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1. INTRODUCCION

La cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) es una técnica
indispensable en la industria Quimica y Farmacéutica; su aplicacién permite la

separacion y analisis de los componentes quimicos de una mezcla.

El realizar un andlisis por HPLC en la industria farmacéutica es una
necesidad y de un uso rutinario, esta técnica evita errores, reduce repeticiones
analiticas y facilita la rapidez en los analisis, pero sobre todo proporcionan
confiabilidad a los productos analizados cuando se aplica un método analitico

validado.

La validacion de métodos analiticos se fundamenta en la determinacion de
diversos parametros; la validacion en si proporciona un alto grado de confianza y
seguridad del método analitico y se realiza con caracter obligatorio cuando se
desarrolla un nuevo procedimiento, ya que permite asegurar que el método

propuesto hace lo que tiene que hacer y confirma las cuantificaciones realizadas.

Las actividades de desarrollo y validacion de métodos analiticos estan
estrechamente ligadas; muchas de las caracteristicas de desempefio que se
evallan durante el desarrollo del método, también lo son en mayor o menor medida
de la validacién siguiendo las indicaciones de las normas oficiales y las

Farmacopeas cuando se trata de farmacos comerciales.

En la Investigacion de productos naturales con aplicacion terapéutica, al ser
nuevos compuestos, no cuentan con el desarrollo y validacion de un método
analitico preciso y confiable; por ello, en este caso se desarrolld y validé un método
analitico por HPLC para el compuesto metil dodonato A, que ha demostrado

experimentalmente in vivo propiedades antiinflamatorias.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (High Performance Liquid
Chromatography).

La cromatografia es un método fisico de separacién, basado en la
distribucion de los componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una
estacionaria y otra moévil. En cromatografia liquida, la fase mévil es un liquido que
fluye a través de una columna que contiene a la fase estacionaria. La cromatografia
liquida se lleva a cabo empleando una columna; después se coloca la muestra por
la parte inicial de la misma y se hace fluir la fase movil a través de la columna por
efecto de gravedad cuando se trata de cromatografia en columna abierta. Para
aumentar la eficiencia en las separaciones, en cromatografia liquida de alta
resolucién; modifica la columna con soportes especificos de acuerdo con la
naturaleza de la muestra y el tamafio de las particulas de fase fija se disminuye
hasta los micrones, usando altas presiones para lograr que la fase mdévil fluya y

logre la separacion de los componentes de la muestra.

En la actualidad HPLC ha llegado a ser una de las Técnicas del Laboratorio
Moderno mas importantes como herramienta analitica para separar y detectar
compuestos quimicos. Como en todas las técnicas analiticas, los pequefios
problemas a la larga pueden llegar a tener un mayor impacto en la exactitud y
durabilidad del sistema; por lo cual es indispensable la reproducibilidad y la
validacion. (Loro, J. F., 2001). Los componentes de un equipo HPLC puede

representarse como se muestra en la Figura 1.

FASE . VALVULA ) , . REGISTRADOR
MOV H»{ BOMBA [P INYECTORA | CoLumna  H DETECTOR | INTEGRADOR

Figura 1. Esquema de los componentes de un HPLC.
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2.1.1 Partes del HPLC

Los componentes basicos de un sistema para HPLC son:

A) Depoésitos para la fase movil (disolventes)

Como algunas de las fases moviles utilizadas en HPLC pueden ser
quimicamente activas como acidos, bases o liquidos corrosivos, es esencial que los
componentes del sistema estén fabricados con materiales resistentes, por lo que la
mayoria de las partes en contacto con la fase movil suelen estar fabricadas con

acero inoxidable (Hernandez L. 2002).

Los disolventes méas usados en HPLC son agua, disoluciones tampdn acuosas
y disolventes organicos. Deben ser espectroscépicamente puros, exentos de
particulas solidas y desgasificados, esto se lleva a cabo con un gas inerte muy poco
soluble como el helio.

Los recipientes que se utilicen para almacenar la fase movil tienen que ser
inertes, es decir, el disolvente no deberéa extraer especie alguna del material con el
que estén construidos. Suelen ser botellas de vidrio y tubos de teflon. Estan
provistos de unos filtros, indispensables para eliminar los gases disueltos y

particulas que pueda contener la fase movil (Harris,. 2001).

