✆✞

✄✞✟✆✞✂✄✟✆✞✟✆ ✆✟✞ ✒✞✁ ✖✒✆✞✁ ✞✆✂✟✆✄✞✞ ✝✆ ✔✟☎✒✟✟✔ ✂ ✒✞✁ ✂✁✂✟✞ ✆✔✟✁✖✄☎✄✝✁✝ ✑✆✂✟✝✄✞✕✂✄✆✁ ✆✞

✆✟✂☎✁✞✁✆✄✞✞ ✆✟✞ ☎✁ �✏☎ ✆✟✞✆✆✞✆✄✟✞✁☎✂ ✠✝✆✂✕✔� ✆✔ ✔✄✔✞✄✝✄✆✁✟✄✆✁✂✆✞✟✆ ✂✕✔ ✆✆✟✞✞✂✄✆✁ ✓✒✆ ☎✁✔

✎☞☞✍✝✂ ✄✁✞✁ ☎✁ ✁☎☎✄✆✁✆✄✞✞ ✝✆ ✆✔✟✁ ✟✕✆✞✄✆✁ ✔✆ ✒✟✄☎✄✌✁✞ ✂✕✓✒✄✞✁✔ ✝✆ ✝✄✕☎✄✔✄✔ ✟✞✁✝✄✆✄✟✞✁☎✆✔� ✔✄✞

✞✆✆✆✔✄✝✁✝ ✝✆ ✆✓✒✄☎✁✂✄✆✞✟✟ ✁✝✄✆✄✟✞✁☎� ✔✄✆✞✝✟ ☎✁✔ ✔✟☎✒✆✄✟✞✆✔ ✆✂☎☎✆✁✝✁✔ ✟✁✂✖✄✕✞ ✝✆ ✖✁✘✟ ✆✟✔✟✟� ✁

✝✄✝✆✞✆✞✆✄✁ ✝✆ ☎✁✔ ✒✟✄☎✄✌✁✝✁✔ ✆✞ ☎✁✔ ✟✆✞✁☎✄✁✔ ✆✟✞✟✄✞✒✁✔✂ ☛✕✔ ✁✓✞ ✆✞ ✆✔✟✟✔ ☎✞✟✆✆✝✄✂✄✆✞✟✟✔ ✞✟ ✑✁✆✆

✝✁☎✟✁ ✁✞✟✄✆✟✁✔✒☎✁✞ ✁☎ ☎✁✆✄✆✞✟✆ ✕✁✌✁✗✂ ✡✁ ✂✁✂✟✞ ✝✆✔✆✆✞✟✁✘✁ ✓✒✆ ✔✆ ☎✞✆✔✆✞✟✁ ✆✔ ✓✒✆ ✄✂☎✄✝✆ ✒✞

✁✆☎✁✞✁✂✄✆✞✟✟ ✬✂✆✞✆✄✟✞✁✝✟ ✆✞ ☎✁ ☎✞✕✆✟✄✆✁ ✂✕✝✄✆✁ ✆✟✞ ✔✒ ✟✕✞✂✄✞✟ ✆✞ ✄✞✔☎✕✔� ✆✧✛✢✜✛✪✆✛✭ ✞✆✔✒☎✁✞� ✝✆

✂✁✞✆✞✁ ✓✒✆� ☎✟✞ ✒✞ ☎✁✝✟� ✆✒✁✞✝✟ ✆☎ ☎✁✆✄✆✞✟✆ ✔✆ ✆✞✆✒✆✞✟✞✁ ✝✆✔✆✟✞✆✆✟✁✝✟ ✬✝✁✔✆ ✁✞✓✞✄✆✁✭ ✆☎

✆☎✆✁✞✆✞✆✆ ✆✔ ✄✞✝✞✁✍✝✄✔✄✟☎✞✔✄✆✟ ✂ ✝✆☎✆✞✝✆ ✝✆ ☎✁ ✝✒✞✆✄✞✞ ✞✆✞✁☎ ✞✆✔✄✝✒✁☎ ✓✒✆ ✟✆✞✔✁ ✆☎ ☎✁✆✄✆✞✟✆✫✂✄✆✞✟✞✁✔

✓✒✆ ✆✒✁✞✝✟ ✔✆ ✆✞✆✒✆✞✟✞✁ ✞✆✁☎✄✌✁✞✝✟ ✆☎ ☎✞✟✆✆✝✄✂✄✆✞✟✟� ✆☎ ✆☎✆✁✞✁✞✆✆ ✆✔ ✔✒☎✞✁✍✝✄✔✄✟☎✞✔✄✆✟ ✂

✝✆☎✆✞✝✆✞✕ ✝✆ ☎✟✔ ✁✘✒✔✟✆✔ ✝✆ ☎✁ ✟✕✆✞✄✆✁ ✬✟✄☎✟ ✝✆ ✝✄☎✟✞✟✔� ✝✟✔✄✔� ✝✒✞✁✆✄✞✞� ✆✟✆✂✭✂ 

✏✟✞✟ ✁✔☎✆✆✟✟ ✁ ✟✆✞✆✞ ✆✞ ✆✒✆✞✟✁ ✆✔ ✓✒✆ ☎✁✔ ✂✆✂✖✞✁✞✁✔ ✒✟✄☎✄✌✁✝✁✔ ✆✁✞✗✁✞ ✝✆ ✒✞✁ ✟✕✆✞✄✆✁ ✁ ☎✁

✟✟✞✁� ✆✄✕✞✝✟✔✆ ✝✆ ✂✁✞✆✞✁ ✔✆✞✆✞✁☎ ✓✒✆ ✆✞ ✌✡✁✏ ✑✁✂ ✒✞ ✆☎✆✁✞✁✞✆✆ ✂✕✔ ✆☎✆✆✁✝✟ ✝✆ ✂✟☎✕✆✒☎✁✔

☎✆✓✒✆✑✁✔� ✂✄✆✞✟✞✁✔ ✓✒✆ ☎✁✔ ✂✟☎✕✆✒☎✁✔ ✝✆ ✟✁✂✁✑✟ ✄✞✟✆✞✂✆✝✄✟ ✬✁✄✄✄ ✁ ✁✄✄✄✄ ✏✁☎✟✟✞✭ ✔✆ ✞✆✂✒✆✆✆✞

✆✞ ✂✆✞✟✞ ✂✆✝✄✝✁ ✆✞ ✞✆☎✁✆✄✞✞ ✁ ✎☞☞✍✝ ✕✁✌�✗✂ 



�✁✂✄☎✆ ✝✁✞✟ ✠ ✡✝✝☛ ✠ ☞✌✝✌ ✍ ✎✏✡  
✑✒�✁✓✂✄✔ � 

✁☎✝ 

✁✞ ✞✒✆✔✟✞✟ ☎✁✗✔ ☎✁ ✆☎✆✆✆✄✞✞ ✝✆ ✒✞✁ ✟✆✞✁☎✄✁ ✒ ✟✟✞✁ ✝✆☎✆✞✝✆ ✝✆ ☎✁ ✝✆✂✁✞✝✁ ✓✒✆ ✟✆✞✔✁ ✆☎

☎✁✆✄✆✞✟✆� ✝✆ ☎✁ ✆✆✟☎✒✆✄✞✞ ✝✆ ✔✒ ☎✁✟✟☎✟✔✗✁ ✂ ✝✆ ☎✁ ✝✄✔☎✟✞✄✖✄☎✄✝✁✝ ✝✆ ✆✓✒✄☎✁✂✄✆✞✟✟ ✝✆ ✆✁✝✁ ✄✞✔✟✄✟✒✆✄✞✞

✕✁✖✟✗✂ 

 

�✟✁✟�✟ �✠✁✑☛✂✡✠ ✞☛✟✡✆✁✑✞☞✍☎✠ ✍☎✎ ✂☛✟☎✆☛✎☛✂ 

✁☎ ☛✁☛� ✆✒✂✁✔ ✆✁✞✁✆✟✆✞✗✔✟✄✆✁✔ ✝✄✔✄✆✟✓✒✗✂✄✆✁✔ ✂ ✁✆✟✄✆✄✝✁✝ ✁✞✟✄✂✄✆✞✟✖✄✁✞✁ ✔✆ ✝✆✔✆✞✄✖✄✆✞✟✞ ✆✞

✆☎ ✑✄☎✆✝✞✟✠ ✡ ✝✆ ☎✁ ☎✞✆✔✆✞✟✆ ✟✆✔✄✔� ✔✆ ✒✟✄☎✄✌✁ ✁✆✟✒✁☎✂✆✞✟✆ ✆✟✞ ✝✞✆✆✒✆✞✆✄✁ ✆✞ ☎✁✔ ✎✎☎ ☎✁✞✁ ✆☎

✟✞✁✟✁✂✄✆✞✟✟ ✝✆ ✄✞✝✆✆✆✄✟✞✆✔ ✔✞✁✆✆✔� ✄✞✆☎✒✂✆✞✝✟ ☎✁✔ ✄✞✟✞✁✍✁✖✝✟✂✄✞✁☎✆✔� ☎✟✔ ✆☎✄✔✟✝✄✟✔ ✝✆✖✞✄☎✆✔ ✆✞

☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✞✆✒✟✞✟☎✕✞✄✆✟✔�✂✆✞✄✞✔✄✟✄✔� ✔✆☎✟✄✆✆✂✄✁ ✆ ✄✞✝✆✆✆✄✟✞✆✔ ✝✆☎ ✟✞✁✆✟✟ ✞✆✔☎✄✞✁✟✟✞✄✟ ✖✁✘✟� ✝✆☎ ✟✞✁✆✟✟

✒✞✄✞✁✞✄✟� ✝✆ ☎✄✆☎ ✂ ☎✁✞✟✆✔ ✖☎✁✞✝✁✔ ✂ ✆✞ ✄✞✝✆✆✆✄✟✞✆✔ ✟✖✔✟✕✟✞✄✆✁✔ ✂ ✔✄✞✆✆✟☎✞✔✄✆✁✔✂ ✁✔✟✆ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟ ☛✍

✡✠ ✔✆ ✆☎✄✂✄✞✁ ☎✞✆✝✆✞✆✞✟✆✂✆✞✟✆ ☎✟✞ ✆✗✁ ✞✆✞✁☎ ✔✄✞ ✂✆✟✁✖✟☎✄✌✁✞� ✂ ✔✒ ✒✞✄✞✞ ✁ ☎✞✟✟✆✗✞✁✔ ✆✔ ✖✁✘✁�

✁☎✞✟✍✄✂✁✝✁✂✆✞✟✆ ✝✆☎ �✠✂ ✁✔✟✟ ✓☎✟✄✂✟� ✔✒✂✁✝✟ ✁ ✔✒ ✑✄✝✞✟✝✟✖✄✆✄✝✁✝ ✂ ✁ ✔✒ ✖✁✘✟ ☎✆✔✟ ✂✟☎✆✆✒☎✁✞

✬☎✖☎✂✟ ✏✁☎✟✟✞✭ ☎✆✞✂✄✟✆ ✒✞✁ ✞✆✂✟✆✄✞✞ ✆✝✄✆✄✆✞✟✆ ✝✆☎ ✔✄✔✟✆✂✁ ✔✁✞✔✒✗✞✆✟� ✟✁✞✟✟ ☎✟✞ ✑✆✂✟✝✄☎✟✞✁✆✄✞✞

✆✟✂✟ ☎✟✞ ✑✆✂✟✝✄✕☎✄✔✄✔ ✕✁�☞� ✁✌☎✗✂  

✠✒✞✓✒✆ ✆✔✟✕ ✁✂☎☎✄✁✂✆✞✟✆ ✝✆✂✟✔✟✞✁✝✟ ✓✒✆ ☎✁ ✁✆✆✄✞✞ ✖✁✆✟✆✞✄✆✄✝✁ ✝✆ ☎✟✔ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔ ☛✍✡✠ ✆✔

✟✄✆✂☎✟ ✝✆☎✆✞✝✄✆✞✟✆� ✆✞ ☎✁ ✆✟✂✒✞✄✝✁✝ ✂✕✝✄✆✁ ✟✟✝✁✆✗✁ ✞✟ ✑✁✂ ✆✟✞✔✆✞✔✟ ✔✟✖✞✆ ✆☎ ✟✖✘✆✟✄✆✟

✟✆✞✁☎✕✒✟✄✆✟ ☎✁✞✁ ☎✟✔ ✟✞✁✟✁✂✄✆✞✟✟✔ ✆✟✞ ☛✁☛ ✆✞ ☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✆✞✗✟✄✆✁✂✆✞✟✆ ✆✞✝✆✞✂✟✔✂ ✁✞✟✞✆ ☎✟✔ ✂✕✔

✝✞✆✆✒✆✞✟✆✔ ✔✆ ✆✞✆✒✆✞✟✞✁✞ ☎✞✟✟✟✆✟☎✟✔ ✆✞ ☎✟✔ ✓✒✆ ✔✆ ✖✒✔✆✁ ✒✞✁ ✆✟✞✆✆✞✟✞✁✆✄✞✞ ☎☎✁✔✂✕✟✄✆✁ ✆✒✁✟✞✟

✆✆✆✆✔ ✔✒☎✆✞✄✟✞ ✁ ☎✁ ✝☎☛ ✝✒✞✁✞✟✆ ✆☎ �✄✠ ✝✆☎ ✟✄✆✂☎✟ ✓✒✆ ✝✒✞✆ ✆☎ ✄✞✟✆✞✆✁☎✟ ✄✞✟✆✞✝✟✔✄✔ ✕�✄✠✎☞�✍✝☎☛✗

✂ ✟✟✞✟✔ ✆✞ ☎✟✔ ✓✒✆ ✔✆ ✖✒✔✆✁ ✓✒✆ ☎✁ ✆✟✞✆✆✞✟✞✁✆✄✞✞ ☎☎✁✔✂✕✟✄✆✁ ☎✆✞✂✁✞✆✌✆✁ ✟✟✝✟ ✆☎ ✟✄✆✂☎✟ ☎✟✞ ✁✞✞✄✖✁

✝✆ ☎✁ ✝☎☛ ✕✁✄✄✠✎☞✝☎☛✗ ✕✁✌�✗✂ 

✏✆ ✄✔✒✁☎ ✂✁✞✆✞✁ ✓✒✆ ✆☎ ☎✟✔✞✟ ✝✆☎ ✟✖✘✆✟✄✆✟ ✟✆✞✁☎✕✒✟✄✆✟� ✆✔ ✄✂☎✟✞✟✁✞✟✆ ✔✁✞✁✞✟✄✌✁✞ ☎✁

✁✝✂✄✞✄✔✟✞✁✆✄✞✞ ✝✆ ✝✟✔✄✔ ✞✟ ✟✞✍✄✆✁✔ ✝✆☎ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✂ ✁✞ ✆✁✞✄✟✔ ✟✞✁✖✁✘✟✔ ✔✆ ✑✁ ☎✟✔✞✁✝✟ ✁✔✟✆✄✁✞ ✆✝✆✆✟✟✔

✞✆✒✞✟✟✞✍✄✆✟✔ ✆✟✞ ✆✟✞✆✆✞✟✞✁✆✄✟✞✆✔ ✆☎✆✆✁✝✁✔ ✝✆ ☛✁☛ ✆✞ ✆☎ ✆✁☎☎✆ ✕✁✌✟✠✁✌☞✗✫ ✂✄✆✞✟✞✁✔ ✓✒✆ ☎✁

✞✆✝✞✟✟✟✍✄✆✄✝✁✝ ✟✁✂✖✄✕✞ ✑✁ ✔✄✝✟ ✝✆✂✟✔✟✞✁✝✁ ☎✟✞ ✁☎✔✒✞✟✔ ✄✞✆✆✔✟✄✔✁✝✟✞✆✔ ✕✁✌✖✗✂  

✄✟✞ ✟✟✞✟ ☎✁✝✟� ☎✁✔ ✞✆✆✟✂✆✞✝✁✆✄✟✞✆✔ ✁✆✟✒✁☎✆✔ ✝✆ ✝✟✔✄✝✄✆✁✆✄✞✞ ☎✁✞✁ ✆✔✟✆ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟ ✝✒✞✁✞✟✆

☎✁✔ ✎☞☞✔ ✟✁✂✖✄✕✞ ✆✁✞✗✁✞� ✆✞✆✟✞✟✞✕✞✝✟✔✆ ☎✞✟✟✟✆✟☎✟✔ ✝✆ ✁✝✂✄✞✄✔✟✞✁✆✄✞✞ ✆✞ ✖✟☎✟ ✬☎✄ ✂✄✞✭�

☎✞✟☎✟✞✔✁✝✁ ✬☎ ✑✟✞✁✔✭ ✟ ✆✟✞✟✄✞✒✁� ✆✟✞ ✂ ✔✄✞ ✝✟✔✄✔ ✝✆ ✆✁✞✔✁ ✝✆ � ✔ ✂ ✆✟✞ ✝✟✔✄✔ ✝✆ ✂✁✞✟✆✞✄✂✄✆✞✟✟

✓✒✆ ✆✁✞ ✝✆✔✝✆ ☎✟✔ ✄✂✟ ✔✞✁✂✟✔ ✆✁✝✁ ✖ ✑✟✞✁✔ ✬✄✂✟✔✆✖✑✭� ✁ ✔✞✁✂✟ ✆✁✝✁ ✁� ✑✟✞✁✔ ✬✁✔✆✁�✑✭ ✂ ✑✁✔✟✁ �

✔✞✁✂✟✔ ✆✁✝✁ ✖ ✑✟✞✁✔ ✬�✔✆✖✑✭✂ ✁✔✟✁✔ ✞✆✆✟✂✆✞✝✁✆✄✟✞✆✔ ✔✆ ✖✁✔✁✞ ✆✞ ✄✞✝✟✞✂✁✆✄✞✞ ✟✖✟✆✞✄✝✁ ✁ ☎✁✞✟✄✞

✝✆ ☎✟✖☎✁✆✄✟✞✆✔ ✑✆✟✆✞✟✔✕✞✆✁✔ ✝✆ ☎✁✆✄✆✞✟✆✔� ✆✞ ☎✁✔ ✆✒✁☎✆✔ ✝✒✆✞✟✞ ✒✟✄☎✄✌✁✝✟✔ ✝✄✆✆✞✔✟✔ ✆✓✒✄☎✟✔ ✂

✟✕✆✞✄✆✁✔ ✝✆ ✑✆✂✟✝✄☎✟✞✁✆✄✞✞ ✟ ✑✆✂✟✝✄✕☎✄✔✄✔� ☎✟✞ ☎✟ ✓✒✆ ✔✆ ✝✆✔✆✟✞✟✆✆ ✔✄ ✔✟✞ ✁✝✆✆✒✁✝✁✔ ☎✁✞✁ ✟✟✝✟✔

☎✟✔ ✆✁✔✟✔ ✕✁✌✌✠�✄✁✗ 
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✁☎☞ 
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✆☎ ✝✆✔✆✟✞✟✆✄✂✄✆✞✟✟ ✝✆ ✆✞✂✟ ✆✁✝✁ ✒✞✁ ✝✆ ✆☎☎✁✔ ✆✞ ☎✁✞✟✄✆✒☎✁✞ ✁✝✆✆✟✁ ☎✁ ✞✆✂✟✆✄✞✞ ✝✆ ☎✟✔ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔�

☎✟✔ ✝✄✆✆✞✔✟✔ ✆✔✓✒✆✂✁✔ ✟✆✞✁☎✕✒✟✄✆✟✔ ✆✄✔✆✞✟✆✔� ✆☎ ✟✆✂✟✞ ✁ ☎✟✔ ✆✝✆✆✟✟✔ ✟✞✍✄✆✟✔ ✂ ☎✁ ✝✁☎✟✁ ✝✆ ✆✔✟✒✝✄✟✔