B) Sistema de bombeo para proporcionar presiéon ala fase mévil

Bombas de desplazamiento o tipo jeringa, consisten en una camara equipada
con un mecanismo de tornillo. Suministran un flujo libre de pulsaciones pero con

una capacidad limitada a unos 250 ml. (Harris, D.C. 2001)
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C) Sistema de inyeccion de muestras

Los volimenes que se inyectan de muestra deberan ser pequefios para evitar la
sobrecarga de la columna. El método més simple es la utilizacion de una jeringa de
alta presion con un diafragma (“septum”) a la entrada de la columna. Esta limitado

a una presion maxima de operacion de 1500 psi. (Harris, D. C. 2001).

D) Columna cromatografica

En las columnas cromatogréficas es donde se produce la velocidad diferencial
de los solutos que permite su separacion (Harris, D. C. 2001). El material de las
columnas cromatograficas suele ser de acero inoxidable cuya longitud varia de 5 a
30 cm y un didmetro de 1 a 5 mm. La eficacia de las columnas aumenta al disminuir
el tamafio de las particulas de la fase estacionaria. El tamafio tipico de las particulas
es de 3-10 um (Harris, D. 2001). (Ver Figura 2)

Pre-

columna | Filtros

‘ Columna
analitica

%2 .

| Salida

Figura 2. Columna para HPLC.
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Las columnas suelen ser costosas y se degradan con facilidad, por eso, se
protege la entrada de la columna con otra columna mas corta, denominada la

precolumna, y estas deben estar siempre tapadas con sus tapones.

E) Detectores

El papel del detector es indicar los momentos de aparicion de los componentes,
y proporcionar indicacion cuantitativa y cualitativa de los mismos. El detector
utilizado depende de la naturaleza de la muestra y debera reunir una serie de
caracteristicas como son, tener una sensibilidad elevada, buena estabilidad y
reproducibilidad. Amplio margen de respuesta lineal, insensible a cambios en la

presion y la temperatura. (Hernandez, L. 2002)

El detector responde a la concentracidn del soluto y se registra en funcion del
tiempo y obteniéndose una serie de picos, generandose un grafico que se denomina
cromatograma. La posicién de los picos en el eje del tiempo puede servir para

identificar los componentes de la muestra.
Se pueden clasificar de la forma siguiente:

Detector de fluorescencia: existen dos tipos de instrumentos

>Fluorémetros: Utilizan como fuente una lampara de Hg a baja presion, que
funciona a 254, 546, 691, 793 mn, estas longitudes de onda se aislan con filtros y

un tubo fotomultiplicador es cual es el detector.

>Espectrofluorémetros: La fuente empleada es una lampara de arco de xenén,
de alta presion, se necesita radiacion continua de 300 a 1300 nm, son de doble haz,

tienen dos sistemas de monocromacion para aislar la longitud de onda deseada.

Detector_de indice de refraccion: Son universales y responden a todos los

solutos, son muy sensibles a los cambios de temperatura, pero no asi a la

concentracion.
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Detector electroquimico: se considera casi como universal, es muy sensible a

la concentracion porque emplea medidas de corriente.

Detectores de luz dispersa tras evaporacion (ELSD): Demuestran su utilidad

en la determinacion de pesos moleculares de polimeros y péptido.

Detectores de absorbancia ultravioleta: Son los mas utilizados. Su

fundamento es la espectrofotometria de absorcidon de luz visible y ultravioleta de un
componente a una determinada longitud de onda. Los mas potentes son los que
utilizan un montaje de fotodiodos para registrar el espectro completo de cada soluto
que pasa por el detector. Los datos de absorbancia se representan en funcién de la
longitud de onda y del tiempo. (Harris, D. C. 2001)

2.2 Método Analitico

Un método analitico es la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el
analisis de un componente especifico de una muestra. (Guia de validacion de
métodos analiticos edicion 2019 CNQFB).

2.2.1 Desarrollo de métodos analiticos.

El trabajo de validacion esta precedido de una fase de desarrollo que incluye
a diferentes miembros del personal y que puede realizarse de varias formas. Por un
lado, puede implicar la adaptacion de un método ya existente realizando cambios
menores para adecuarlo a una nueva aplicacion. (Guia de validacién de métodos
analiticos edicién 2019 CNQFB).

Por otro lado, el quimico analitico puede comenzar a esbozar algunas ideas

y aplicar su conocimiento y experiencia para idear un método adecuado. Esto
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implica claramente mucho mas trabajo y mas dudas sobre la idoneidad del método
final. No es inusual para el desarrollo del método trabajar con varias ideas
simultaneamente antes de elegir finalmente la més adecuada. A pesar del esfuerzo
invertido en el desarrollo del método, no hay ninguna garantia de que el método
vaya a funcionar adecuadamente durante la validacion (o bajo condiciones de rutina
en un laboratorio particular). (Guia de validacion de métodos analiticos edicion 2019
CNQFB). Por la diversidad de métodos analitico por desarrollar, se ha considerado

su clasificacion.

2.2.2 Clasificacion de Métodos analiticos

En funcién de su estado regulatorio en:

e Métodos Farmacopeicos. Todos aquellos métodos que aparecen en
cualquier farmacopea (FEUM, USP, BP, EUOPEA, entre otras.).
e Meétodos No Farmacopeicos. Aquellos métodos no compendiados en una

farmacopea.

En funcién de la naturaleza de la respuesta analitica en:

e Meétodos fisico-quimicos. Cuando la respuesta es de caracter fisico
(Absorcion de luz, emision de luz, voltaje, etc.) o quimico (consumo de iones
-OH, consumo de un acomplejante, etc.)

e Métodos biolégicos. Cuando la respuesta es de caracter biologico

(crecimiento de un microorganismo, proteccién, muerte, entre otras.).

En funcién de su propdsito analitico en:

e Meétodos para cuantificar el analito (contenido o potencia).
e Meétodos para establecer la presencia del analito a un limite.
e Métodos para identificar el analito.

(Guia de validacion de métodos analiticos edicion 2002 CNQFB)
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2.3. Validacion de métodos analiticos

La validacién dentro de la industria farmacéutica, es la confirmacion del
producto de calidad a través de la aportacién de evidencia objetiva, de que se han
cumplido los requisitos para un uso o aplicacion especifico previsto. El laboratorio
debe validar todos los métodos tanto los métodos no normalizados como los
métodos que desarrolla y los métodos empleados fuera del alcance previsto en un
sistema de gestion de calidad; también deben considerarse las ampliaciones vy
modificaciones de los métodos normalizados, para confirmar que los métodos son
aptos para el fin previsto. La validacién debe ser tan amplia como sea necesario
para satisfacer las necesidades del tipo o campo de aplicacién, en este caso en la

aplicacion farmacéutica.

El laboratorio debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento
utilizado para la validaciéon de un método para demostrar que sus caracteristicas de
desempeiio son adecuadas para el uso previsto. NMX-EC-17025-IMNC-2006

Se pueden validar:
» Métodos no normalizados;
» Métodos disefiados/desarrollados por el laboratorio;
» Métodos normalizados usados fuera de su a&mbito de aplicacion;

» Ampliaciones o modificaciones de métodos normalizados.

La extension (‘alcance’) de la validacion dependera de la aplicacion, la
naturaleza de los cambios realizados y de las circunstancias en que el método se
va a utilizar. También debe validarse cuando es necesario demostrar la equivalencia
de los resultados obtenidos por dos métodos, por ejemplo, un método recientemente
desarrollado y un método normalizado existente. NMX-EC-17025-IMNC-2006
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2.3.1. Parametros de validacion

Las caracteristicas de desempefio de un método analitico se expresan en
funcion de los pardmetros analiticos. Los parametros analiticos considerados en
validacion son: Verificacion del sistema, linealidad y rango, precision y veracidad,
exactitud, entre otros. (OMS, 2002)

2.3.2. Verificaciéon del sistema

Las pruebas de verificacion del sistema se basan en el concepto de que: el
equipo e instrumentos de medicidn, las operaciones analiticas y las muestras que
van a ser analizadas contribuyan a un sistema integral, que puede ser evaluado
como tal.