✝✆ ✝✁✞✂✁✆✟✆✄✞✕✟✄✆✁ ✆✞ ☎✟✖☎✁✆✄✟✞✆✔ ☎✁✞✟✄✆✒☎✁✞✆✔ ✔✟✞ ✝✁✆✟✟✞✆✔ ✓✒✆ ☎✟✝✞✗✁✞ ✆✟✞✟✞✄✖✒✄✞ ✁ ✟✆✞✁☎✄✁✔

✁✞✟✄✂✄✆✞✟✖✄✁✞✁✔ ✆✁✞✆✞✟✆✔ ✝✆ ✆✝✄✆✄✆✞✆✄✁ ✂✁✟ ✝✆ ✔✆✔✒✞✄✝✁✝✂ ✁☎ ✔✞✁✞ ☎✞✟✖☎✆✂✁ ✆✔ ✓✒✆ ☎✁✔

✆✟✞✆✆✞✟✞✁✆✄✟✞✆✔ ✔✒✖✍✟✆✞✁☎✕✒✟✄✆✁✔� ✞✟ ✔✞☎✟ ✆✟✞✝✒✆✆✞ ✁ ✒✞✁ ✝✁☎☎✁ ✆✞ ✆☎ ✆✟✞✟✞✟☎ ✝✆☎ ✝✟✆✟� ✔✄✞✟ ✓✒✆

☎✟✝✞✗✁✞ ✆✔✟✁✞ ✁✔✟✆✄✁✝✁✔ ✁☎ ✝✆✔✁✞✞✟☎☎✟ ✝✆ ✞✆✔✄✔✟✆✞✆✄✁ ✖✁✆✟✆✞✄✁✞✁� ✒✞ ✆✞✟✞✂✆ ☎✞✟✖☎✆✂✁ ✝✆ ✔✁☎✒✝

☎✓✖☎✄✆✁ ✆✞ ✞✒✆✔✟✞✟✔ ✟✄✆✂☎✟✔✂ ✄✟✞ ✟✟✞✟ ☎✁✝✟� ☎✁ ✔✟✖✞✆ ✝✟✔✄✝✄✆✁✆✄✞✞ ✂✁✟ ☎✁ ✁✆✒✂✒☎✁✆✄✞✞ ✝✆ ☎✁ ✝✞✟✔✁ ✆✞

✝☎✒✄✝✟✔ ✖✄✟☎✞✔✄✆✟✔ ☎✟✞ ✝✁☎☎✁ ✞✆✞✁☎ ☎✒✆✝✆✞ ✆✟✞✝✒✆✄✞� ✆✟✂✟ ✂✁ ✔✆ ✂✆✞✆✄✟✞✞� ✁ ☎✁ ✁☎✁✞✄✆✄✞✞ ✝✆ ✆✝✆✆✟✟✔

✁✝✆✆✞✔✟✔ ☎✟✞ ✟✟✍✄✆✄✝✁✝✂  
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✡✁ ✆✟✞✟✞✄✖✒✆✄✞✞ ✝✆☎ ☎✞✆✔✆✞✟✆ ✆✁☎✗✟✒☎✟ ✝✆ ✟✆✔✄✔ ✁ ☎✁ ☎✞✟✖☎✆✂✕✟✄✆✁ ☎✁✞✟✄✆✒☎✁✞ ✆✟✞✔✄✔✟✄✞ ✆✞ ☎✁

✁☎☎✄✆✁✆✄✞✞ ✝✆☎ ✂✕✟✟✝✟ ✖✄✟✁✞✁☎✗✟✄✆✟ ✝✆✔✁✞✞✟☎☎✁✝✟ ✂ ✆✁☎✄✝✁✝✟ ✝✆✔✆✞✄☎✟✟ ✆✞ ✆☎ ✑✄☎✆✝✞✟✠ ✡ ✁ ☎✁

✞✆✆✟☎✆✆✆✄✞✞ ✝✆ ✝✁✟✟✔ ✝✆ ☎✟✔ ✞✄✆✆☎✆✔ ☎☎✁✔✂✕✟✄✆✟✔ ✝✆ ☛✁☛ ✆✞ ☎✁ ☎✟✖☎✁✆✄✞✞ ☎✁✞✟✄✆✒☎✁✞ ✆✟✞✔✟✄✟✒✄✝✁ ☎✟✞

☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✝✆ ✞✒✆✔✟✞✟ ✆✞✟✟✞✞✟ ✔✟✆✄✁☎� ✄✞✟✆✞✞✁✝✟✔ ✆✞ ✒✞✁ ✎✎☎ ✂ ✔✟✂✆✟✄✝✟✔ ✁ ✒✞✁ ✝✆✟✆✞✂✄✞✁✝✁✔ ✎☞☞✂

✁✔✟✁ ✄✞✝✟✞✂✁✆✄✞✞ ☎✆✞✂✄✟✄✞ ✆✟✞✟✆✆✞ ☎✁ ✝✁✞✂✁✆✟✆✄✞✕✟✄✆✁ ✝✆ ✆✔✟✆ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟ ✆✞ ✆✔✟✆ ✆✞✟✟✞✞✟ ✆☎✗✞✄✆✟ ✂

✆✆✁☎✒✁✞ ☎✁ ☎✆✞✟✄✞✆✞✆✄✁ ✝✆ ☎✟✔ ✆✔✓✒✆✂✁✔ ✟✆✞✁☎✕✒✟✄✆✟✔ ✁☎☎✄✆✁✝✟✔✂ 

 

�✟✙✟ ✎☎✆�✁✔✝✎✓ ✞✕�✁✔✍✒✑✕��✓ 

Los objetivos del presente capítulo de tesis fueron:   

✟ ✎✟✄☎✄✌✁✞ ✆☎ ✂✕✟✟✝✟ ✖✄✟✁✞✁☎✗✟✄✆✟ ✝✆✔✁✞✞✟☎☎✁✝✟ ☎✁✞✁ ✝✆✟✆✞✂✄✞✁✆✄✞✞ ✝✆ ✁✞✟✄✖✄✞✟✄✆✟✔ ☛-LA en 

muestras de plasmas de pacientes polimedicados para llevar adelante un estudio clínico.      

✟ Registrar los valores de los niveles plasmáticos de MEM en pacientes adultos sometidos a 

algún tipo de TRR en la UTI del Hospital Dr. José María Cullen con el fin de validar los tratamientos 

empíricos utilizados en la población local y verificar si se alcanzan los objetivos terapéuticos más 

habituales para pacientes críticamente enfermos. 
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✁☎✖ 

�✟�✟ �✕✁��✔✕✑�✓ ✁ �✂✁✎✂✎✓ 

�✟�✟✁✟ ✂✞☞✍✡ ✄ ✍☎✎✠☛✎✞☞✂☞☛✎✞☎ ☞✎☞☎✟✂✡✌☎ 

✝✟✂✟ ✔✆ ✂✆✞✆✄✟✞✞ ✆✞ ✆☎ ✑✄☎✆✝✞✟✠ ✡� ✆✔✟✆ ✆✔✟✒✝✄✟ ✝✒✆ ✁☎✞✟✖✁✝✟ ☎✟✞ ☎✟✔ ✆✟✂✄✟✕✔ ✝✆ ✕✟✄✆✁

✆✟✞✞✆✔☎✟✞✝✄✆✞✟✆✔✂ ✠✝✆✂✕✔� ✁✞✟✆✔ ✝✆ ✁✝✂✄✟✄✞ ✁ ☎✟✔ ☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✁☎ ✆✔✟✒✝✄✟� ☎✟✔ ✂✕✝✄✆✟✔ ✞✆✔☎✟✞✔✁✖☎✆✔

✝✆☎ ✆✔✟✒✝✄✟ ✆☎✗✞✄✆✟ ✟✖✟✒✆✄✆✞✟✞ ☎✟✔ ✆✟✞✞✆✔☎✟✞✝✄✆✞✟✆✔ ✆✟✞✔✆✞✟✄✂✄✆✞✟✟✔ ✄✞✝✟✞✂✁✝✟✔ ✝✄✞✂✁✝✟✔ ☎✟✞ ☎✟✔
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✆✟✂✖✄✞✁✝✁ ✂ ✆✞ ✝✁☎☎✁ ✞✆✞✁☎ ✁✔✒✝✁� ✆✞ ✟✞✁✟✁✂✄✆✞✟✟ ✆✟✞✆✟✂✄✟✁✞✟✆ ✆✟✞ ✁☎✔✓✞ ✟✄☎✟ ✝✆ ✎☞☞ ☎✟✞ ✂✕✔ ✝✆

�� ✑✟✞✁✔� ✂✁ ✔✆✁ ✆✞ ✂✟✝✁☎✄✝✁✝ ✆✟✞✟✄✞✒✁ ✟ ✟✆✞✁☎✄✁✔ ✑✗✖✞✄✝✁✔✂ ✌✆ ✆✍✆☎✒✂✆✞✟✞ ☎✟✔ ☎✁✆✄✆✞✟✆✔ ✓✒✆
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✄✟✞ ✆✁✝✁ ☎✁✆✄✆✞✟✆ ✓✒✆ ✄✞✔✞✆✔✞ ✆✞ ✆☎ ✆✔✟✒✝✄✟ ✔✆ ✆✟✂☎☎✆✟✞ ✒✞ ✞✆✔✄✔✟✞✟ ✆✟✞ ✆☎ ✝✄✁✔✞✞✔✟✄✆✟ ✝✆
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Se aplicaron dos modalidades diferentes de TRR. Para las TRR-C por CVVH y CVVHDF 

se utilizó un equipo Prismaflex® (Gambro), con un hemofiltro AN69 (Prismaflex M100®, Gambro), 

polisulfona de alto flujo (Prismaflex HF1400®, Gambro) o hemofiltro AN69 ST150 (Prismaflex 

AN69 ST®, Gambro). Para la TRR-I por SLED/PIRRT de alto flujo se utilizó un equipo Fresenius 

5008S, con un dializador Helixona FX 600-800. 
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potencialmente tóxicas [202].  
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Punto de Muestreo 
Valor p a  

Valor pb 

Día 1 Día 2 Día 3 

VA 0.135 > 0.150 0.041 0.641 
40% ID  > 0.150 > 0.150 > 0.150 0.497 

VB < 0.010 < 0.010 0.094 0.905 
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✏✮✑✲✓✜✍✎ ✖✑✲✖✍✲✑✒✓ ✖✓✘ ✲✑ ✢✜✍✎✰✑ ✒✎ ✥✜✔✎✒✏✑✘ ✢✑✜✑ ✎✱✑✲✍✑✜ ✒✔✕✎✜✎✘✖✔✑☞ ✎✘✛✜✎ ✒✝✑☞✬  
☛✲ ✱✑✲✓✜✍✎ ✑ ✴✬✴✣ ✔✘✒✔✖✑ ☞✔☎✘✔✕✔✖✑✘✖✔✑ ✎☞✛✑✒✝☞✛✔✖✑✬  
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✟ VA: rango de 0.90 ✂ 38.8 µg/mL, mediana = 9.00 µg/mL y RI= 6.10 µg/mL, 

✟ 40% ID: rango de 6.60 ✂ 45.7 µg/mL, mediana = 23.6 µg/mL y RI= 13.4 µg/mL,  

✟ VB: rango de 4.10 ✂ 52.9 µg/mL, mediana = 12.1 µg/mL y RI=22.3 µg/mL.  
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Puntos de Muestreo 
Valor-pa  

Valor-pb 

Día 1 Día 2 Día 3 

VA 0.134 >0.150 0.043 0.236 
40% S 0.024 0.010 0.027 0.882 

VB >0.150 >0.150 0.037 0.368 
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En primer lugar, se puede concluir que el método bioanalítico por cromatografía liquida de 

alta resolución utilizado, permitió obtener resultados de alta calidad y confiabilidad para las 

concentraciones plasmáticas de MEM en pacientes polimedicados sometidos a TRR, de manera 

sencilla, a bajo costo y en cortos tiempos de análisis. El método resultó por lo tanto muy adecuado 

para la generación de conocimiento mediante la creación de una base de datos para el análisis 

del comportamiento pK/pD del MEM en una población particular y podría utilizarse para llevar a 

cabo el MTD de este fármaco de manera muy conveniente. 

En cuanto al estudio clínico realizado es valioso destacar que este fue el primer relevamiento 

de este tipo realizado en la población local (ciudad de Santa Fe, Argentina y su zona de influencia) 

en pacientes críticamente enfermos, utilizando los equipos de TRR y las técnicas disponibles en 

la UTI del hospital Dr. José María Cullen.   

Mediante los resultados encontrados en este estudio se puede concluir que el logro de los 

OTs para los tratamientos antibióticos con MEM en esta población de pacientes, dependió 

ampliamente del tipo de TRR aplicada. Mientras que los pacientes sometidos a TRR-C lograron 

en su gran mayoría alcanzar los OTs recomendados internacionalmente para el tratamiento de 

infecciones por enterobacterias y/o Pseudomonas aeruginosa utilizando un esquema terapéutico 

consistente en una dosis de carga de 2 g y una dosis de mantenimiento de 1gc8h (infusión en 3 

horas); un  alto porcentaje de los pacientes sometidos a TRR-I no alcanzo los OTs con un esquema 

terapéutico consistente en dosis de carga de 2 g y dosis de mantenimiento de 1g antes y después 

de la sesión de TRR (bolo en 30 min).  

En base a estos resultados el servicio de UTI del hospital propuso una revisión de los 

esquemas terapéuticos empleados hasta el momento para evitar los tratamientos con dosis 

subterapéuticas en las TRR-I. Se propuso también estandarizar de la mejor manera posible los 

horarios de la aplicación de SLED, de manera de poder dosificar el antibiótico también de una 

manera más regular y sistematizada en beneficio de una concentración plasmática más estable a 

lo largo de los días que dure el tratamiento farmacológico. 

Finalmente es necesario remarcar que el OT inicialmente propuesto de manera empírica 

deberá adaptase una vez aislado el microorganismo agresor y determinada su CIM real en 

estudios de laboratorio. 
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Las dosis mayores o iguales a 500 mg/m2 de superficie corporal (SC), administradas por vía 

intravenosa definen los tratamientos conocidos como ✆✡ ✡altas ✆✆✔✠✔☛ (HDMTX, por sus siglas en 

inglés, High-Dose Metotrexate) [206], los cuales deben hacerse en internación bajo estricta 

supervisión médica.   

La terapia con HDMTX puede causar una toxicidad significativa, afectando principalmente 

a las células en replicación activa. Sin embargo, su efecto citotóxico también puede afectar a los 

tejidos sanos, causando, por ejemplo, depresión de la médula ósea y trastornos gastrointestinales 

severos. Estos efectos adversos pueden conducir incluso a la mortalidad ocasional del paciente. 

Para evitar esta toxicidad aguda, se debe recurrir a protocolos estandarizados, conocidos como 

✡✂✡✝✟✞✠✟ ✆✡ ✝✡✔✝✟✂✡☛� para frenar la acción de la droga [206, 207]. 

Por otro lado, varios factores de variabilidad biológica intra e inter individual, pueden 

conducir a un retraso en la excreción de MTX, por lo que, la exposición del paciente a 

concentraciones tóxicas de la droga se prolonga, repercutiendo negativamente en la morbi-

mortalidad del tratamiento. Es así que, el MTD de esta droga resulta indispensable en los 

tratamientos de HDMTX, siendo desde hace años una práctica médica-bioquímica consolidada 

internacionalmente. Esta práctica permite garantizar el adecuado manejo del paciente 

implementando correctamente las terapias de rescate y el mantenimiento de la homeostasis 

corporal, junto con adecuadas medidas de soporte para favorecer la eliminación de la droga del 

organismo [203, 207].  
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Figura 4.1: Estructura química del ácido fólico y del metotrexato.  
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Cómo se mencionó, para limitar los efectos tóxicos del tratamiento HDMTX se utiliza una 

terapia de rescate, la cual requiere de la administración de otra droga: la leucovorina. La 

leucovorina o ácido folínico es una forma reducida del AF, que no requiere de la acción de la 

enzima DHFR para su reducción, por lo que su función no es afectada por la inhibición de esta 

enzima ejercida por el MTX. Esto permite regenerar la síntesis de purinas y timidina, antes 

bloqueada por la acción inhibidora del MTX sobre la DHFR, dando lugar nuevamente a la síntesis 

de ADN, ARN y proteínas. 

La magnitud de la terapia de rescate aplicada a cada paciente depende directamente del 

nivel de MTX en plasma. Es decir, que teniendo el resultado de la concentración plasmática de 

MTX a un determinado tiempo pos infusión de la droga, el personal médico debe decidir cómo 

aplicar el rescate con leucovorina.    
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Los objetivos del presente capítulo de tesis fueron:   

✟ Revisión de los protocolos actualmente utilizados en los centros de salud públicos y privados 

que remiten muestras de plasma de pacientes al LCCM ✂ FBCB ✂ UNL para el dosaje de MTX.  

✟ Actualizar el procedimiento bioanalítico mediante CLAR-DAD aplicado a la monitorización 
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terapéutica de metotrexato MTX incorporando herramientas de AQbD y gestión del ciclo de vida.  

✟ Desarrollar estrategias de control y de verificación continúa del desempeño del método 

✟ Calificar el desempeño del método bioanalítico actualizado mediante ensayos de validación 

protocolizados.       
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Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un cromatógrafo líquido Shimadzu 

equipado con una bomba cuaternaria LC-20AT, inyector automático con refrigeración SIL-30AC 

Nexera, horno de columna CTO-10ASVP, desgasificador DGU-20A5R y un detector UV-Vis con 

arreglo de diodos SPDM20A.  

Se empleó una columna cromatográfica Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 150 mm, 5.0 µm 

de tamaño de partícula) de Agilent Technologies.  

Se utilizaron también los siguientes instrumentos, equipo y materiales:  

✟ Peachímetro- potenciómetro Termo Scientific Orion 5 Star. 

✟ Electrodo de pH Van London Co. Modelo 573V526R-003B.  

✟ Microcentrífuga para tubos eppendorf Gelec. Modelo G-134 

✟ Vortex Nevation Modelo iSwix.  

✟ Balanza analítica digital (Incertidumbre: 0.00001 g) Ohaus Discovery Modelo DV 215CD. 

✟ Balanza analítica digital (Incertidumbre: 0.0001g) Sartorius Modelo Entris. 

✟ Equipo de sistema de alimentación ininterrumpida, UPS (de sus siglas en inglés, 

Uninterruptable Power Supply), KATODO. Modelo EA906.   

✟ Equipo de producción de agua ultrapura Millipore Modelo Simplicity System.  

✟ Material volumétrico de borosilicato Clase A.  
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Para la adquisición y procesamiento de datos cromatográficos se utilizó el software 

Workstation Labsolution LC/GC versión 5.73 de Shimadzu.  

La generación de los diseños experimentales, como así también el análisis de datos 

mediante la MSR se llevó a cabo con el software Design Expert Versión 11 de prueba (State Ease, 

Miniapolis).  
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Para el análisis estadístico de los datos de la validación del método se utilizó el programa 

Microsoft Excel (2013) y STATGRAPHICS Centurion XVIII (Statpoint Technologies, Inc.). 
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El estándar farmacéutico secundario de MTX base (88.9 %p/p sobre sustancia tal cual) se 

adquirió en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los fármacos evaluados para el estudio de 

selectividad del método frente a la medicación coadministrada fueron estándares farmacéuticos 

de farmacopea, materias primas de calidad farmacéutica cedidas por Laboratorios LAFEDAR 

(Paraná, Entre Ríos, Argentina) o preparaciones comerciales adquiridas en farmacias (Tabla 4.2).  