La verificacion del sistema son pruebas utilizadas para verificar que el
sistema funciona correctamente, con base en criterios establecidos previamente.
Esta verificacion permite establecer la confiabilidad del sistema, antes del
procesamiento de las muestras durante el uso rutinario del método; también se
conoce como buen o correcto funcionamiento del sistema. En funcion del sistema
de medicion, se deben establecer las caracteristicas relacionadas con su
funcionamiento correcto, basadas en el tipo de equipo e instrumentacién utilizado
en el método. Estas pueden ser definidas en funcion de una respuesta analitica,
como pueden ser sus propiedades, su variabilidad, su forma, su tiempo de
respuesta, indicadores de separacion, indicadores de eficiencia, respuesta de
blancos, entre otros. En la fase del desarrollo del método, las caracteristicas
mencionadas anteriormente y sus criterios de aceptacion deben ser establecidas;

durante la validacion, la verificacion debe ser Unicamente verificada. (FEUM, 2018)
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2.3.3. Linealidad y Rango

La linealidad es la capacidad del método para proporcionar resultados que
son directamente (o por medio de transformaciones mateméaticas) proporcionales a
la concentracion del analito en la muestra dentro de un rango establecido. Siempre
gue sea posible se buscara una respuesta de tipo lineal que facilitara su trazado,
interpolacion e interpretacion. El rango se define como el intervalo entre la
concentracion superior e inferior de analito para el cual se ha demostrado la correcta
precision, exactitud y linealidad del método descrito. Aunque el proceso légico
consistiria en evaluar cuales son los limites de concentracion en los que el método
analitico pierde su linealidad, normalmente se toma como punto de partida un
intervalo de concentraciones ya establecido de acuerdo con la experiencia, el
conocimiento analitico de la técnica empleada y principalmente en funcion de las
especificaciones. (FEUM, 2018)

2.3.4. Limites de Deteccidon y Cuantificacion

El limite de Deteccidn es un pardmetro de prueba limite. Es la concentracion
mas baja a la cual puede detectarse el analito, pero no necesariamente
cuantificarse, bajo las condiciones experimentales establecidas en dicho método.
Considerandose como LD la concentracién que produce una sefial al menos tres

veces superior al ruido de fondo (S/N > 3).

El limite de Cuantificacién se define como un pardmetro para ensayos
cuantitativos de bajos niveles de compuestos en matrices de muestras, tales como
impurezas en muestras activas o productos de degradacion en productos
terminados. Es la concentracion de muestra en un analito que puede ser
determinada con precisibn y exactitud aceptables, bajo las condiciones

experimentales establecidas. (Soledad Rodriguez, B.E. 0000)
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2.3.5. Precisioén

La precision (Figura 3), expresa el grado de concordancia (grado de
dispersién) entre una serie de medidas de tomas mdultiples a partir de una misma
muestra homogénea en las condiciones prescritas. La procedencia de las muestras
destinadas al estudio de la precision puede ser de muestras reales o preparadas en
el laboratorio. El objetivo del estudio de la precision es conocer la variabilidad o el
mas — menos del método de ensayo. Esta variabilidad es debida a errores aleatorios
inherentes a todo método de ensayo. Como consecuencia de la existencia de estos
errores, los analisis efectuados sobre muestras idénticas, en las mismas
circunstancias, no conducen generalmente a resultados idénticos. Los factores
susceptibles de influir sobre los resultados de ensayo no pueden ser siempre
controlados (analistas, equipo instrumental, reactivos, tiempo, etc.) de aqui la
importancia del estudio de la precision. La precision engloba diferentes tipos de
estudio: (FEUM, 2018)

PRECISION

|
! ! !