El solvente orgánico, acetonitrilo (ACN) grado cromatográfico y el ácido acético p.a. se 

obtuvieron de Sintorgan (Buenos Aires, Argentina), mientras que el cloroformo (CHL), acetato de 

sodio trihidrato p.a. (CH3CO2Na.3H2O) e hidróxido de sodio p.a. (NaOH) se adquirieron en Cicarelli 

(San Lorenzo, Argentina). El agua ultrapura se obtuvo en el laboratorio mediante el sistema de 

purificación de agua Millipore Simplicity.  

 

Tabla 4.2: Listado de la medicación co-administrada 

 
 

El PB se obtuvo a partir de voluntarios no tratados con el fármaco en estudio y se conservó 

a -20°C hasta el día de uso. Las MRs fueron remitidas al LCCM ✂ FBCB ✂ UNL por los servicios 

de onco-hematología de los hospitales ✡Dr. Orlando Alassia☛ y ✡J.B Iturraspe☛ de la ciudad de Santa 

Fe. Las muestras de plasma se obtuvieron mediante centrifugación de sangre entera heparinizada 

(usando heparina de litio como anticoagulante) a 6000 rpm durante 2 minutos y se analizaron el 

mismo día de recibida la muestra. 
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Todas las soluciones y muestras aquí mencionadas fueron utilizadas durante el desarrollo 

y/o validación del método.  

Medicación  Datos/Procedencia  

Ácido Fólico Material certificado-Farmacopea Europea-Lote 1802 
Vincristina Producto comercial � FILAXIS LABORATORIO � Lote 20108H 
Piperacilina-Tazobactam Producto comercial � FABRA LABORATORIO � Lote 55527 
Ondansetrón Materia prima � LAFEDAR� Lote ZOS 0031114 
Omeprazol Producto comercial � SURAR PHARMA � Certificado: 48117 
Allopurinol  Producto comercial � LAZAR   
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Las soluciones reguladoras (SRs) se prepararon en diferentes concentraciones mediante 

disolución de una cantidad determinada de CH3CO2Na.3H2O p.a. en agua ultrapura y agregado 

de un volumen determinado de ácido acético p.a. controlando el pH mediante el uso de un 

peachímetro recientemente calibrado.  

Para la evaluación del método se utilizaron soluciones stock (SSs) de MTX que se 

prepararon mediante pesada de MTX sódico (polvo liofilizado para solución inyectable) y disolución 

en agua ultrapura para obtener una concentración de aproximadamente 1250 µmol/L. A partir de 

estas SSs se prepararon soluciones intermedias (SIs) mediante dilución en agua ultrapura 

utilizando material volumétrico clase A para obtener concentraciones de 0.50 y 1.00 µmol/L de 

MTX en plasma.  

Para llevar a cabo la revalidación del método se utilizaron SESs de MTX que se prepararon 

mediante pesada del estándar farmacéutico secundario de MTX base y posterior disolución en 

NaOH 0.10 mol/L, lográndose una concentración aproximada de 2500 µmol/L. Las SESs, se 

prepararon diariamente y para cada ensayo en particular. Las concentraciones exactas de las 

SESs preparadas se calcularon en función de las masas pesadas y la potencia del estándar.  

Las SESs se diluyeron con agua ultrapura utilizando material volumétrico clase A para 

obtener una solución estándar intermedia (SEI) en una concentración de 500 µmol/L.  

Las soluciones de trabajo (STs) se prepararon mediante dilución en agua ultrapura 

utilizando material volumétrico clase A a partir de las SESs y SEIs, en las concentraciones objetivo 

indicadas en la Tabla 4.3.   

Las MCs se prepararon en tubos ✡✞✞✡☎✆✆✝✝ ☛✡✆✠✟☎✂✡ ✞✟ ✝✆✝✂✠✝✠✝✟✝✠✞☎ ✆✡ ✂✂✟✠✟ ✄✄ ✆✡ ✄✝ ✝✆☎

✂✟✠✟ ✄✄ ✆✡ ✞✟✔ ✌✁✌ ✆ ✌✁☎ ✆✡ ☛✟☎✡✝✟ ✆✡ ✆✖✂✡☎✡✝ ✌ ☎✠✆✡✞✡✔ ✆✡ ✝✟✞✠✖✝✟✝✠✞☎ ✡☎ ✡✞ ✝✟☎✔✆ ✟☎✟✞✗✂✠✝✆☛ ✟✠✟✟

✂ ✟✟✠✟ ✄☛✆✞✁✄ ✞✟✝✟ ☎✎✄ ✬Tabla 4.3). Las MCs se prepararon en tres días diferentes cada vez que 

se ensayó la curva de calibrado multinivel según los requerimientos del procedimiento de 

validación.   

 

Tabla 4.3: Preparación y rango de concentraciones de las STs y MCs. 

Nivel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

STs 

Volumen SES (µL) - - - - - 500 1500 3000 5000 

Volumen SEI (µL) 25.0 50.0 125 250 500     

Volumen final (mL) 25.0  

Concentración MTX (µmol/L) 0.50 1.0 2.5 5.0 10 50 150 300 500 

MCs  

Volumen ST (µL) 25.0  
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Las MQs se prepararon siguiendo el mismo procedimiento que para las MCs, pero a partir 

de SES y SEI preparadas de manera independiente. Para estas muestras, las STs se obtuvieron 

en cuatro niveles de concentración de manera que permitieran preparar MQs en los niveles que 

se muestran en la Tabla 4.4.  

Las MQs, al igual que las MCs, fueron preparadas en días diferentes según el requerimiento 

de los ensayos de validación. 

 
Tabla 4.4: Preparación y niveles de concentración de las STs y MQs.  

Nivel LIC NB NM NA 

STs 

Volumen SEI (µL) 25.0 75.0 - - 

Volumen SES (µL) - - 2500 3750 

Volumen final (mL) 25.0 

Concentración final MTX (µmol/L) 0.50 1.5 250 375 

MQs 

Volumen ST (µL) 25.0 

Plasma blanco (µL) 225.0 

Concentración final MTX (µmol/L) 0.05 0.15 25.0 37.5 

 

✂✟�✟�✟ ✞✟☛✞✟✡✞✡✂☞☛✎✞☎ ✌☛ ✏✡✠ ✂✑☛✠✞✟✡✠ ✌☛ ✆✏✡✠✂✡  

El pre-tratamiento para las muestras no fue sujeto a modificaciones y se mantuvo según lo 

indicado en el POE_BAM_001 vigente hasta el momento de la actualización. Tanto en la etapa de 

validación como en la aplicación rutinaria del método, el pre-tratamiento de las muestras MBs, 

MCs, MQs y/o MRs se llevó a cabo de la misma manera mediante el siguiente protocolo (Fig. 4.4):  

✟ 250.0 ✄✄ ✆✡ ✞✞✟✔☛✟ ✔✡ ✂✝✟✔✆✟✔✞ ✟ ✒☎ ✂✒✖✆ ✡✞✞✡☎✆✆✝✝ ✆✡ �✠✟ ☛✄✠  

✟ Se agregó 500.0 ✄✄ ✆✡ ✠✁✠� ✔✡ ✟✞✞✠✝✞ ✆✆✝✂✡✍ ✆✒✝✟☎✂✡ ✂✟ ✔✡✔✒☎✆✆✔ ✞✟✝✟ ✞✡✝☛✠✂✠✝ ✞✟

precipitación de proteínas y a continuación se centrifugó a 6000 rpm durante 2 minutos.  

✟ 600.0 ✄✄ ✆✡✞ ✔✆✖✝✡☎✟✆✟☎✂✡ ✔✡ ✂✝✟✔✆✟✔✞ ✟ ✆✂✝✆ ✂✒✖✆ ✡✞✞✡☎✆✆✝✝✝ ✆✡ �✠✟ ☛✄ ✂ ✔✡ ✟✔✝✡✔✞ ✝✟✟.0 

✄✄ ✆✡ ✁�✄✠  

✟ Se aplicó nuevamente vortex durante 20 segundos para permitir la re-extracción de ACN y 

la separación de lípidos del plasma. 

Plasma blanco (µL)     225.0     

Concentración MTX (µmol/L) 0.05 0.10 0.25 0.50 1.0 5.0 15 30 50 
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✟ Finalmente se centrifugó a 6000 rpm durante 2 minutos y 100.0 µL de la fase superior se 

trasvasó a un vial de inyección con inserto para su análisis en el cromatógrafo. 

Figura 4.4: Procedimiento para el pre-tratamiento de las muestras de plasma.  
 
 

✂✟�✟✆✟ ✓☞✠✞☛✂✡ ✍✟☎✂✡✞☎☎✟✄☞☞✍☎  

La actualización del método se basó principalmente en una reevaluación del sistema 

cromatográfico, por lo tanto, se ajustó desde las condiciones iniciales (empleadas desde la 

implementación del método) hasta las condiciones óptimas con las cuales se lograron los objetivos 

propuestos (ver sección 4.4.2.6) 

En la etapa de validación y durante el uso rutinario del método la separación de MTX, su 

metabolito (7-OH MTX), medicación coadministrada y compuestos endógenos (CE) se llevó a cabo 

a 25°C en una columna Zorbax Eclipse XDB C18 (4.6 x 150 mm, 5.0 µm de tamaño de partícula). 

La fase móvil consistió en ACN y SR 400 ± 50 mM a pH=3.65 ± 0.05 con gradiente de elución 

como se indica en la Tabla 4.5, a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min. La temperatura del inyector 

se mantuvo a 25°C y el volumen de inyección fue de ✟✟ ✄✄✠ ✄✟ ☛✆☎✠✂✆✝✠✌✟✝✠✞☎ ✆✡ ☎✎✄ ✂ ☞-OH 

MTX se efectuó a una longitud de onda de 305 nm.      

 
Tabla 4.5: Gradiente de elución de la fase móvil.   

Tiempo 
(min) 

ACN 
(%) 

SR 
(%) 

0.00 90.5 9.50 
2.00 90.5 9.50 
3.00 80.0 20.0 
6.50 80.0 20.0 
7.30 90.5 9.50 
10.0 90.5 9.50 
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En función de los antecedentes evaluados y la actualización propuesta en el marco de 

AQbD para el procedimiento, el ATP quedó definido como: ✁✂✄ ☎✆✄✝✞✟✠✟☎✄☎✟✡✝ ☛☞✌☞☎✞✟✍✄ ✎☞ ✏✑✒

en plasma humano heparinizado en el rango comprendido entre 0.05 ✓ 500.0 µmol/L, con 

✆✝✄ ✍✄✔✟✄✕✟✌✟✎✄✎ ✎☞✌ ✔☞☛✆✌✞✄✎✖ ✟✝✠✖✔✗✄✕✌☞ ✘ ✙✚✛ ✜✘ ✢✣✛ ☞✝ ☞✌ ✂✤✥✦ ✧ ✆✝ ✕ias% ± 15% (± 20% 

☞✝ ☞✌ ✂✤✥✦★ ✄☛☞✩✆✔✄✝✎✖ ☛✆✠✟☎✟☞✝✞☞ ☞✪✄☎✞✟✞✆✎ ☎✖✝ ✆✝✄ ✫✔✖✕✄✕✟✌✟✎✄✎ ✬ ✭✣✛ ✎☞✞☞✔✗✟✝✄✎✄ ☎✖✝ ✆✝

✭✚✛ ✎☞ ☎✖✝✠✟✄✝✮✄ ☞✝ ✆✝ ☎✖✔✞✖ ✞✟☞✗✫✖ ✎☞ ✄✝✯✌✟☛✟☛✰✱  

Para arribar a esta definición se consideraron los aspectos fundamentales del alcance del 

método. Entre ellos se destacan los requerimientos de calidad del resultado de un dosaje de la 

concentración de un fármaco en fluidos biológicos para llevar a cabo MTD, la necesidad de 

disponer del resultado en cortos tiempos, y los objetivos terapéuticos.   

✂✟✂✟✁✟✁✟ ✏☛✁☞✠☞✡✎ ✌☛ ✏☎✠ ☎✠✝☛✞☞✁☎✠ ✞☛✟✡✆✂✑✞☞✍☎✠  

 Actualmente en los centros de salud públicos y privados de la ciudad de Santa Fe y 

alrededores se utilizan las guías de tratamiento elaboradas por el Grupo Argentino de Tratamiento 

de la Leucemia Aguda (GATLA) [212, 213]. En estas guías se describen los esquemas de 

dosificación de MTX para pacientes con LLA, linfomas y otras patologías (Tabla 4.6).  

El rescate con leucovorina se inicia 12 horas pos infusión de MTX con una dosis inicial del 

15 - 30 mg/m2 de SC y se mantiene la dosis cada 6 horas. Sin embargo, si los valores de 

concentración de MTX superan los valores esperados para cada etapa se corrigen de la siguiente 

manera:  

Leucovorina administrada (mg) = concentración plasmática de MTX (µmol/L) x peso corporal (kg).  

 

Tabla 4.6: Tratamientos con MTX según diagnóstico y concentraciones esperadas pos inicio del tratamiento.  

Diagnóstico  Tratamiento Concentración de MTX (µmol/L) pos inicio tratamiento 

LLA  
2g/m2 SC infusión en 24 horas  
 
5g/m2 SC infusión en 24 horas 
 
1 � 2 g/m2 SC infusión en 36 horas  

Infusión en 24 horas   
Hora 24 < 150 
Hora 36 < 3.0 
Hora 42 < 1.0 
Hora 48 < 0.40 
Hora > 48  < 0.25 
Infusión en 36 horas   
Hora 36 < 10.0 
Hora 48 < 0.50 
Hora > 48 < 0.25 

Linfomas  
  

1 - 5g/m2 SC infusión en 24 hora  
Infusión en 24 horas   
Hora 24 < 150 
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Hora 48 < 0.40 
Otros  

3 � 12g/m2 SC infusión en 4 horas  

Infusión en 4 horas   
Hora 24 < 2.0 
Hora 48 < 0.20 
Hora >72  < 0.20 
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El rango de calibración establecido en el POE_VBAM_001 vigente al momento de la 

actualización, estaba comprendido entre 0.05 ✂ 5.0 µmol/L, por lo que permitía cuantificar MTX de 

0.05 ✂ 125 µmol/L luego de aplicar diferentes diluciones a las MRs para las cuales se esperaba 

concentraciones elevadas, acorde al tratamiento recibido por el paciente y la hora de muestreo 

(ver Tabla 4.7).  

 

Tabla 4.7: Diluciones para el procesamiento de la MR según tratamiento y según procedimiento inicial 

Tratamiento 
Muestra  

(en h pos inicio de la infusión) 
Dilución de la Muestra 

12g/m2 SC infusión en 4 horas 24 1/5 
5g/m2 SC infusión en 24 horas 24 1/25 
1 o 2g/m2 SC infusión en 36 horas 36 1/25 

 

En base a esta información, la revisión mencionada en la sección 4.4.1.1, y los rangos de 

concentración plasmática encontrados en los dosajes realizados en el LCCM a lo largo de 12 años, 

de servicio (Tabla 4.8), se redefinió el rango de calibrado y la estrategia de dilución. El nuevo rango 

analítico se fijó en 0.05 ✂ 50.0 µmol/L y se estableció una única dilución de 1/5 (conformada por 

50.0 µL de MR y 200.0 µL de PB), para MRs correspondientes a 24 horas pos inicio de la infusión. 

Esta estrategia permite cuantificar MTX en concentraciones de 0.05 ✂ 500.0 µmol/L.  

 

Tabla 4.8: Rango de concentraciones de MTX halladas en el LCCM según diagnósticos.  

Concentración de MTX (µmol/L) LLA Linfomas y otros 

Valores máximos 167.0  60.0  

Rango de concentración frecuente 30.0 � 60.0  25.0 � 50.0  

 

✂✟✂✟✙✟ ✏☛✌☞✠☛☎☎ ✌☛✏ ✂✂✞☎✌☎ 

✂✟✂✟✙✟✁✟ ✓☞✠✞☛✂✡ ✡✎✡✏☛✞☞✍☎ ☞✎☞✍☞✡✏  

El método analítico objeto de actualización en el presente capítulo, comprendía el siguiente 

sistema cromatográfico:  
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✟ Columna cromatográfica: Fase estacionaria C18 ligada a partículas esféricas de sílice 

completamente porosa de 5.0 µm de diámetro con las siguientes dimensiones: 4.6 x 150 mm.   

✟ Fase móvil: integrada por ACN y una SR compuesta por acetato de sodio/ácido acético 1000 

mM a pH= 3.50.  

✟ Velocidad de flujo 1.5 mL/min.  

✟ Modo de elución: gradiente de elución según se indica en la Tabla 4.5 de la sección 4.3.6.     

✟ Volumen de inyección: 50 µL.   

✟ Detección: longitud de onda de 305 nm.  

✟ Temperatura del horno de la columna: 25°C.  

✟ Tiempo de corrida: 10.0 min.   

En estas condiciones cromatográficas MTX eluye a un tiempo de retención de 3.80 min y el 

7-OH✂MTX a los 6.50 min.  
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Mediante la aplicación de Diagramas de Ishikawa (Fig. 4.5), se formalizó la identificación de 

los factores del sistema cromatográfico que podrían tener efecto sobre la calidad del método. 

Dentro de ellos, y en base al conocimiento ya adquirido en el uso del método, se decidió dejar 

varios de estos factores en sus niveles iniciales y estudiar experimentalmente el efecto de la 

concentración y el pH de la SR, de la velocidad de flujo de la fase móvil y de la temperatura del 

horno de la columna para determinar si los mismos constituían CMPs.   

 
Figura 4.5: Diagramas de Ishikawa para la identificación de riesgos. Factores asociados al rendimiento del sistema 
cromatográfico. Los factores evaluados se indican en celeste.    
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Se definieron como CMAs las respuestas relacionadas con la selectividad, la sensibilidad y 

la precisión del método: 

✟ Área de MTX: relacionada con la sensibilidad. 

✟ Factor de cola de MTX: relacionado con la selectividad y precisión. 

✟ Ancho de pico de MTX: relacionado con la selectividad y precisión. 

✟ Resolución del pico de MTX con CEs, con 7-OH-MTX o con la medicación coadministrada: 

relacionada con la selectividad. 
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Los efectos de los factores seleccionados para evaluar experimentalmente se estudiaron 

mediante una estrategia combinada de análisis uni y multivariado.   
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Al evaluar los niveles de los factores en el procedimiento inicial, se comprobó que la 
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concentración de la SR de la fase móvil era muy elevada (1000 mM) en comparación a la propuesta 

por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) en la monografía de MTX (aproximadamente 300 

mM) [214]. De la misma manera, se observó que en el trabajo de revisión realizado por Rubino[203] 

sobre métodos cromatográficos para la determinación de MTX en diversas matrices, las SRs 

empleadas habitualmente estaban en el rango de 10.0 a 200 mM.  

Teniendo en cuenta esta información y con el objetivo de introducir una mejora al método, 

se evaluó el impacto de disminuir la concentración de la SR sobre el comportamiento del analito 

en el sistema cromatográfico. El interés en disminuir la concentración de la SR se basa en el hecho 

de que las sales producen un gran desgaste en los componentes del cromatógrafo, generando 

mayores costos de mantenimiento del instrumento.    

Para esta evaluación se prepararon SRs de distintas concentraciones molares para 

conformar la fase móvil (siempre de pH=3.50) y se evaluó la forma y el ✞� del pico de MTX. Todos 

los demás parámetros del sistema se mantuvieron en los niveles basales, por lo que se realizó un 

análisis univariado del factor concentración de la SR.   

 

 
Figura 4.6: Cromatogramas registrados a 305 nm en las condiciones cromatográficas vigentes de una muestra de 
plasma fortificado con MTX (1.0 µmol/L) utilizando diferentes concentraciones de la SR a pH= 3.50 en la fase móvil: 
(1) 1000 mM, (2) 500 mM, (3) 250 mM y (4) 125 mM.   
 

Cómo se muestra en la Figura 4.6 a medida que disminuyó la concentración salina, 

aumentó el tiempo de retención de MTX y en particular, a una concentración aproximada de 250 

mM el pico de MTX se deformó. Estos resultados evidenciaron que la concentración salina de la 

SR es un parámetro con un efecto significativo sobre el método, por lo que realmente constituía 

un CMP. 
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Teniendo en cuenta las constantes de disociación de la molécula de MTX [215] se 

seleccionaron y evaluaron 3 (tres) pH diferentes en la SR de la fase móvil: 3.50, 4.00 y 5.00. En 

todos los casos la concentración salina se mantuvo constante en 300 mM, ya que en evaluaciones 

anteriores (sección 4.4.2.5.1) se observó que concentraciones menores aumentaban el tiempo de 

retención y favorecían la deformación del pico del analito. Los demás parámetros del sistema se 

mantuvieron en sus niveles basales.   

En la Figura 4.7, se muestra el efecto significativo que posee el pH de la SR sobre los 

parámetros del pico, produciendo una disminución en el tiempo de retención a medida que 

aumenta la basicidad de la SR. Con ambos pH extremos, 3.50 y 5.00, se obtuvo una forma de pico 

aceptable, seleccionándose como segundo factor a evaluar en la etapa de optimización. 

 

 
Figura 4.7: Cromatogramas registrados a 305 nm en las condiciones cromatográficas vigentes de una muestra de 
plasma fortificado con MTX (1.0 µmol/L) utilizando diferentes pH de una SR de 300 mM en la fase móvil: (1) pH=5.00, 
(2) pH=4.00 y (3) pH=3.50.   
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En base a lo mencionado en la sección 4.4.3.1, se verificó el comportamiento de algunos 

fármacos con el sistema cromatográfico modificado, con el fin de completar el estudio de 

selectividad del método.  

Para llevar a cabo esta evaluación, se prepararon soluciones acuosas de cada fármaco a 

partir de preparados farmacéuticos comerciales (inyectables o comprimidos según el caso) y se 

utilizaron para fortificar PB en concentraciones adecuadas para obtener buena señal analítica. 
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Inyectando los extractos de estas muestras en el sistema cromatográfico con fase móvil 

compuesta por SR 300 mM y pH= 3.50, se observó que ninguno de estos fármacos generaba 

señal analítica en las proximidades del pico de MTX; excepto el AF ya que eluye en las 

proximidades del tiempo de retención del MTX y tiene un espectro de absorción similar al analito. 

Por lo que se decidió evaluar solamente al AF en la etapa de optimización del sistema.  
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Para evaluar conjuntamente la influencia de temperatura del horno de la columna y la 

velocidad de flujo de la fase móvil sobre el sistema cromatográfico, se utilizó un DFF, con 2 factores 

en dos niveles (+1, -1), con tres puntos centrales.  

En base a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, la concentración de la SR se 

estableció en 300 mM y el pH en 3.50.  

En la Tabla 4.9 se muestran los rangos experimentales analizados. En este entorno 

experimental se evaluaron los siguientes CMAs: área de MTX (✞☎), factor de cola (✞✆), ✡☛ AF ✂ 

MTX (✞✝) y ✡☛ MTX ✂ 7-OH MTX (✞✟).  

  

Tabla 4.9:  Posibles CMPs y rangos experimentales evaluados  

Posibles CMPs ✠ Factores (✡)  Descripción Rango Experimentales 

✡☛ Temperatura del horno de la columna  25 � 40ºC  

✡☞ Velocidad de flujo de la fase móvil 1.50 � 2.00 mL/min.  

 

Para el trabajo experimental se utilizó un pool de remanentes de plasmas de pacientes 

previamente analizados en el servicio de MTD del LCCM. Los plasmas correspondieron a 42 ✂ 48 

horas pos infusión con el fin de disponer de buena SA del 7-OH-MTX. A un volumen determinado 

de plasma, se le adicionaron alícuotas de una solución de AF y de una solución de MTX de manera 
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obtenidos de aplicar el DFF se muestran en la Tabla 4.10. 
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Como puede observarse en la Figura 4.8 los efectos de los factores resultaron significativos 

para dos de los CMAs estudiados, ✞✝ e ✞✟ (Fig. 4.8 C y D), por lo que se verificó que estos 

factores constituían también CMPs. Sin embargo, los efectos de estos factores sobre ✞☎ e ✞✆ 

resultaron no significativo (Fig. 4.8 A y B). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.8: Graficas de Pareto de cada una de las respuestas estudiadas: A) ✁✄, área de MTX, B) ✁�, factor de cola 
del pico de MTX, C) ✁☎, Resolución entre AF - MTX y D) ✁✟, Resolución entre MTX � 7-OH MTX. Efecto positivo en 
color naranja y efecto negativo en color azul. 

Tabla 4.10: Plan de pruebas experimentales y resultados del DFF 

Corrida 
Posibles CMPsa CMAsb 

✡☛ 

(ºC) 
✡☞ 

(mL/min) 
✠☛ ✠☞ ✠✡ ✠☛ 

1 25  1.50  26074  1.07  10.4  3.82 
2 40  1.50  26397  0.89  8.78  3.96  
3 25  2.00  19358  0.90  9.06  4.12  
4 40  2.00  25909  1.34  6.61  4.86  
5 33  1.75  22734  0.91  8.64  4.16  
6 33  1.75  23003  0.89  8.59  4.15  
7 33  1.75  22354  0.89  8.97  4.18  

Rango de Respuestas 
Mínimo 19358 0.89 8.59 3.82 

Máximo 26397 1.34 10.4 4.86 
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Respecto al efecto de los CMPs sobre ✞✝ e ✞✟ resulta interesante observa que mientras 

ambos factores ejercen un efecto negativo sobre ✞✝, indicando una disminución de la ✡☛ entre 

MTX y AF a medida que aumentan los valores de temperatura del horno de la columna y de la 

velocidad de flujo, el efecto es contrario sobre la ✡☛ de MTX con su metabolito, la cual se ve 

favorecida por un aumento de la temperatura y de la velocidad de flujo. 

Además, se observó que ambas resoluciones fueron superiores al mínimo requerido de 1.5 

(criterio establecido en el POE_VBAM_001), lo que permitió un adecuado margen experimental 

para optimizar las respuestas. 
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En base a los resultados obtenidos y siendo un parámetro instrumental fácilmente 

controlable, se decidió fijar la velocidad de flujo, en un valor conveniente de 1.5 mL/min a los fines 

de simplificar la etapa de optimización.  

Los niveles evaluados de cada CMP en esta etapa se muestran en la Tabla 4.11. Dos de 

los CMPs son factores difíciles de cambiar en un sistema cromatográfico: la concentración y el pH 

de la SR, por lo que se decidió utilizar en esta oportunidad un diseño sencillo de implementar en 

esta situación, tal como el DSP. El proceso experimental se llevó a cabo en dos días siguiendo un 

orden aleatorio para asegurar la independencia de los resultados y minimizar los efectos de los 

factores no controlados.  

 

 Tabla 4.11: Posibles CMPs y rangos experimentales evaluados en el DSP 

Posibles CMPs ✠ Factores (✡)  Descripción Rango Experimentales 

✡☛ Concentración de la SR de la fase móvil 300 � 500 mM 

✡☞ pH de la SR de la fase móvil 3.50 � 5.00  

✡✡ Temperatura del horno de la columna  25 � 40°C 

 

Para recabar información detallada sobre el desempeño del método al analizar muestras 

con baja concentración del analito (dosajes de hora 42 ✂ 48 pos infusión); en las que se vuelve 

significativa la SA de los CEs, se utilizó un pool de MRs remanentes de pacientes obtenidos a las 

48 horas pos infusión. Esta muestra presentaba una SA importante de 7-OH-MTX y se fortificó 

sucesivamente con AF y MTX para lograr una concentración aproximada de 1.0 µmol/L y 0.5 

µmol/L, respectivamente. En una evaluación inicial de la muestra fortificada utilizando una fase 

móvil compuesta por una concentración de la SR de 300 mM y pH= 3.50, se observó que el AF 

puede coeluir con un compuesto endógenos del plasma (C0), lo que se manifestó en el aumento 

de la SA en el mismo ✞� de C0 (Tabla 4.12 y Fig. 4.9) y en el análisis de perfiles espectrales (Fig. 
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4.10). Otra observación importante del análisis de esta muestra fue la presencia de otros CEs. Un, 

CE1, que eluye entre AF y MTX, y otro, CE2, que eluye entre MTX y 7-OH-MTX.  

a El área corresponde solo al compuesto endógeno (C0) 
b El área corresponde a la sumatoria del C0 y AF 1.0 µmol/L. 
 
 

Figura 4.9: Cromatogramas registrados a 305 nm de un pool de plasmas remanentes de MRs (negro), pool de plasma 
fortificado con AF 1.0 µmol/L (rojo) y pool de plasma fortificado con AF 1.0 µmol/L y MTX 0.50 µmol/L. 
 

Figura 4.10: Perfil del pico correspondiente a la sumatoria de AF y C0 que eluye a un tiempo de retención de 2.73 
min., registrado a diferentes longitudes de onda (280 � 330 nm, cada 5 nm).  

Tabla 4.12: Resultados de la evaluación del pool de plasma fortificado con bajos niveles de MTX y AF.  

Muestra tR de C0 y/o AF Área de C0 y/o AF ✟� MTX Área de MTX 

Pool de plasma 2.645 18037a 5.653 11333 
Plasma fortificado con AF  2.811 214527b 5.679 12387 
Plasma fortificado con AF y MTX  2.730 216434 5.590 33235 
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Teniendo en cuenta el análisis de este pool de muestra, los CMAs analizados en esta etapa 

fueron: factor de cola de MTX (✞☎), ancho 5% pico MTX (✞✆), altura pico MTX (✞✝), ✡☛ CE1 ✂ 

MTX (✞✟), ✡☛ MTX ✂ CE2 (✞✄), ✞� 7-OH MTX (✞�), ✡☛ AF ✂ MTX (✞✁), ✡☛ MTX ✂ 7-OH MTX 

(✞✂) y área de pico MTX (✞☎). Los criterios de aceptación establecidos para cada CMA se 

muestran en la Tabla 4.13.   

 La matriz experimental y las respuestas obtenidas al ejecutar el DSP se muestran en la 

Tabla 4.14. Como se observa, los CMAs alcanzaron valores aceptables en la mayoría de las 

corridas cromatográficas.  

 

Tabla 4.13: Criterios de aceptación de los CMAs  

CMAs ✠ Respuestas (✠)  Descripción Criterio de aceptación  

✠☛ Factor de cola ✆ ✛✬✴✴ 

✠☞ Ancho de pico cromatográfico 5% MTX ✆ 0.500 

✠✡ Altura del pico cromatográfico de MTX ✝ ✗✣✴✴ 

✠☛ ✆✝ CE1 � MTX ✆ ✗✬✣✴ 

✠✟ ✆✝ MTX� CE2 ✆ ✗✬✣✴ 

✠✞ ✠✡ 7-OH-MTX ✆ ✗✴✬✴✴ 

✠☛ ✆✝ AF � MTX ✆ ✗✬✣✴ 

✠☞ ✆✝ MTX � 7-OH-MTX ✆ ✗✬✣✴ 

✠✌ Área del pico cromatográfico de MTX ✝ ✛✴✴✴✴ 

 

Tabla 4.14: Plan de pruebas experimentales y resultados del DSP.      

Corrida Grupo  

CMPsa CMAsb 

✡☛ 

(mM) 
✡☞ 

✡✡ 

(°C) 
✠☛ ✠☞ ✠✡ ✠☛ ✠✟ 

✠✞ 

(min) 
✠☛ ✠☞ ✠✌ 

1 
1 

500 5.00 27 0.802 0.496 1454 3.45 1.35 5.35 3.45 12.6 21452 

2 500 5.00 40 0.821 0.453 1595 3.42 1.71 4.92 3.42 12.8 21702 

3 
2 

300 4.94 40 0.834 0.448 1542 4.01 1.60 5.36 4.01 12.2 21806 

4 300 4.94 26 0.746 0.605 1265 4.06 1.26 5.70 4.06 11.8 21462 

5 

3 

466 3.50 25 1.000 0.300 2413 4.99 0.65 6.54 4.99 19.6 22744 

6 466 3.50 40 1.042 0.449 1738 3.13 4.46 6.44 3.13 19.8 22599 

7 466 3.50 32 1.000 0.400 1727 3.40 0.40 6.48 3.40 20.9 22143 

8 
4 

407 5.00 35 0.804 0.504 1408 3.45 1.62 5.25 3.45 12.9 21311 

9 407 5.00 25 0.771 0.553 1268 3.54 1.45 5.49 3.54 12.8 20759 

10 

5 

382 4.24 25 0.874 0.513 1467 2.10 5.21 6.22 2.10 27.2 22243 

11 382 4.24 33 0.973 0.522 1590 1.57 6.35 6.14 1.57 28.5 22916 

12 382 4.24 33 0.925 0.551 1525 1.51 6.23 6.14 1.51 28.8 22975 

13 
6 

500 4.19 32 0.966 0.454 1814 1.88 5.75 6.14 1.88 28.0 23456 

14 500 4.19 40 0.963 0.408 1958 1.68 6.72 6.11 1.68 27.1 24235 
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15 500 4.19 25 0.911 0.454 1595 2.14 5.78 6.17 2.14 28.9 21261 

16 
7 

382 4.24 32 0.900 0.500 1358 1.63 6.16 6.16 1.63 29.4 21592 

17 382 4.24 40 0.901 0.491 1608 1.36 6.12 6.11 1.36 28.7 22896 

18 

8 

300 3.50 40 0.945 0.512 1642 2.40 3.98 6.43 2.40 22.6 24035 

19 300 3.50 32 0.893 0.545 1620 2.72 3.22 6.47 2.72 22.5 24101 

20 300 3.50 25 0.926 0.434 1992 3.36 3.07 6.50 3.36 20.9 22521 

Rango de respuestas  Mínimo 0.746 0.300 1265 1.36 0.40 4.92 1.36 11.8 20759 
Máximo  1.042 0.605 2413 4.99 6.72 6.54 4.99 29.4 24235 

✌ ✦✙✦☞✡ ✞✄✡ ✖✓✘✖✎✘✛✜✑✖✔✗✘ ✒✎ ✲✑ ✸✤ ✧✏✙✩✭ ✞�✡ ✢✪ ✒✎ ✲✑ ✸✤ ✚ ✞☎✡ ✛✎✏✢✎✜✑✛✍✜✑ ✒✎✲ ✄✓✜✘✓ ✒✎ ✲✑ ✖✓✲✍✏✘✑ ✧�✦✩✬  
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Particularmente, tres de las respuestas estudiadas, ✞✁, ✞✂ e ✞☎, resultaron no afectadas 

en el entorno experimental evaluado y no se tuvieron en cuenta en el análisis posterior. Para las 

otras respuestas (✞☎ a ✞�), se construyeron los modelos de regresión lineal múltiple y los mismos 

se ajustaron mediante ANOVA. Los términos no significativos del modelo (valor p > 0.10) fueron 

eliminados, excepto aquellos necesarios para mantener la jerarquía (Tabla 4.15).  

 
   Tabla 4.15: Análisis de los modelos ajustados de cada una de las CMA evaluadas 

CMA Rango Modelo Términos significativos (xi/Xi) a 
Termino 

adicionadob  
✓✁ 
✂✄☎✆ 

✠☛ 0.716 � 1.042 Lineal  
✡☛✝✡☞,  

✟✡ 
-  0.8751 

✠☞ 0.300 � 0.605 Cúbico 
✡☛✝✡☞✝✡☛✡☞✝ ✡☛✡✝✡☞✡✝ ✡☛✡✡☞ 

✟✡✝✡☛✟✡✝ ✡☞✟✡✝ ✟✡✡✝ 

✡☞✟✡✡✝✡☛✡✟✡✝ ✟✡✞ 
✡☛✡✝ ✟✡✡ 0.9058 

✠✡ 1265 � 2413  Cúbico 
✡☛✝✡☞✝✡☛✡☞✝ ✡☛✡✝✡☞✡✝ ✡☛✡✡☞ 
✟✡✝✡☛✟✡✝ ✡☞✟✡✝ ✟✡✡✝ ✡☛✡✟✡ 

✡☞✡✟✡✝✡☞✟✡✡✝ ✟✡✞ 

✡☛✡☞✝✡☞✡✝ ✡☛✟✡✝ 

✡☞✟✡✝ ✟✡✡  
0.9034 

✠☛ 1.36 � 4.99  Cúbico 
✡☛✝✡☞✝ ✡☛✡☞✝✡☞✡✝ 

✟✡✝✡☛✟✡✝✡☞✟✡✝ ✟✡✡✝✡☛✡☞✟✡✝ 
✡☞✟✡✡✝ ✟✡✞ 

✡☛✝✡☛✟✡ 0.9695 

✠✟ 0.40 � 6.72  Cuadrático 
✡☛✝ ✡☞✝✡☛✡☞✝✡☞✡ 

✟✡✝✡☛✟✡✝✡☞✟✡✝ ✟✡✡✝✡☛✡☞✟✡✝  

✡☛✟✡✡✝✡☞✟✡✡ 
✡☞✝✡☛✟✡✝ ✟✡✡ 0.9289 

✠✞ 4.92 � 6.54  Cuadrático 
 ✡☛✝✡☞✝✡☛✡☞✝✡☞✡ 

✟✡✝✡☞✟✡✝✡☞✡✟✡ 
- 0.9977 

a  ✞✠ representa los fatores difíciles de cambiar del WP e ☛✠ el factor fácil de cambiar del SP.  
b Termino adicionado para mantener la jerarquía.  
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Para determinar el OWP se llevó a cabo la optimización numérica simultánea de los CMAs 

y los CMPs maximizando la función deseabilidad D. Los criterios para lograr esas condiciones 

experimentales óptimas de operabilidad se seleccionaron en base a los objetivos y límites 

especificados que se muestran en la Tabla 4.16.  

 

Tabla 4.16: Condiciones para la optimización numérica y gráfica  

Parámetro Objetivo 
Límites 

Importancia 
Inferior Superior 

CMPs 

✡☛ Minimizar  300 500 3 

✡☞ En rango 3.50 5.00 3 

✡✡ En 25°C 25 40 3 

CMAs 

✠☛ En 1 0.900 1.042 3 

✠☞ Minimizar 0.300 0.500 3 

✠✡ Maximizar 2000 2413 3 

✠☛ Maximizar 2.00 4.99 3 

✠✟ Maximizar 2.00 6.73 3 

✠✞ Minimizar 4.92 6.54 3 

 

El resultado del proceso de optimización numérica arrojó como condiciones estables 

(D=0.351) una concentración de la SR= 400 mM y un pH= 3.65 a una temperatura del horno de la 

columna 25°C. En estas condiciones, las respuestas predichas por los modelos ajustados, con 

sus respectivos intervalos de tolerancia al 95 % (Confianza del 95%), fueron: ✞☎ = 0.944 (0.791 ✂ 

1.097), ✞✆ = 0.424 (0.316 ✂ 0.532), ✞✝ = 2241 (1713 ✂ 2769), ✞✟ = 3.55 (2.86 ✂ 4.24), ✞✄ = 3.12 

(0.83 ✂ 5.41) e ✞� = 6.48 (6.40 ✂ 6.56). 

En simultaneo a este análisis, se realizó la superposición de las gráficas de contorno de los 

modelos ajustados de todas CMAs evaluados como se muestra en la Figura 4.11 A, donde se 

observa un área de color amarillo que representa al MODR. Dentro del MODR se definió el EC 

(representado por un rectángulo en rojo), el que incluye al OWP, como se muestra en la Figura 

4.11 B. 

Como resultado de este análisis quedaron establecidas las siguientes condiciones 

experimentales para el EC: temperatura del horno de la columna en 25°C, la velocidad de flujo en 

1.5 mL/min, la concentración de la SR en 400 ± 50 mmol/L y el pH 3.65 ± 0.05.  
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Figura 4.11: Superposición de gráficos de contorno de los modelos ajustados de todas los CMAs en el entorno 
experimental evaluado A) entorno experimental evaluado donde la región amarilla representa el MODR. B) 
delimitación del espacio de control (EC): temperatura del horno 25°C, concentración de la SR 350 � 450 mM y pH de 
la SR 3.60 � 3.70. 
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Corrida  

CMPs CMAs 

✡☛ 

(mM) 
✡☞ ✠☛ ✠☞ ✠✡  ✠☛ ✠✟  ✠✞ 

1 450 3.60 0.930 0.359 2517 2.59 3.24 6.48 
2 450 3.70 0.989 0.385 2297 1.82 3.95 6.44 
3 350 3.70 0.942 0.282 3104 - 3.35 6.49 
4 350 3.60 0.929 0.288 3071 2.08 2.74 6.51 
5 350 3.60 0.954 0.270 2929 2.68 2.78 6.50 
6 400 3.65 0.915 0.369 2344 2.74 2.99 6.48 
7 400 3.65 0.889 0.355 2424 2.85 3.05 6.51 
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8 400 3.65 0.878 0.362 2539 2.81 2.86 6.51 
9 350 3.70 0.859 0.376 2438 3.21 2.95 6.48 

10 400 3.65 0.891 0.395 2311 2.64 2.87 6.50 
11 450 3.60 0.922 0.413 2207 2.23 3.18 6.48 
12 450 3.70 0.953 0.412 2086 2.84 3.40 6.45 
13 400 3.65 0.897 0.378 2382 3.05 3.04 6.49 
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Figura 4.12: Cromatograma registrado a 305 nm de un plasma blanco (negro) y un plasma de un paciente (hora 42 
pos infusión) con una concentración aproximada de MTX de 0.5 µmol/L (rojo) en las condiciones del punto óptima de 
trabajo: temperatura del horno de la columna 25°C, concentración de la SR 400 mM y pH 3.65.  
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Finalizadas las etapas de definición del EC y selección del OWP, se llevó a cabo la 

revalidación del método para demostrar, mediante evidencia objetiva, que el rendimiento del 

mismo esté en concordancia con el ATP.  

En primer lugar, se redactaron el Procedimiento Operativo Estándar Bioanalítico de 

Medicamentos para la determinación de metotrexato en plasma humano (POE_BAM_001 Ed. 

3/Rev. 2) y el correspondiente Procedimiento Operativo Estándar de Validación (POE_VBAM_001 
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Ed. 2/Rev. 1), ambos documentos pertenecientes al Sistema de Gestión de la Calidad del LCCM 

✂ FBCB - UNL.  

Los parámetros de rendimiento del método evaluados fueron: selectividad, curva de 

calibrado y modelo de predicción, precisión intra-ensayo e inter-ensayo, sesgo, exactitud 

(evaluación conjunta del sesgo y precisión).   

✂✟✂✟�✟✁✟ ✓☛✏☛✍✞☞✁☞✌✡✌  

Como se mencionó anteriormente, la selectividad se abordó desde el inicio de la evaluación 

del método, estableciendo las condiciones de trabajo que garantizaron la capacidad del método 

de discriminar la señal analítica de MTX de compuestos endógenos del plasma, del metabolito 7-

OH-MTX y medicación coadministrada teniendo en cuenta la variabilidad interindividual. 
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Para establecer la relación entre la SA y la concentración exacta de MTX en las muestras 

se construyó una curva de calibrado multinivel con las MCs descritas en la Tabla 4.3 de la sección 

4.3.4, con nueve niveles de concentración por duplicado cada nivel en tres días diferentes.  

Los resultados obtenidos del análisis de regresión en un día de trabajo se muestran en la 

Tabla 4.18.  Resultados similares se obtuvieron para los otros dos días. 

 

Tabla 4.18: Parámetros de regresión estimados a partir de una curva de calibrado multinivel.   

Parámetros  MTX 

Rango analítico (µmol/L)  0.05 � 50.0  
R2 0.9998 
Peso  1/CN 
Pendiente (b) 43485.2 
   Sb 144.2 
Ordenada al origen (a) 92.0 
   Sa 218.7 
   IC 95% �-317.5 � 555.6✁  
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Precisión (n=5 por nivel)  
MTX 

CVr(%)a CVi(%)b 

LIC 7.4 6.3 
3 x LIC 2.0 2.3 
0.5 x LSC 3.6 2.3 
0.75 x LSC 1.0 1.1 

Sesgo (n=5 por nivel) (b%)c 

LIC -4.2 
3 x LIC -12.7 
0.5 x LSC -4.4 
0.75 x LSC -2.81 

Exactitud (n=20) ☛ S✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
✡☛�✁☞✂✄☞ ✑ 

�☞✖ 

 3.9 5.4 

 Intervalo de Tolerancia de ✂ (✟= 0.90, � = 0.05) 

 LI-Td LS-Te 
 -8.9 17.0 
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✟ Resolución entre MTX y cualquier pico correspondiente a compuestos endógenos debe 
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✟ El bias% en la predicción de la concentración de los analitos en las MQs obtenida con 

la curva de calibración vigente debe ser ±15.0%.  

✟ ✁✞ ✁✞ ✡☎✂✝✡ ✞✟✔ ✝✕✞✞✠✝✟✔ ✆✡ ✞✟✔ ☎✺✔ ✆✡✖✡ ✔✡✝ ✄ �✟✠✟✠✠   



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
✡☛�✁☞✂✄☞ ✑ 

�☞✌ 

✄✟ ✠☛✞✞✡☛✡☎✂✟✝✠✞☎ ✆✡ ✡✔✂✆✔ ✝✝✠✂✡✝✠✆✔ ✆✡ ✟✝✡✞✂✟✝✠✞☎ ✟✔✡✔✒✝✟ ✡✞ ✝✒☛✞✞✠☛✠✡☎✂✆ ✆✡✞ ✠✎✄� ✂

☛✠☎✠☛✠✌✟ ✡✞ ✝✠✡✔✔✆ ✆✡ ✝✆☛✡✂✡✝ ✡✝✝✆✝✡✔ ✡☎ ✞✟ ✝✒✟☎✂✠✝✠✝✟✝✠✞☎ ✆✡ ☎✎✄ ✡☎ ✞✟✔ ☛✒✡✔✂✝✟✔ ✝✡✟✞✡✔✠  

✆✠☎✟✞☛✡☎✂✡� ✔✡ ✠☎✝✆✝✞✆✝✞ ✡✞ ✒✔✆ ✆✡ ✝✟✝✂✟✔ ✝✆☎✂✝✆✞ ✞✟✝✟ ✞✆✔ ✞✟✝✕☛✡✂✝✆✔ ✖✠✟✔✠ ✂ ✁✞ ✆✡ ✞✟✔

☎✺✔� ✝✆☛✆ ✠☎✔✂✝✒☛✡☎✂✆ ✞✟✝✟ ✡✞ ✔✡✔✒✠☛✠✡☎✂✆ ✆✡✞ ✆✡✔✡☛✞✡✑✆ ✆✡✞ ☛✕✂✆✆✆ ✝✆☛✆ ✟✔✗ ✂✟☛✖✠✕☎ ✞✟✝✟ ✞✟

✆✡✂✡✝✝✠✞☎ ✆✡ ✂✡☎✆✡☎✝✠✟✔ ✝✡✞✟✂✠✆✟✔ ✆✡ ✞✆✔ ✝✡✔✒✞✂✟✆✆✔ ✆✖✂✡☎✠✆✆✔✠ ✄✟✝✟ ✞✟ ✝✆☎✔✂✝✒✝✝✠✞☎ ✆✡ ✞✟✔ ✝✟✝✂✟✔

✝✆☎✂✝✆✞ ✔✡ ✡✔✂✟✖✞✡✝✠✞☛ 

✟ Bias%: límites de control superior (LCS) e inferior (LCI) como el valor correspondiente 

a 2 (dos) veces el valor del desvío estándar general del bias%, ✌☛ ✬✆✡✝ Tabla 4.19 de 

la sección 4.4.7.5). Es decir ± 2 S✠ (5.4), para ambas MQ y límites de acción igual al 

criterio establecido para la evaluación de desempeño del método, en el ATP, ±15.0%.  

✟ CV: límite de control (LC) igual a 3 (tres) veces el valor del CVi obtenido durante la 

recalificación del método (ver Tabla 4.19 de la sección 4.4.7.5), para las 

concentraciones más próximas a las MQ evaluadas. De esta manera, para la MQ de 

concentración igual a 0.25 µmol/L se utilizó el valor de CVi obtenido para la MQ = 3 x 

LIC (2.3%) y para la MQ de concentración igual 15.0 µmol/L el CVi obtenido para la 

MQ de 0.50 x LSC (2.3%).  Como límite de acción (LA) se utilizó el criterio de 

aceptación establecido en el ATP, ✁✞ ✄ �✟✠✠   
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✞✟✔ ✝✟✝✂✟✔ ✝✆☎✂✝✆✞ ✞✟✝✟ ✞✆✔ ✞✟✝✕☛✡✂✝✆✔ ✆✡ ✆✡✔✡☛✞✡✑✆ ✬✖✠✟✔✠ ✂ ✁✞✭ ✝✆☎ ✞✟✔ ✓✒✡ ✔✡ ✝✡✟✞✠✌✟

✟✝✂✒✟✞☛✡☎✂✡ ✡✞ ☛✆☎✠✂✆✝✡✆ ✝✆☎✂✠☎✒✆ ✆✡ ✞✟ ✟✞✂✠✂✒✆ ✆✡✞ ✔✠✔✂✡☛✟ ✝✝✆☛✟✂✆✔✝✕✝✠✝✆ ✡☎ ✝✟✆✟ ✝✆✝✝✠✆✟

✟☎✟✞✗✂✠✝✟✠  

✌✡ ✞✆✔✝✞ ✡☎✂✆☎✝✡✔ ✔✠☛✞✞✠✝✠✝✟✝ ✂ ☛✡✘✆✝✟✝ ✡✞ ✆✡✔✡☛✞✡✑✆ ✆✡ ✒☎ ☛✕✂✆✆✆ ✟☎✟✞✗✂✠✝✆ ✆✠✔✡☎✂✡

✔✡☎✡✝✟☎✆✆ ✒☎ ✝✆☎✆✝✠☛✠✡☎✂✆ ✞✝✆✝✒☎✆✆ ✔✆✖✝✡ ✔✒ ✝✒☎✝✠✆☎✟☛✠✡☎✂✆ ✂ ✆✡ ✡✔✂✟ ☛✟☎✡✝✟ ✔✟✝✟☎✂✠✌✟✝ ✞✟

✝✟✞✠✆✟✆ ✆✡ ✞✆✔ ✝✡✔✒✞✂✟✆✆✔ ✠☎✝✆✝☛✟✆✆✔ ✞✆✝ ✡✞ ✔✡✝✆✠✝✠✆ ✆✡ ☎✎✏ ✆✡✞ ✄✁✁☎✞✆✝✁✝✞✟✠✄� ✓✒✡ ✔✡

✡☎✝✒✡☎✂✝✟ ✟ ✆✠✔✞✆✔✠✝✠✞☎ ✆✡✞ ✔✠✔✂✡☛✟ ✆✡ ✔✟✞✒✆ ✞✆✝✟✞ ✂ ✟✞✝✡✆✡✆✆✝✡✔✠  
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VI. CONCLUSIONES   

✁✞ ✞✝✡✔✡☎✂✡ ✂✝✟✖✟✘✆ ✆✡ ✂✡✔✠✔ ✟✖✆✝✆✞ ✆✠✝✡✝✡☎✂✡✔ ✕✝✡✟✔ ✂✡☛✕✂✠✝✟✔ ✝✆☎ ✡✞ ✆✖✘✡✂✠✆✆ ✆✡ ✝✆☎✂✝✠✖✒✠✝

✟✞ ✆✡✔✟✝✝✆✞✞✆ ✆✡✞ ✖✠✆✟☎✕✞✠✔✠✔ ✡☎ ✔✡☎✡✝✟✞ ✂ ✟✞ ☎✎✏ ✡☎ ✞✟✝✂✠✝✒✞✟✝� ✒✂✠✞✠✌✟☎✆✆ ✠☎✔✂✝✒☛✡☎✂✟✝✠✞☎ ✆✡

☛✡✆✠✟☎✟ ✝✆☛✞✞✡✘✠✆✟✆ ✂ ✑✡✝✝✟☛✠✡☎✂✟✔ ✆✡ ✠✺✖✏✠ 

✁✞ ✡✔✂✒✆✠✆ ✆✡✂✟✞✞✟✆✆ ✆✡ ✂✆✆✆ ✞✆ ✝✡✞✟✝✠✆☎✟✆✆ ✟ ✞✟✔ ✞✝✆✞✠✡✆✟✆✡✔ ✝✠✔✠✝✆✓✒✗☛✠✝✟✔�

✝✟✝☛✟✝✆✝✠☎✕✂✠✝✟✔ ✂ ✝✟✝☛✟✝✆✆✠☎✕☛✠✝✟✔� ✝✆☛✆ ✟✔✗ ✂✟☛✖✠✕☎ ✟ ✞✆✔ ✆✠✝✡✝✡☎✂✡✔ ✡✔✓✒✡☛✟✔ ✆✡

✟✆☛✠☎✠✔✂✝✟✝✠✞☎ ✂ ✆✆✔✠✝✠✝✟✝✠✞☎ ✆✡ ✞✆✔ ✆✠✔✂✠☎✂✆✔ ✝✕✝☛✟✝✆✔ ✡✆✟✞✒✟✆✆✔ ✡☎ ✞✟ ✞✝✡✔✡☎✂✡ ✂✡✔✠✔ ✬✡✂✟☛✖✒✂✆✞�

✠✔✆☎✠✟✝✠✆✟� ✞✠✝✟✌✠☎✟☛✠✆✟� ☛✡✝✆✞✡☎✡☛� ✝✡✝✂✟✌✠✆✠☛✟� ✞✠✞✡✝✟✝✠✞✠☎✟ ✂ ☛✡✂✆✂✝✡✍✟✂✆✭ ✞✡✝☛✠✂✠✞ ✟✆✓✒✠✝✠✝ ✒☎

✆✟✞✠✆✔✆ ✝✆☎✆✝✠☛✠✡☎✂✆ ✔✆✖✝✡ ✞✟✔ ✆✠✝✡✝✡☎✂✡✔ ✞✝✆✖✞✡☛✕✂✠✝✟✔ ✞✝✡✔✡☎✂✟✆✟✔ ✞✆✝ ✞✟✔ ✝✟✝☛✟✝✆✂✡✝✟✞✠✟✔

✟✖✆✝✆✟✆✟✔✠  

✄✟ ✁✄✠☞✞✟✞✞✞✠✔� ✝✆☛✆ ✂✕✝☎✠✝✟ ✟☎✟✞✗✂✠✝✟� ✂ ✡✞ ✡☛✞✞✡✆ ✆✡ ☎✒✡✆✟✔ ✝✟✔✡✔ ✡✔✂✟✝✠✆☎✟✝✠✟✔ ✝✆☎

✂✡✝☎✆✞✆✔✗✟ ✆✡ ✞✟✝✂✗✝✒✞✟✔ ✟✞✂✟☛✡☎✂✡ ✡✝✠✝✠✡☎✂✡✔� ✆✡☛✆✔✂✝✟✝✆☎ ✔✡✝ ✆✡ ✔✝✟☎ ✒✂✠✞✠✆✟✆ ✞✟✝✟ ✡✞

✝✒☛✞✞✠☛✠✡☎✂✆ ✆✡ ✞✆✔ ✟✂✝✠✖✒✂✆✔ ✆✡ ✝✟✞✠✆✟✆ ✞✝✡✡✔✂✟✖✞✡✝✠✆✆✔ ✞✟✝✟ ✞✆✔ ✆✠✝✡✝✡☎✂✡✔ ☛✕✂✆✆✆✔ ✞✝✆✞✒✡✔✂✆✔✠

✠✆✡☛✕✔� ✂ ✡☎ ✝✆☎✝✆✝✆✟☎✝✠✟ ✝✆☎ ✞✟ ✂✡✝☎✆✞✆✔✗✟ ✔✡✞✡✝✝✠✆☎✟✆✟� ✞✆✔ ✞✝✆✝✡✆✠☛✠✡☎✂✆✔ ✆✡ ✞✝✡✞✂✝✟✂✟☛✠✡☎✂✆

✆✡ ✞✟✔ ☛✒✡✔✂✝✟✔ ✆✡ ✞✞✟✔☛✟� ✝✆☛✆ ✞✟ ✞✝✡✝✠✞✠✂✟✝✠✞☎ ✆✡ ✞✝✆✂✡✗☎✟✔ ✂ ✞✟ ✡✍✂✝✟✝✝✠✞☎ ✞✠✓✒✠✆✆✞✞✗✓✒✠✆✆�

✝✡✔✒✞✂✟✝✆☎ ✔✡☎✝✠✞✞✆✔ ✂ ✟✞✂✆✔ ✞✟✝✟ ✞✆✔✝✟✝ ✞✆✔ ✝✡✓✒✡✝✠☛✠✡☎✂✆✔ ✆✡ ✝✟✞✠✆✟✆ ✞✝✆✞✒✡✔✂✆✔✠ ✁✆☎ ✡✔✂✆ ✔✡ ✞✒✔✆

✆✡ ☛✟☎✠✝✠✡✔✂✆ ✓✒✡ ☎✆ ✝✒✡ ☎✡✝✡✔✟✝✠✆ ✞✞✡✆✟✝ ✟ ✝✟✖✆ ✞✝✡✞✂✝✟✂✟☛✠✡☎✂✆✔ ✆✡ ☛✒✡✔✂✝✟ ✝✆☛✞✞✡✘✆✔ ✂✁✆ ✞✟

✒✂✠✞✠✌✟✝✠✞☎ ✆✡ ✡✓✒✠✞✟☛✠✡☎✂✆ ✔✆✝✠✔✂✠✝✟✆✆� ✡✔✂✝✟✂✡✔✠✟✔ ✓✒✡ ✔✡ ✆✡✝✠✡☎✆✡☎ ✑✟✖✠✂✒✟✞☛✡☎✂✡ ✡☎ ✞✟ ✞✠✂✡✝✟✂✒✝✟

✝✠✡☎✂✗✝✠✝✟ ✞✟✝✟ ✡✞ ✟✖✆✝✆✟✘✡ ✆✡ ✞✝✆✖✞✡☛✟✔ ✟☎✟✞✗✂✠✝✆✔ ✔✠☛✠✞✟✝✡✔ ✟ ✞✆✔ ✟✓✒✗ ✞✝✡✔✡☎✂✟✆✆✔✠ 

✄✟ ✠☎✝✆✝✞✆✝✟✝✠✞☎ ✆✡ ✞✆✔ ✝✆☎✝✡✞✂✆✔ ✂ ✑✡✝✝✟☛✠✡☎✂✟✔ ✓✒✡ ✖✝✠☎✆✟☎ ✞✟ ☛✡✂✆✆✆✞✆✔✗✟ ✠✺✖✏ ✂ ✞✟

✔✡✔✂✠✞☎ ✆✡✞ ✝✠✝✞✆ ✆✠✆✟ ✝✟✝✠✞✠✂✟✝✆☎ ✡☎ ✔✝✟☎ ☛✡✆✠✆✟ ✡✞ ✆✠✔✡✑✆� ✞✟ ✠☛✞✞✡☛✡☎✂✟✝✠✞☎ ✡ ✠☎✝✞✒✔✆ ✞✟

✟✝✂✒✟✞✠✌✟✝✠✞☎ ✆✡ ☛✕✂✆✆✆✔ ✖✠✆✟☎✟✞✗✂✠✝✆✔ ✞✟✝✟ ☎✎✏✠ ✁✔✂✟✔ ✡✔✂✝✟✂✡✔✠✟✔ ✆✡☛✆✔✂✝✟✝✆☎ ✝✆☎✝✝✡✂✟☛✡☎✂✡

✔✡✝ ✆✡ ✔✒☛✟ ✒✂✠✞✠✆✟✆ ✞✟✝✟ ✡✞ ✞✆✔✝✆ ✆✡ ✔✡✞✡✝✂✠✆✠✆✟✆ ✂ ✔✡☎✔✠✖✠✞✠✆✟✆ ✟☎✟✞✗✂✠✝✟ ✡☎ ✡✔✝✡☎✟✝✠✆✔ ✔✒☛✟☛✡☎✂✡

✝✆☛✞✞✡✘✆✔� ✂✟✞✡✔ ✝✆☛✆ ✞✟ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✝✠✞☎ ✆✡ ✖✟✘✟✔ ✝✆☎✝✡☎✂✝✟✝✠✆☎✡✔ ✆✡ ✝✕✝☛✟✝✆✔ ✡☎ ☛✒✡✔✂✝✟✔ ✆✡

✞✞✟✔☛✟ ✆✡ ✞✟✝✠✡☎✂✡✔ ✞✆✞✠☛✡✆✠✝✟✆✆✔✠ 

✌✡ ✆✡☛✆✔✂✝✞ ✓✒✡ ✞✆✔ ✝✡✓✒✡✝✠☛✠✡☎✂✆✔ ✆✡ ✝✟✞✠✆✟✆ ✠☎✂✡✝☎✟✝✠✆☎✟✞☛✡☎✂✡ ✝✆☎✔✡☎✔✒✟✆✆✔ ✞✟✝✟ ✒☎

✖✠✆✟☎✕✞✠✔✠✔ ✆✡✔✂✠☎✟✆✆ ✟✞ ☎✎✏� ✔✡ ✞✒✡✆✡☎ ✞✞✟✔☛✟✝ ✡☎ ✞✟ ✆✡✝✠☎✠✝✠✞☎ ✆✡✞ ✠✎✄ ✆✡✞ ☛✕✂✆✆✆ ✝✡✔✒✞✂✟☎✆✆

✡✔✂✆ ✖✡☎✡✝✠✝✠✆✔✆� ✂✟☎✂✆ ✝✆☛✆ ✞✒☎✂✆ ✆✡ ✞✟✝✂✠✆✟ ✞✟✝✟ ✡✞ ✆✡✔✟✝✝✆✞✞✆ ✆✡ ✞✆✔ ☎✒✡✆✆✔ ☛✕✂✆✆✆✔

✖✠✆✟☎✟✞✗✂✠✝✆✔� ✝✆☛✆ ✞✟✝✟ ✞✟ ✟✝✂✒✟✞✠✌✟✝✠✞☎ ✆✡ ☛✕✂✆✆✆✔ ✡☎ ✒✔✆✠  

✁☎ ✡✔✂✡ ✝✆☎✂✡✍✂✆� ✔✡ ✆✡✔✂✟✝✟✝✆☎ ✞✆✔ ✆✟✞✠✆✔✆✔ ✟✞✆✝✂✡✔ ✆✡ ✞✟ ✔✡✔✂✠✞☎ ✆✡ ✝✠✡✔✔✆✔� ✞✆✔ ✆✠✔✡✑✆✔

✡✍✞✡✝✠☛✡☎✂✟✞✡✔� ✞✟ ☛✡✂✆✆✆✞✆✔✗✟ ✆✡ ✔✒✞✡✝✝✠✝✠✡ ✆✡ ✝✡✔✞✒✡✔✂✟ ✂ ✞✟ ✝✒☎✝✠✞☎ ✆✡✔✡✟✖✠✞✠✆✟✆ ✆✡ ✏✡✝✝✠☎✔✡✝�
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✞✞✠ �✂��✖✠ 

✕✝✝✗  ✏✡ ☞✔✒✠✟✝ ✄✆� ✝✆✒✝✔✒✠✔☎✆☎ ✝� ✁✑✆✂✔ ☎✌� ✡✂ ✟✞✠ ✏✞✆✞✂✠☛✟✞ ✆✡✔✠✔☎✔✠ ☞✁✛✦✩✦✛✚✜✤✆✄ ✢✪✥

✎✪✚✛✧✧✤☎✛✪✚ ✂✢✄✩✜✢✚✩✜✂ ✝✂✄✚✛✦✄ �✌✌✟✫ ✆✟☛ �✌✌✂✂�✟✠ 

✕✝☞✗  ✏✡✝✝✠☎✔✡✝ ✂� ✌✒✠✝✑ ☞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✏✞✂✠☛✠✌✟✂✠✆☎ ✆✝ ✌✡✆✡✝✟✞ ☞✡✔✞✆☎✔✡ ✞✟✝✠✟✖✞✡✔✠ ✟✩✟✜✪✢✧

✩☛ ✔✟✢✧✤✚✂ ✒✛✆✁✪✩✧✩☎✂ ✍✢✚✛✄ �✌✖✟✫ �✂☛ ✂��✂✂�✌✠ 

✕✝✖✗  ✁✒✝✆✞✡✟☎ ☎✡✆✠✝✠☎✡✔ ☞✔✡☎✝✂ ✬✁☎✁☞✭✠ ✄✟✤✥✛✧✤✪✛ ✩✪ ✄✤✩✢✪✢✧✂✚✤✆✢✧ ✦✛✚✁✩✥ ✠✢✧✤✥✢✚✤✩✪✠ ✂✟��✠ 

✕✝✌✗  ✆✆✆✆ ✟☎✆ ✏✝✒✔ ☞✆☛✠☎✠✔✂✝✟✂✠✆☎ ✬✆✏☞✭✠ ✌✤✩✢✪✢✧✂✚✤✆✢✧ ✠✛✚✁✩✥ �✢✧✤✥✢✚✤✩✪ ✄✟✤✥✢✪✆✛✠ ✂✟�✖✠ 

✕☞✟✗  ☎✁�✠ ✎☞✌ ☎✟✤✥✛✧✤✪✛ ✠✆✞ ✩✪ ✄✤✩✢✪✢✧✂✚✤✆✢✧ ✦✛✚✁✩✥ ✠✢✧✤✥✢✚✤✩✪ ✢✪✥ ✄✚✟✥✂ ✄✢✦✣✧✛ ✢✪✢✧✂✄✤✄

✝✚✛✣✁✠ ✂✟✂✂✠ 

✕☞�✗  �✒✖✡✝✂ ✄� ✠✔✒✂✡☎✞�✒✒ ✆✆� ✝✆✒✞✟☎✔✡✝ ✝� ✡✂ ✟✞✠ �✟✝☛✆☎✠✌✟✂✠✆☎ ✆✝ ✔✂✝✟✂✡✔✠✡✔ ✝✆✝ ✂✑✡ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎

✆✝ ✓✒✟☎✂✠✂✟✂✠✆✡ ✟☎✟✞✂✂✠✝✟✞ ✞✝✆✝✡✆✒✝✡✔☛ ☞ ✌✆✌✎✄ ✞✝✆✞✆✔✟✞ ✞ ✄✟✝✂ ☎✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧

✂✟✟�✫ ✆✝☛ ✟☞✌✂✟✖✝✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

�✌� 

✕☞✂✗  ✟✌✄✠ ✄✛✪✛✜✢✧ ✆✁✢✣✚✛✜ ☎✆✝✆✞✟ ✄✚✢✚✤✄✚✤✆✢✧ ✚✩✩✧✄ ☛✩✜ ✣✜✩✆✛✥✟✜✛ ✠✢✧✤✥✢✚✤✩✪✠ ✂✟✂✟✠ 

✕☞✆✗  ✝✆✞✆✓ ✆� ✁✡✖✆✞✞✡✝✆ ✄� ☞✖✒ ✆� ✡✂ ✟✞✠ ✎✝✟✂✟☛✠✡☎✂✆ ✆✡ ✞✟ ✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ✞✒✞☛✆☎✟✝✠ ✡✪✢✧✛✄ ✝✤✄ ✝✢✪

�✢✠✢✜✜✢ ✂✟✟☞✫ ✆✟☛ ✌✌✂��✟✠ 

✕☞�✗  �✆✝✞✆ �✡✟✞✂✑ ✏✝✔✟☎✠✌✟✂✠✆☎ ✬��✏✭✠ ✒✜✛✢✚✦✛✪✚ ✩☛ ✒✟✄✛✜✆✟✧✩✄✤✄✑ ✄✟✤✥✛✧✤✪✛✄✠ �✂✑ ✡✆✠ ��✏�

✂✟�✟✠ 

✕☞✟✗  ✄✟✔✝✒✟✞✞✄✟✝✡✘✟ ✆✆� ✁✟✝✝✠✞✞✆✞✂✞☛✡✌ ☞� �✆☎✂✟✑✞☎✞☞☎✂✆✑✟☎✟ ✞� ✡✂ ✟✞✠ ✎✝✡✟✂☛✡☎✂ ✆✝ ✞✒✞☛✆☎✟✝✂

✟☎✆ ✡✍✂✝✟✞✒✞☛✆☎✟✝✂ ✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔✠ ✎✪☛✛✜✦ ✎✪☛✛✆✆ ✠✤✆✜✩✄✤✩✧ ☞✧✤✪ ✂✟�✖✫ ✆✝☛ ✟✟☞✂✟�✝✠ 

✕☞✝✗  ✏✠✝✡✝✝✠✞☎ ✆✡ ✌✠✆✟ ✁✎✌ �✡✞✟✂✠✂✠✔ ✂ ✎✝✁✠ ✂✒✗✟ ✞✝✕✝✂✠✝✟ ✞✟✝✟ ✡✞ ✆✠✟✔☎✞✔✂✠✝✆ ✂ ✂✝✟✂✟☛✠✡☎✂✆ ✆✡

✞✟✔ ✞✡✝✔✆☎✟✔ ✝✆☎ ✎✝ ✡☎ ✡✞ ✞✝✠☛✡✝ ☎✠✆✡✞ ✆✡ ✟✂✡☎✝✠✞☎✠ 

✕☞☞✗  ✏☎✌✠ ✁☎ ✝✠✡✔✔✆ ✞✆✔ ✞✝✆✔✝✡✔✆✔ ☛✒☎✆✠✟✞✡✔ ✝✆☎✂✝✟ ✞✟ ✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔�

✑✂✂✞✔☛✁✁✝✝✝✠✝✑✆✠✠☎✂✁✡✔✁☎✡✝✔✁✠✂✡☛✁��✞�✟✞✂✟✂✟✞✝✑✆✞✔✞✆✖✟✞✞✂✖✞✞✝✆✔✝✡✔✔✞✟✂✞✝✠✔✒✠ 

✕☞✖✗  �✆✝✞✆ �✡✟✞✂✑ ✏✝✔✟☎✠✌✟✂✠✆☎✠ ✄✧✩✄✢✧ ✒✟✄✛✜✆✟✧✩✄✤✄ ✏✛✣✩✜✚✠�✆✝✞✆ �✡✟✞✂✑ ✏✝✔✟☎✠✌✟✂✠✆☎� ✂✟✂✟✠ 

✕☞✌✗  ✝✡✝☎✟✞ ✏� ✄✞✞✡✌ ☞� ☎✆☎✂✆✝✆ ✁� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟☎✂✡✔ ✔✆✝✠✟✞✡✔ ✂ ☛✡✂✟ ✆✡ ✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ✡☎ ✞✆✔

✏✖✘✡✂✠✆✆✔ ✆✡ ✏✡✔✟✝✝✆✞✞✆ ✌✆✔✂✡☎✠✖✞✡ ✡☎ ✞✟✔ ☞☛✕✝✠✝✟✔✠ ✏✛✠ ☛✢✪✢✦ ✝✢✧✟✥ ☛✟✄✧✤✆✢ ✂✟✂✟✫ ��☛

✡�✟✆✠ 

✕✖✟✗  ✁✆✆✝✆✠☎✟✝✠✞☎ ✆✡ ✎✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ✂ ✄✡✞✝✟✠� ☎☎✔✂✠✂✒✂✆ ✠✟✝✠✆☎✟✞ ✆✡ ✁☎✝✡✝☛✡✆✟✆✡✔ ☞✡✔✞✠✝✟✂✆✝✠✟✔

✏✝✠ ✁☛✠✞✠✆ ✁✆☎✠✠ ✌✩✧✛✚✁✪ �✂✄✄ ✒✟✄✛✜✆✟✧✩✄✤✄ ✂ ✂✛✣✜✢ ✛✪ ✡✜☎✛✪✚✤✪✢✠ ☎✟✝✝✑ ✂✟✂✆✠ 

✕✖�✗  ✂✟✝✝✗✟ ☞✆✆✝✠✔✒✡✌ ✆✆✠ ☎✟☎✡✘✆ ✆✡ ✞✆✔ ✡✝✡✝✂✆✔ ✟✆✆✡✝✔✆✔ ✆✡✞ ✂✝✟✂✟☛✠✡☎✂✆ ✟☎✂✠✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✆✠

✄✢✧✤✆✤✢ ☞✧✤✪ ✂✟✟✖✫ ✝✌☛ ✂�✂✂✖✠ 

✕✖✂✗  ✌✝✠✆✟✔✂✟✆✟ ✌� ✄✟✔✠✞✟☎✆✆✂✟ ✆✂� ☎✡✡✒ ✁� ✡✂ ✟✞✠ ☎✒✞✂✠✆✝✒✔✞✝✡✔✠✔✂✟☎✂ ✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ☎✆✂ ✆✒✡ ✂✆

☎✆☎✝✆☛✞✞✠✟☎✝✡ ✖✒✂ ✂✆ ✖✡✂✝✡✡☎✞✞✟✂✠✡☎✂ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✆✟✝✠✟✖✠✞✠✂✂✠ ✟✩✟✜✪✢✧ ✩☛ ✎✪☛✛✆✚✤✩✟✄

✍✤✄✛✢✄✛✄ ✂✟��✫ ✂✟�☛ �✌✟�✂�✌✟✌✠ 

✕✖✆✗  ☎✆✂✟ ✄� ☞✞✞✁✝✝✟✠✘ ✁� ✁✟☛✞✖✡✞✞ ✆☞� ✡✂ ✟✞✠ ✎✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔ ✠☎ ✟☎✂✠✞✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔

✂✝✡✟✂☛✡☎✂☛ ☞ ✔✂✔✂✡☛✟✂✠✝ ✝✡✆✠✡✝ ✟☎✆☛✡✂✟✞✟☎✟✞✂✔✠✔✠ ✎✪✚✛✜✪✢✚✤✩✪✢✧ ✟✩✟✜✪✢✧ ✩☛ ✒✟✄✛✜✆✟✧✩✄✤✄ ✢✪✥

✂✟✪☎ ✍✤✄✛✢✄✛ ✂✟�✝✫ ✂✟☛ ✖�✌✂✖✂✝✠ 

✕✖�✗  ✆✟✔✡ ✏� ✝✝✠✞✞✡☛✟☎ ☞� ✏✡✞✝✡✌ ✂� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂� ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎ ✟☎✆ ✝✞✠☎✠✝✟✞ ✒✔✡ ✆✝ ✟ ✄✁✞

☎✌✁☎✌ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡ ✔✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✑✡ ☎✠☎✡ ☛✟✠☎ ✟☎✂✠✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ✆✝✒✔✔

✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟✂✂✫ ✂�✟☛ ���☞☞✝✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

�✌✂ 

✕✖✟✗  ☎✟✔✠✔✞✁✔✝✒✝✝✟ ✁� ✄✟✂✡✝✞✠✠✘✞✟☎✆ �☎✆� ☞✞✝✝✡☎✟✟✝ ✆�✁� ✡✂ ✟✞✠ ✄✆✞✒✞✟✂✠✆☎ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝✔

✟☎✆ ✞✠☛✠✂✡✆ ✔✟☛✞✞✠☎✔ ✔✂✝✟✂✡✔✂ ✝✆✝ ✝✠✝✔✂✞✞✠☎✡ ✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ✆✝✒✔✔ ✟☎✆ ☛✆✍✠✝✞✆✍✟✝✠☎✠ ✎✪✚ ✟

✡✪✚✤✦✤✆✜✩✄ ✡☎✛✪✚✄✠ ✁✞✒✖ ✟✑✡✟✆ ✆✝ ✞✝✠☎✂ ✂✟��✠ ✏✏☎☛ �✟✠�✟�✝✁✘✠✠✘✟☎✂✠☛✠✝✟✔✠✂✟��✠✟�✠✟�✌✠ 
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✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✟✞ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✡✪✢✧ ☞✁✤✦ ✡✆✚✢ ✂✟✟✂✫ �✟✝☛ �✖✌✂�✌✂✠ 

✕�✟✆✗  ☞✞✞✟☎✔✆☎ ☞✄� ✁✆✂✂✆☎ ☎☎� ✎✡✂✂✡✂ ✆✠☞� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟

✟☎✆ ✖✞✆✆✆ ✔✞✆✂✔ ✖✂ ✑✠✔✑ ✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✟✞ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎☛ ☞ ✞✆✂✡☎✂✠✟✞

☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟✟☞✫ ��☛ ✌✝✆✂✌✝✌✠ 

✕�✟�✗  ✌✠✆✆✑✟✝✂✑✟ ✎✌� ✄✝✟✔✟☎✂✑✠ ✝� ✌✟☎✂✆✔✑ ✎� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✟☎✆ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎ ✆✝ ✑✠✔✑

✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✠✝ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✞✂✝✟✌✠☎✟☛✠✆✡ ✠☎

✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✏✛✄ ✂✟�✆✫ ☞☛ ✆✆✂✆✖✠ 

✕�✟✟✗  �✆✆ ✆� �✆☎✔ ✁✄� ✎✡✆✑ ☞� ✡✂ ✟✞✠ ✄✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✠✝ ✟✔✔✟✂ ✝✆✝ ✂✑✡ ✔✠☛✒✞✂✟☎✡✒✔

✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✞✂✝✟✌✠☎✟☛✠✆✡ ✟☎✆ ✝✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✠☎ ✔✡✝✒☛ ✔✟☛✞✞✡✔ ✝✝✆☛ ✞✟✂✠✡☎✂✔ ✝✠✂✑

✂✒✖✡✝✝✒✞✆✒✔ ☛✡☎✠☎✔✠✂✠✔✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ �✌✖☞✫ �✂✟☛ ☞✆✂✖✟✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
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�✌� 

✕�✟✝✗  ✁✔✞✠☎✆✔✟✞☎✟☎✔✠✞✞✟ ☞� ☞✝✡✆✆✞✞✟✞✡☎✌✒✡✞✟ ☎☎� ☎✒✑✆✌ ✏✡ ✄✟ ✄✡✑✟ ☞� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝

✟☎✂✠✂✒✖✡✝✝✒✞✟✝ ✆✝✒✔✔ ✠☎ ✒✝✠☎✡ ✟☎✆ ✞✑✟✝☛✟✝✡✒✂✠✝✟✞✔ ✖✂ ✄✁ ✒✔✠☎✔ ✟ ✔✝✟✆✠✡☎✂ ✝✞✆✝ ✝✆☛✖✠☎✡✆

✝✠✂✑ ✞✝✆✔✝✟☛☛✡✆ ✆✠✆✆✡ ✟✝✝✟✂ ✞✑✆✂✆☛✡✂✝✠✝ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✒✢✧✢✪✚✢ ✂✟✟✂✫ ✟✖☛ ✂☞✆✂✂✖✟✠ 

✕�✟☞✗  ✝✆✌✆✝✔ ✝✏� ✂✆✆✆✟✝✌✠ ☞� ✆✟✑✠☛✠ ✆� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✠✔✆☎✠✟✌✠✆�

✞✂✝✟✌✠☎✟☛✠✆✡ ✟☎✆ ✝✠✝✟☛✞✠☎ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂ ✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂

✟☎✆ ✒✆ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✎✜✢✪✤✢✪ ✟✩✟✜✪✢✧ ✩☛ ☛✁✢✜✦✢✆✛✟✚✤✆✢✧ ✏✛✄✛✢✜✆✁ ✂✟�✌✫ �✖☛ �☞✆✟✂�☞��✠ 

✕�✟✖✗  ✂✑✆✒ ✂� ✁✑✡☎ ✄� ✄✠✒ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ☎✔✆☎✠✟✌✠✆� ✄✂✝✟✌✠☎✟☛✠✆✡�

☞✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✟☎✆ ☞✝✡✂✂✞✠✔✆☎✠✟✌✠✆ ✠☎ �✒☛✟☎ ✄✞✟✔☛✟ ✖✂ �✠✔✑✞✄✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✄✠✓✒✠✆

✁✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✠ ✡✪✢✧✂✚✤✆✢✧ ✝✆✤✛✪✆✛✄ ✂✟�✟✫ ✂✝☛ ��✆✆✂��✆✖✠ 

✕�✟✌✗  ✄✟☎✝✑✟✔☎✒✞✟☞� ✌✆✆✆ ☞� ✌✑✟✝✆✟✠� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✟☎✆ ✠✂✔☛✟✠☎☛✡✂✟✖✆✞✠✂✡

✠☎ ✞✞✟✔☛✟ ✟☎✆ ✒✝✠☎✡ ✠☎ ✞✝✡✔✡☎✝✡ ✆✝ ✞✂✝✟✌✠☎✟☛✠✆✡ ✟☎✆ ✠✔✆☎✠✟✌✠✆ ✖✂ �✄✄✁ ☛✡✂✑✆✆✠ ✟ ☛✁✢✜✦

✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ �✌✌✌✫ �✖☛ �✟�✆✂�✟✂✟✠ 

✕��✟✗  ✁✟✞✞✡✘✟ ☎� ✝✞✟☎✝✆✞✄✝✗✡✂✆ ☎✆� ☞✒✌ ✠� ✡✂ ✟✞✠ �✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆✞✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✠✝

✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✠☎ ✞✞✟✔☛✟ ✟☎✆ ✂✠✔✔✒✡✔✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✡ ✂✟✟�✫ �✟✆�☛ ✂✖✌✂✂✌�✠ 

✕���✗  ✌✝✠✆✟✔✂✟✆✟ ☞� �✟✂✡✝✑✆✒✔✡ ✏� ☞✝✆✝✡✂ ☞� ✡✂ ✟✞✠ ✺✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟

✟☎✆ ✝✡✝✡✖✝✆✔✞✠☎✟✞ ✝✞✒✠✆ ✖✂ ✟ ✑✠✔✑✞✂ ✔✡☎✔✠✂✠✆✡ ✟☎✆ ✝✟✞✠✆ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✠✝✞✂✟☎✆✡☛ ☛✟✔✔

✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✠✝ ☛✡✂✑✆✆✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✂✫ ☞✟☛ ✟✂✆✂✟✂✖✠ 

✕��✂✗  ✝✟✞✖�✆ ☎✌� ✝✡✝✂✒✝✝✠ ✁� ✝✡✝✔✟☛✟✔✝✑✠ ☎☎� ✡✂ ✟✞✠ ☞✠✝✟☛✞✠✝✠☎ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✠☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂ ✔✂✠✝

✖✟✝✞✔✆✝✞✂✠✆✡ ✡✍✂✝✟✝✂✠✆☎ ✟☎✆ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✟✫ ✟�☛ �✟☞✖✂

�✟✖✆✠ 

✕��✆✗  ☎✆✑✟☎ ✝� ✌✑✟✝✆✟ ✠� ✌✠☎✔✑ ✌✠ ✁✆✟✞✒✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✑✡ ✝✡✝✡☎✂✞✂ ✝✡✞✆✝✂✡✆ ✟✌✄ ✔✝✟✆✠✡☎✂ �✄✄✁

☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✟☎✟✞✂✔✠✔ ✆✝ ✟☎✂✠✞✂✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ✆✝✒✔✔ ✝✆✝ ✠✂✔ ✟✖✠✞✠✂✂ ✂✆ ✝✡✔✆✞✆✡ ✆✡✔✝✟✆✟✂✠✆☎ ✞✝✆✆✒✝✂✔

✆✝ ✝✠✝✟☛✞✠✝✠☎✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟✟✆✫ ✆�☛ ✝✟☞✂✝�✂✠ 

✕���✗  ✝✝✡☎☎✟☛ ✄✆� �✆✒☎✔ ✏✝� ☞✆✖✡✝✂✔✆☎ ✝✏ ✬✡✆✔✭✠ �✟☎✆✖✆✆✒ ✆✝ ☞☎✂✠✞✎✒✖✡✝✝✒✞✆✔✠✔ ☞✔✡☎✂✔✠ ☎☎☛

✒✟✄✛✜✆✟✧✩✄✤✄✠ ✁✞✔✡✆✠✡✝� ✞✞✠ ✖✟✂✖✝✠ 

✕��✟✗  ✎✑✡ ☎☎✂✡✝☎✟✂✠✆☎✟✞ ✄✑✟✝☛✟✝✆✞✆✡✠✟✠ ✎✚✁✢✦✄✟✚✩✧ ✁✂✥✜✩✆✁✧✩✜✤✥✛ ✚✢✄✧✛✚✄ ☛✎✚✁✢✦✄✟✚✩✧✤

✁✂✥✜✩✆✁✧✩✜✤✥✤ ✆✩✦✣✜✛✄✄✤☞✠ ✂✟�✌✠ 

✕��✝✗  ✄✡✂✡✝✔✔✆☎ ✆� ✂✠✔✒✡ ✁✂� ✁✞✠✟✔✔✆☎ ✁✠ ✌✂✟☎✆✟✝✆ ✆✆✔✠☎✔ ✆✝ ✞✠✞✡✝✟✝✠✞✞✠☎ ✟☎✆ ☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✝✟✠✞ ✂✆

✟✝✑✠✡✆✡ ✟✆✡✓✒✟✂✡ ✞✞✟✔☛✟ ✝✆☎✝✡☎✂✝✟✂✠✆☎✔ ✠☎ ☎✁✟ ✞✟✂✠✡☎✂✔✠ ✡✆✚✢ ✡✪✢✛✄✚✁✛✄✤✩✧ ✝✆✢✪✥ ✂✟�✝✫

✝✟☛ ��✂✟✂��✆✝✠ 
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�✌✟ 

✕��☞✗  ✁✔✝✆✖✟✝ ✄� ✂✟✠ ☎✠� ☞✡✔✒✡✠✝✟ ✎� ✡✂ ✟✞✠ ✁✆☎✔✠✆✡✝✟✝✠✆☎✡✔ ✝✟✝☛✟✝✆✝✠☎✕✂✠✝✟✔ ✡☎ ✡✞ ✞✟✝✠✡☎✂✡

✝✝✗✂✠✝✆✠ ✏✛✠ ✠✛✥ ☞✁✤✧ ✂✟�✂✫ ��✟☛ ☞✖✟✂☞✖✖✠ 

✕��✖✗  ✝✆✒✝✑✡✝ ✝☞� �✆✆✆ ✂✁� ✌✝✟☎✔✆☎ ✆☎✠ ✄✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✁✑✟☎✔✡✔ ✠☎ ✁✝✠✂✠✝✟✞ ☎✞✞☎✡✔✔✠ ☞✜✤✚✤✆✢✧
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✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✂ ☎☎✝✞✒✡☎✝✡ ✆✝ ✔✟☛✞✞✡ ✔✂✟✖✠✞✠✂✂ ✆☎ ✂✑✡ ✟☎✟✞✂✔✠✔ ✆✝ ✞✠✞✡✝✟✝✠✞✞✠☎� ☛✡✝✆✞✡☎✡☛�

✝✡✝✂✟✌✠✆✠☛✡ ✟☎✆ ✝✞✒✝✞✆✍✟✝✠✞✞✠☎ ✖✂ �✄✄✁✞✟✞✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�☞✫ ��✆☛ ✖✝✂✌✆✠ 

✕�✆✝✗  ☎✟✝✂✡☎✔✞✄✆✖✡☎✑✆✝✝✡✝ ✆� ✝✆✆✡✞✝✍✔✡✝ ✌☎✠ ✺✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂

�☎✄☎✁ ✂ ✂✟☎✆✡☛ ☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤ ✂✟�☞✫

�✟�✝☛ �✆✂�☞✠ 

✕�✆☞✗  ✄✡✝✡✒✆✝✡ ✌� ✝✆✠✔✞☎✟✒✖✞✟☎✝ ✆� �✆✝✓✒✡✞✆✒✍ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ☞ ✔✠☛✞✞✡ ✒✞✂✝✟✞✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆

✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✞✑✠✔✑ ✝✡✔✆✞✒✂✠✆☎ ☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂ ✟✔✔✟✂ ✝✆✝ ✂✑✡ ✔✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔

✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ �✟ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✞✞✟✔☛✟✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤

✂✟�☞✫ �✟✝✟✂�✟✝✝☛ ✟✟✂✟✖✠ 

✕�✆✖✗  ☞✠✔✆ ✝✆☎☎✠☎ ☞� ☞✞✗✟ ☞✟☛✆✔ ✄✠ ✏✡✔✟✝✝✆✞✞✆ ✂ ✆✟✞✠✆✟✝✠✞☎ ✆✡ ✒☎ ✞✝✆✝✡✆✠☛✠✡☎✂✆ ✆✡ ☛✡✆✠✆✟ ✞✟✝✟

✞✟ ☛✡✆✠✝✠✞☎ ✔✠☛✒✞✂✕☎✡✟ ✆✡ ✞✟ ✝✆☎✝✡☎✂✝✟✝✠✞☎ ✆✡ ☛✟✔✟ ✆✡ ✝✡✝✂✟✌✠✆✠☛✟� ☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✂



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

�✌☞ 

✞✠✞✡✝✟✝✠✞✠☎✟ ✡☎ ✡✞ ✞✞✟✔☛✟ ☛✡✆✠✟☎✂✡ ✟�✄✄✁✞☎✌✁☎✌✠ ✏✛✠✤✄✚✢ ✥✛✧ ✂✢✄✩✜✢✚✩✜✤✩ ☞✧✤✪✤✆✩ ✂✟�☞✫

�✟☛ �✂�✆✠ 

✕�✆✌✗  ✆✡✝✝✆☎✡ ✞� ✁✆✂✡✞✞✡✔✡ ☞� ✏✠ ☎✟✝✝✆ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ☎✡✝✆✞✡☎✡☛� ✞✡✆✆✝✞✆✍✟✝✠☎ ✟☎✆ ✞✠☎✡✌✆✞✠✆ ✠☎ ✑✒☛✟☎

✞✞✟✔☛✟ ✆✝ ✝✝✠✂✠✝✟✞ ✝✟✝✡ ✞✟✂✠✡☎✂✔☛ ☞ ✝✟✔✂ ✔✡☛✠✞✟✒✂✆☛✟✂✡✆ ☛✠✝✝✆✞✡✍✂✝✟✝✂✠✆☎ ✖✂ ✞✟✝✒✡✆ ✔✆✝✖✡☎✂

✟�✄✄✁✞✄✏☞ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡✠✝ ✔✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�☞✫

��✟☛ ✂✝✝✂✂☞✆✠ 

✕��✟✗  ☞✆✂✑ ✎� �✡✖✡✝ ✄� ✠✠✡✔✂✝✆✘ ☎� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✔✠✍ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎

✔✡✝✒☛ ✖✂ ✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✟✞ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✌✤✩✦✛✥✤✆✢✧

☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜✢✣✁✂ ✂✟✂�✫ ✆✟☛ �✂�✂✠ 

✕���✗  ✞✡✠✞✞✡✂✂✡ ✆✆� �✠☎✟☎✔ ✌☞� ✆✆✝✞✟☎✆ ✌✁� ✡✂ ✟✞✠ ☞ ✔✠☛✞✞✡ ✟☎✆ ✝✟✞✠✆ ☞✄✞�✄✄✁ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡

✔✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✞✠✞✡✝✟✝✠✞✞✠☎ ✟☎✆ ✂✟✌✆✖✟✝✂✟☛ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟✠ ✟ ☛✁✢✜✦

✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✝✫ �✆�☛ ✖✟✂✖✝✠ 

✕��✂✗  ✁✟✝✞✠✡✝ ☎� ✌✂✆✆✡ ✞� ✏✡ �✟✡✞✡ ✆✆� ✡✂ ✟✞✠ ✟✞✂✝✟✝✟✔✂ ✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ☛✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎

✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✒✔✠☎✔ ✟✄✄✁✞☎✌✁☎✌✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤ ✂✟�✟✫

✌☞✖✂✌☞✌☛ ✖✌✂✌�✠ 

✕��✆✗  ✞✟ ☎✟✝✝✟ ✂� ✂✠✆✝✟✞✠✡✝✡ ✁� ✞✠✞✞✟☎✡✞✞✠ ✆� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✆✝ ✟☎ ✟✄✄✁✞☎✌✁☎✌ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝

✂✑✡ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝ ✡✝✂✟✞✡☎✡☛ ✆☎ ✆✝✠✡✆ ✖✞✆✆✆ ✔✞✆✂✔✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✂✫

✝�☛ �✟✖✂��✆✠ 

✕���✗  ✏✑☛✆✝✠ ✎� ✌✒✌✒✒✠ ☞� ✠✠✝✟ ✎� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✡✠✔✑✂ ☛✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔

✠☎ ✑✒☛✟☎ ✔✡✝✒☛ ✖✂ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✞✂✟☎✆✡☛ ☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌

✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤ ✂✟��✫ ✖☞✌☛ �✟✆✖✂�✟�✂✠ 

✕��✟✗  ✝✝✠✔✝✆✡ ✌✁� ☎✝�✑✠☎☎✡✂ ✝✁� ✄✠✞☛✟☎ ✆� ✡✂ ✟✞✠ ☞ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✆✡✂✡✝☛✠☎✠☎✔ ✂✑✡ ✝✝✡✡ ✬✒☎✖✆✒☎✆✭

✝✆☎✝✡☎✂✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✡☎ ✖✡✂✟✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✒✔✠☎✔ ✑✠✔✑ ✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆

✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✒✞✂✝✟✆✠✆✞✡✂ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤

✂✟�✂✫ ✌✟☞☛ �☞✖✂�✖�✠ 

✕��✝✗  ✂✆✒ ✄� ☎✡☎✔ ✆� �✒ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ☞ ☎✆✆✡✞ ✝✡✆✡✝✔✡✆✞✞✑✟✔✡ ✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆

✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✠✝ ✟✔✔✟✂ ✝✆✝ ✂✑✡ ✔✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✠☛✠✞✡☎✡☛ ✟☎✆☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✠☎

✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✟☎✆ ✠✂✔ ✟✞✞✞✠✝✟✂✠✆☎ ✠☎ ✎✏☎✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✌✫ �✝✌☛ ��✂✂�✟✟✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

�✌✖ 

✕��☞✗  ✁✟✌✆✝✞✟✞☞✡✂✡✔ ☞� ☞✆☛✡✝✆✞✂✆☎✌✕✞✡✌ ☞� ✆✝✡☎✠✝✑ ☞✂� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✟☎✟✞✂✔✠✔ ✆✝

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✖✠✆✞✆✔✠✝✟✞ ✔✟☛✞✞✡✔ ✖✂ ✒✞✂✝✟ ✑✠✔✑ ✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✞✂✟☎✆✡☛

☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟��✫ ✖✌☛ ✂✟✆✂✂�✂✠ 

✕��✖✗  ✌✠☛✡ ✆✝� ☞✆✖✡✝✂✔ ☎✌� ☞✆✖✡✝✂✔ ✆☞� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✔✡✆✡☎ ☛✞✞✟✝✂✟☛

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✝✆✝ ✂✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔ ✟☎✆ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✔✂✒✆✠✡✔✠

✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤ ✂✟��✫ ✌✝✟☛ �✆�✂���✠ 

✕��✌✗  ☞✖✆✒✞✞✟ ☞� ✝✟✑☛✟☎✂ ✌� �✠✘☛✟ ☞☞� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ☎✠☎✡ ☛✞✞✟✝✂✟☛

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂ ✟☎ ✒✞✂✝✟✝✟✔✂ ✑✂✆✝✆✞✑✠✞✠✝✞✠☎✂✡✝✟✝✂✠✆☎ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✂✂✟☎✆✡☛

☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤ ✂✟�☞✫ �✟✝✟☛ �✆✖✂��✆✠ 

✕�✟✟✗  ✁✝✒✂✝✑✝✠✡✞✆ ✁☞� ☎✟✝✌✠☎✒✡ ☎☞✠ ✝✠✆✟☎✟✞✂✂✠✝✟✞ ✆✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✟☎✆ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎ ✆✝ ✞✠✓✒✠✆

✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✠✝✞✂✟☎✆✡☛ ☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✠✝ ☛✡✂✑✆✆✔ ✝✆✝ ✂✑✡ ✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✆✂✟✞ ✟☎✆

✝✝✡✡ ✝✡✝✟✌✆✞✠☎ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✟☎✆ ✝✆✝✆ ✖✞✆✆✆✠ ☛✜✢✆✚ ✂✢✄ ✠✛✥ ✂✟�✟✫ �☛ �✂✂✂�✠ 

✕�✟�✗  ☎✝�✑✠☎☎✡✂ ✝✁��✟✞✞✠✔ ✌✁� �✠✞✞✠✔✂✡✝ ✎� ✡✂ ✟✞✠ ☞☎✟✞✂✔✠✔ ✆✝ �✂ ✖✡✂✟✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎

✞✞✟✔☛✟ ✖✂ �✄✄✁ ✝✠✂✑ ✒✞✂✝✟✆✠✆✞✡✂ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤

✂✟�✟✫ ✖☞✖☛ ✂✟✆✌✂✂✟�✆✠ 

✕�✟✂✗  ✌✟✞☛✟☎ ✝☎� �✒✔✔✡✠☎ ✌☞� ☞✞✠☎✆✝� ✡✂ ✟✞✠ ☎☎☎✆✆✟✂✠✆✡ ✒✞✂✝✟✞✔✡☎✔✠✂✠✆✡ ✔✞✡✝✂✝✆✝✞✒✆✝✠☛✡✂✝✠✝☛✡✂✑✆✆

✝✆✝ ☎✟☎✆✔✝✟☛ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎ ✆✝ ✆✆✝✠✞✡☎✡☛ ☛✆☎✆✑✂✆✝✟✂✡ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟� ✒✝✠☎✡ ✟☎✆

✞✑✟✝☛✟✝✡✒✂✠✝✟✞ ✝✆✝☛✒✞✟✂✠✆☎✠ ✠✤✆✜✩✆✁✛✦✤✆✢✧ ✟✩✟✜✪✢✧ ✂✟�✌✫ ��✟☛ ✌✟✌✂✌✝✟✠ 

✕�✟✆✗  ✄✟✝✂✟☎✠ ✄� ✂✒✝✒✞✡ ✌� ✁✑✒✝✆✆ ☞� ✡✂ ✟✞✠ ✄✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✁✡✞✡✝✂✝✆✔✞✝✟✂ ✂✟☎✆✡☛ ☛✟✔✔

✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✡✝✒✝✆✍✠☛✡ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟☛ ☞✞✞✞✠✝✟✂✠✆☎ ✂✆

✟ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✔✂✒✆✂✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛ ✝✆✤ ✂✟�✟✫ ✖☞✖☛ �✂✖✂

�✆�✠ 

✕�✟�✗  ✄✠✡ ☞� �✡☎ ✆� �✡✠ �� ✡✂ ✟✞✠ �✠✔✑✞✂✑✝✆✒✔✑✞✒✂ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✟✝✆✞✡☎✡☛ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟

✟☎✆ ✒✝✠☎✡ ✖✂ ✆☎✞✞✠☎✡ ✔✆✞✠✆✞✞✑✟✔✡ ✡✍✂✝✟✝✂✠✆☎ ✝✆✒✞✞✡✆ ✂✆ ✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆

✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✟✞ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎ ✟☎✆ ✠✂✔ ✟✞✞✞✠✝✟✂✠✆☎ ✂✆ ✂✑✡ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✔✂✒✆✂✠ ✟

☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✟✫ ✟✂☛ ���✂�✂�✠ 

✕�✟✟✗  ✠✟✔✟✝✟✘✟☎ ✆✌✁� ✞✠☛✟✞ ✁✌� ✂✡✆✝✔✡ ☞� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✟✔✔✡✔✔☛✡☎✂ ✆✝

✝✡✝✟✆✝✆✍✠✞ ✟☎✆ ✝✞✟✆✒✞✟☎✠✝ ✟✝✠✆ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂ ✄✁✞☎✌ ✟☎✆ ✠✂✔ ✟✞✞✞✠✝✟✂✠✆☎ ✂✆

✖✠✆✡✓✒✠✆✟✞✡☎✝✡ ✔✂✒✆✠✡✔✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✡✪✢✧ ✂✟�✆✫ ✆☛ ✂✖✟✂✂✌�✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

�✌✌ 

✕�✟✝✗  ✁✝✟✂✌✡✝ ☞� ✌✝✑✠✡✖✡✝ ✌� ☎✟✂✌☎✡✞✞✡✝ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✆✂✟✞ ✟☎✆ ✝✝✡✡ ✝✡✝✂✆✞✆✌✟☎✡ ✟☎✆

✂✟✌✆✖✟✝✂✟☛ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✟☎✆ ✠☎✂✡✝✔✂✠✂✠✟✞ ✝✞✒✠✆ ✖✂ �✄✄✁✞✟✞✠ ✟✩✟✜✪✢✧ ✩☛ ☛✁✢✦✢✆✛✟✚✤✆✢✧

✢✪✥ ✌✤✩✦✛✥✤✆✢✧ ✡✪✢✧✂✄✤✄ ✂✟�✌✫ �✝✆☛ ✆�✂✆✖✠ 

✕�✟☞✗  ✁✟✝✞✠✡✝ ☎� ✌✂✆✆✡ ✞� ☞✆✖✡✝✂✔ ✆☞� ✡✂ ✟✞✠ ✺✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ✔✡✆✡☎ ☛✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✟☎✆ ✂✝✆

☛✞✞✟✝✂✟☛✟✔✡ ✠☎✑✠✖✠✂✆✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✒✔✠☎✔ ✟ ✆✟✞✠✆✟✂✡✆ ✟✄✄✁✞☎✌✁☎✌ ☛✡✂✑✆✆✠ ✎✪✚ ✟

✡✪✚✤✦✤✆✜✩✄ ✡☎✛✪✚✄ ✂✟�✂✫ �✟☛ ��✝✂�✂✂✠ 

✕�✟✖✗  ✞✡✝✑✆✆✡☎ ✌☎� ✂✝✆✔✌✡✒ ✆✆� ✆✠✔✔✡✞✞��� ✡✂ ✟✞✠ ✎✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔ ✆✝ ✞✠✞✡✝✟✝✠✞✞✠☎ ✟☎✆

✂✟✌✆✖✟✝✂✟☛ ✖✂ ☞✄✞�✄✄✁ ✆✝ ✝✡✔✠✆✒✟✞ ✖✞✆✆✆ ✔✞✡✝✠☛✡☎✔✠ ☞✧✤✪✤✆✢ ☞✁✤✦✤✆✢ ✡✆✚✢ ✂✟�✖✫ �✖✂☛ ✝✟✂

✝�✠ 

✕�✟✌✗  ✏✟✠✞✞✂ ✁� ✝✆✒✓✒✠✕ ☞� ✏✡✔✞✟☎✆✡✔ ✂� ✡✂ ✟✞✠ ☞ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✟✔✔✟✂ ✝✆✝ ✟ ✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎

✆✝ ✆✆✝✠✞✡☎✡☛� ✡✝✂✟✞✡☎✡☛� ✠☛✠✞✡☎✡☛� ☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✝✆☎✝✡☎✂✝✟✂✠✆☎✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟☛

☞✞✞✞✠✝✟✂✠✆☎ ✂✆ ✟ ✝✞✠☎✠✝✟✞ ✞✑✟✝☛✟✝✆✒✠☎✡✂✠✝ ✔✂✒✆✂✠ ✟ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜ ✌ ✡✪✢✧✂✚ ✒✛✆✁✪✩✧ ✌✤✩✦✛✥ ✂✤☛✛

✝✆✤ ✂✟��✫ ✖☞✌☛ ��✆☞✂���✂✠ 

✕�✝✟✗  �✆✞✝✝ ✆� ✏✡✞✝✡✌ ✂� ✌✡✂✞✡✝ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ☞✟✞✠✆ ✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ✔✠✍ ☛✞✞✟✝✂✟☛✔ ✂✆ ✆✞✂✠☛✠✌✡ ✆✆✔✟✔✡

✝✡✔✠☛✡☎✔ ✠☎ ✔✡✆✡✝✡✞✂ ✔✡✞✂✠✝ ✞✟✂✠✡☎✂✔✠ ✒✢✧✢✪✚✢ ✂✟�✆✫ �✟✆☛ �✟✆✂�✝✟✠ 

✕�✝�✗  ✌✝✑✡✡✝ ✆� ✁✝�☛✡✝ ☎✠ ☞ ✄✠✓✒✠✆ ✁✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ☞✔✔✟✂ ✝✆✝ ✂✑✡ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✺✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝

✄✠✞✡✝✟✝✠✞✞✠☎ ✟☎✆ ✁✠✞✝✆✝✞✆✍✟✝✠☎ ✠☎ �✒☛✟☎ ✄✞✟✔☛✟ ✟☎✆ ✏✠✟✞✂✔✟✂✡ ✠☎ ✁✝✠✂✠✝✟✞✞✂ ☎✞✞ ✄✟✂✠✡☎✂✔

✟☎✆✡✝✔✆✠☎✔ ✁✆☎✂✠☎✒✆✒✔ ☞✡☎✟✞ ☞✡✞✞✟✝✡☛✡☎✂ ✎✑✡✝✟✞✂✠ ✎✪✚ ✟ ✡✪✢✧✠✢✄✄ ✝✣✛✆✚✜✩✦ ☞✜✩✦✢✚✩☎✜

✂✟��✫ ✟✂☛ �✆✂✟�✠ 

✕�✝✂✗  ☎✡✝✆✞✟ ✂� ☎✟✝✂✠☎✠ ✁� ✎✆☛✟✔✔✡✂✂✠ ☎� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✞✞✡ ✟☎✆ ✔✒✠✂✟✖✞✡ ✠☛☛✒☎✆✔✡☎✔✆✝ ✝✆✝ ☛✞✞✟✝✂✟☛

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✟☎✟✞✂✔✠✔ ✠☎ ✝✡✟✞ ☛✟✂✝✠✍✡✔☛ ☎✠✞✒� ✔✡✝✒☛� ✒✝✠☎✡✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟�✟✫ �✟✝☛

�✖✝✂�✌✝✠ 

✕�✝✆✗  ✌✆✂✆ ✏� ✌✠✞✆✟ ✁� ☞☎✆✝✡✔✡☎ ☎� ✡✂ ✟✞✠ ☎✆☎✠✂✆✝✠✌✟✝✠✞☎ ✂✡✝✟✞✕✒✂✠✝✟ ✆✡ ✟☎✂✠✖✠✞✂✠✝✆✔✠ ✠✒✡✆✟✔

☛✡✂✆✆✆✞✆✔✗✟✔☛ ✖✠✆✔✡☎✔✆✝✡✔ ✎✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔ ✆✝ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔✠ ✠✡✝ ☛✡✂✑✆✆✆✞✆✔✠✡✔☛

✖✠✆✔✡☎✔✆✝✔✠ ✏✛✠ ✠✛✥ ☞✁✤✧✛ ✂✟�✟✫ ��✆☛ �✟✟✟✂�✟✟☞✠ 

✕�✝�✗  ✆✝✠✆✞✒☎✆ ✆��✆✒✔✡✞✞ �� ✌✝✑✍☎ ✎✠ ☞ ☛✠✝✝✆✖✠✆✞✆✔✠✝✟✞ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✆✡✂✡✝☛✠☎✠☎✔ ✔✡✝✒☛ ✞✡✆✡✞✔ ✆✝

✖✝✆✟✆ ✔✞✡✝✂✝✒☛ ☛✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✝✝✠✂✠✝✟✞✞✂ ✠✞✞ ✞✟✂✠✡☎✂✔✠ ✟ ✠✤✆✜✩✄✤✩✧ ✠✛✚✁✩✥✄ ✂✟�✝✫ �✂✌☛

✂✆✂✂☞✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

✂✟✟ 

✕�✝✟✗  ✺✒✝✡✔✑✠ ✎� ☎✡☛✆☎ ✠�☎✡☛✆☎ ✌✺� ✡✂ ✟✞✠ ✄✁✁✟✞ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✡✝✝✟✆✠☎✡� ✝✡✝✒✝✆✍✠☛✡� ✟☎✆

✝✡✝✆✂✟✍✠☛✡ ✠☎ ✆✟✠✝✂ ☛✠✞✒� ✑✒☛✟☎ ✔✡✝✒☛ ✟☎✆ ✝✟✔✂✡✝✟✂✡✝ ✔✟☛✞✞✡✔✠ ✝✣✜✤✪☎✛✜✣✧✟✄ ✂✟�✆✫ ✂☛ �✂

✖✠ 

✕�✝✝✗  ✁✟✔✟✞✔ ✂� �✡✝☎✕☎✆✡✌ ✁� �✠✆✟✞✔✆ ✌� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✟☎✆ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎ ✆✝ ✟ ✟�✄✄✁ ✆✠✆✆✡

✟✝✝✟✂ ✆✡✂✡✝✂✆✝ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟✠ ☞✧✤✪ ✌✤✩✆✁✛✦ ✂✟��✫

�☞☛ ✂✂✆✂✂✂☞✠ 

✕�✝☞✗  ☎✠✝✟☎✆✟ ✝✟✔✂✆✔ ☞✁� ✞✟☎✆✡✝✟✔✂✡✡✞✡ ✌✆� ✎✒✞✒✡☎✔ ✄☎� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✟☎✆ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎ ✆✝

✟ ✑✠✔✑ ✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✟✔✔✟✂ ✝✆✝ ✂✑✡ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✡☛✆✝✠✞✞✠☎ ✠☎ ✔✡✝✒☛

✆✝ ✑✟✡☛✆✆✠✟✞✂✔✠✔ ✞✟✂✠✡☎✂✔✠ ✟ ☛✁✢✜✦ ✌✤✩✦✛✥ ✡✪✢✧ ✂✟��✫ ✌✟☛ �✌✂✂�✌☞✠ 

✕�✝✖✗  ✄✟✟✞ ☎� ✂✆✞✞✡✝ ☎� ✌✝✑✒✔✂✡✝ ✁� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✓✒✟☎✂✠✝✠✝✟✂✠✆☎ ✆✝ ✝✡✝✡✞✠☛✡� ☛✡✝✆✞✡☎✡☛�

✝✠✞✝✆✝✞✆✍✟✝✠☎� ☛✆✍✠✝✞✆✍✟✝✠☎� ✞✠☎✡✌✆✞✠✆ ✟☎✆ ✞✠✞✡✝✟✝✠✞✞✠☎ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✔✡✝✒☛ ✒✔✠☎✔ ✟☎ ✠✔✆✂✆✞✡✞

✆✠✞✒✂✠✆☎ �✄✄✁✞☎✌✁☎✌ ☛✡✂✑✆✆✠ ✟✩✟✜✪✢✧ ✩☛ ☛✁✢✦✢✆✛✟✚✤✆✢✧ ✢✪✥ ✌✤✩✦✛✥✤✆✢✧ ✡✪✢✧✂✄✤✄ ✂✟�✖✫

�✟✂☛ �✟✂✂��✟✠ 

✕�✝✌✗  ✁✆✞✠☎ ✄� ✏✡ ✝✆✝✒ ✄� ✎�✆✆✞✞✂☎ �� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✟☎✆ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎ ✆✝ ✟ ✝✟✔✂ ✟☎✆ ✒☎✠✝✆✝☛

✟✞✞✝✆✟✝✑ ✂✆ ✓✒✟☎✂✠✝✂ ☛✞✞✟✝✂✟☛ ✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂ ✔✆✞✠✆ ✞✑✟✔✡ ✡✍✂✝✟✝✂✠✆☎✞✞✠✓✒✠✆

✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂✞✡✞✡✝✂✝✆✔✞✝✟✂✞✂✟☎✆✡☛ ☛✟✔✔ ✔✞✡✝✂✝✆☛✡✂✝✂✠ ✒✢✧✢✪✚✢ ✂✟�✆✫ �✟✆☛ ✂✖✟✂✂✌✆✠ 

✕�☞✟✗  ✞✡✝✆✠✡✝ ☎✁� ✎✝✠✖✒✂ ✏� ✎✟✂✂✡✆✠☎ ✄� ✡✂ ✟✞✠ ✌✠☛✒✞✂✟☎✡✆✒✔ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ �✂ ☛✞✞✟✝✂✟☛

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✞✞✟✔☛✟ ✖✂ ✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✟✞ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎☛

☞✞✞✞✠✝✟✂✠✆☎ ✂✆ ✂✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔✠ ✡✪✚✤✦✤✆✜✩✄ ✡☎✛✪✚✄ ☞✁✛✦✩✚✁✛✜ ✂✟��✫ ✟✟☛ �✖☞✆✂

�✖☞✌✠ 

✕�☞�✗  ☞✆✂✑ ✎� ✆✠✡✆✞✡✝ ✌� ☎✠✑✟✠ ✌� ✡✂ ✟✞✠ ✏✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝ ☛✡✝✆✞✡☎✡☛ ✞✡✆✡✞✔ ✠☎ ✑✒☛✟☎ ✔✡✝✒☛ ✖✂

✑✠✔✑✞✞✡✝✝✆✝☛✟☎✝✡ ✞✠✓✒✠✆ ✝✑✝✆☛✟✂✆✔✝✟✞✑✂ ✝✠✂✑ ✒✞✂✝✟✆✠✆✞✡✂ ✆✡✂✡✝✂✠✆☎✠ ✌✤✩✦✛✥✤✆✢✧

☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜✢✣✁✂✫ ✆�✠ ✁✞✒✖ ✟✑✡✟✆ ✆✝ ✞✝✠☎✂ � ☎✟✂ ✂✟�☞✠ ✏✏☎☛ �✟✠�✟✟✂✁✖☛✝✠✆✖✖✟✠ 

✕�☞✂✗  ✌✟✑✒ ✄✁� ☞✟☛✠✔✡✂✂✠ ✠☞� ✁✡✝✝✑✠ ✎� ✡✂ ✟✞✠ ☞☎ ✆✆✡✝✆✠✡✝ ✆✝ ✡✍✞✡✝✠☛✡☎✂✟✞ ✆✡✔✠✔☎✔ ✠☎ �✄✄✁

☛✡✂✑✆✆ ✆✡✆✡✞✆✞☛✡☎✂ ✟☎✆ ✆✟✞✠✆✟✂✠✆☎✠ ✟✩✟✜✪✢✧ ✩☛ ☛✁✢✜✦✢✆✛✟✚✤✆✢✧ ✢✪✥ ✌✤✩✦✛✥✤✆✢✧ ✡✪✢✧✂✄✤✄

✂✟�✖✫ ��☞☛ ✟✌✟✂✝��✠ 

✕�☞✆✗  ✏✆☎✔ ✺� ✌✑✠ ��� ✁✆✒ ✁� ✡✂ ✟✞✠ ☞ ☛✠✝✝✆✔✝✟✞✡ �✄✄✁✞✟✞ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡ ✆✡✂✡✝☛✠☎✟✂✠✆☎ ✆✝

✞✟✂✟☛✆✍✡✝ ✠☎ ✞✞✟✔☛✟☛ ☞☎ ✟✆✟✞✂✡✆ ☛✡✂✑✆✆ ✝✆✝ ✂✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔ ✠☎ ☎✡✆☎✟✂✡✔✠

✌✤✩✦✛✥✤✆✢✧ ☞✁✜✩✦✢✚✩☎✜✢✣✁✂✫ ✆✂✠ ✁✞✒✖ ✟✑✡✟✆ ✆✝ ✞✝✠☎✂ � ☞✒✔✒✔✂ ✂✟�✖✠ ✏✏☎☛

�✟✠�✟✟✂✁✖☛✝✠�✂�✆✠ 



�✟☛✠✞✡ ✁✟✝✆ ✂ ✄✁✁☎ ✂ ✆✝✁✝ ✞ ✟✠✄  
�✂��✂☞�✁☛✠�☛  

✂✟� 

✕�☞�✗  ✆✝✟✂✆☎✠ ☞✆� ✠✠✝✆✞✟✒ ✏✄� ✁✒✂✠ ✆✄✠ ☞ ✔✒✠✆✡ ✂✆ ✂✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝ ✆✝✒✔ ☛✆☎✠✂✆✝✠☎✔ ✆✝ ☛✞✞✟✝✂✟☛

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔✠ ☛✁✢✜✦✢✆✩✚✁✛✜✢✣✂ ✂✟✂�✫ ��☛ ✂✂✟✂✂✆✆✠ 

✕�☞✟✗  ✂✒✠✞✑✟✒☛✆✒ ☞� ✝✡☎✟✖✆✒✆ ✌� ✝✡☎☎✠✔ �� ✡✂ ✟✞✠ ✏✞✂✠☛✠✌✟✂✠✆☎ ✆✝ ✂✑✡ ✂✝✡✟✂☛✡☎✂ ✝✠✂✑ ✖✡✂✟✞✞✟✝✂✟☛

✟☎✂✠✖✠✆✂✠✝✔ ✠☎ ✝✝✠✂✠✝✟✞✞✂ ✠✞✞ ✞✟✂✠✡☎✂✔ ✞ ✂✒✠✆✡✞✠☎✡✔ ✝✝✆☛ ✂✑✡ ✆✝✡☎✝✑ ✌✆✝✠✡✂✂ ✆✝ ✄✑✟✝☛✟✝✆✞✆✔✂ ✟☎✆

✎✑✡✝✟✞✡✒✂✠✝✔ ✬✌✆✝✠✕✂✕ ✆✝✟☎✂✟✠✔✡ ✆✡ ✄✑✟✝☛✟✝✆✞✆✔✠✡ ✡✂ ✎✑✕✝✟✞✡✒✂✠✓✒✡ ✞ ✌✆✄✎✭ ✟☎✆ ✂✑✡

✆✝✡☎✝✑ ✌✆✝✠✡✂✂ ✆✝ ☞☎✟✡✔✂✑✡✔✠✟ ✟☎✆ ☎☎✂✡☎✔✠✆✡ ✁✟✝✡ ☎✡✆✠✝✠☎✡ ✬✌✆✝✠✕✂✕ ✆✝✟☎✂✟✠✔✡
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