Repetibilidad Precision Intermedia Reproducibilidad

|
l l

Repetibilidad Repetibilidad
Instrumental del método

Figura 3. Precision y sus diferentes tipos de estudios.
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2.3.5.1. Repetibilidad

Grado de concordancia relativa entre una serie de medidas obtenidas por
muestreo multiple de una misma muestra homogénea en las mismas condiciones
de analisis en un intervalo corto de tiempo. (Guia de validacion de métodos

analiticos, edicién 2002)

2.3.5.2. Precisién Intermedia

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de analisis sobre la
misma muestra, pero en condiciones operativas (diferentes analistas, aparatos,
dias, etc.) y en un mismo laboratorio. En el estudio de la precision intermedia se
deben considerar aquellas circunstancias en las que se pretende desarrollar el
método de ensayo. El analista debe evaluar los efectos causados al variar una serie
de factores. Tipicos factores a estudiar incluyen el dia, el analista, el instrumento,
etc. No es necesario estudiar cada uno de estos factores individualmente si no que
es suficiente comprobar que la variabilidad aportada por el conjunto de factores esta
dentro de los limites establecidos. (FEUM, 2018)

2.3.5.3. Reproducibilidad

Estudia la variabilidad del método bajo condiciones operativas diferentes y
en distintos laboratorios. La precisibn de un método analitico se expresa
generalmente como el coeficiente de variacion (CV) de una serie de medidas. La
reproducibilidad de dicho método de andlisis se determina analizando una serie de
alicuotas procedentes de lotes homogéneos en diferentes laboratorios, diferentes
analistas y utilizando condiciones operativas y ambientales distintas, pero siguiendo
el procedimiento descrito en el método. (FEUM, 2018) En la tabla 1, se presentan
los factores de variacion en el estudio de la precision considerando en donde es

posible tener una igualdad o diferencia dependiendo el factor y la variable.
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Factores Repetibilidad | Precision Intermedia | Reproducibilidad

Instrumento Igual Diferente Diferente
Dia de analisis Igual Diferente Diferente
Analista Igual Diferente Diferente
Otros factores (por ejemplo:
Columnas, Reactivos,

Igual Diferente Diferente
condiciones ambientales)
Laboratorio Igual Igual Igual

Tabla 1. Factores de variacion en el estudio de la precision.

Analisis de datos

a) En el caso de la precision

Calcular la media (y), desviacion estandar (6) y coeficiente de variacion (CV)

b) En el caso de la exactitud:

Calcular el porcentaje de recobro (%R). Para calcular el porcentaje de

recobro se debe calcular:

I.  Promedio aritmético ()

Il.  Desviacion estandar (6).

lll.  Con el coeficiente de variacion (CV).

IV. Elintervalo de confianza para la media poblacional (IC (y))

c) En el caso de la linealidad:

Con el coeficiente de determinacion (r?)

d) En el caso de Limite de Cuantificacion y Deteccion

Limite de Deteccion (C,) y Limite de Cuantificacion (C,,)

I.  Desviacion de blanco (Sg)
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lI.  Promedio de pendientes (m)
e) En el caso de la reproducibilidad:
Se evalla por medio del coeficiente de variaciéon de todos los resultados

analiticos, el cual debe cumplir con el criterio de aceptacion establecido.

La magnitud de la repetibilidad debe satisfacer el criterio de aceptacion
establecido, en funcion de la aplicacion analitica del método, de la naturaleza del

sistema y de la complejidad del método, entre otras.

2.4. Aplicacion del método analitico HPLC para el desarrollo de nuevos

farmacos

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), es la técnica escogida
para aislamiento y purificacion de productos de valor en la industria quimica y
farmacéutica, asi como en la biotecnologia y la bioquimica. Esto es posible con
columnas preparativas que comprenden un amplio rango de aplicaciones, desde el
aislamiento de 1 pg de muestra para identificacion espectroscopica hasta el
aislamiento de un compuesto puro de una mezcla de 100 g. (LTIUVa, 2022)

El equipo de HPLC se utiliza en la industria médica y farmacéutica para
analizar productos y los excipientes que se usan para elaborar las presentaciones
farmacéuticas. A menudo, este analisis lo desarrolla el laboratorio de control de
calidad de la empresa farmacéutica. El beneficio para la empresa farmacéutica en
el uso del HPLC es la seguridad en la calidad que brinda este analisis, otro beneficio
es que los métodos HPLC son relativamente estandar en la industria y se deben
cumplir estandares de calidad de acuerdo con normativas nacionales e

internacionales. (Faulkner, B. 2021)
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2.5. Fuentes naturales para la obtencién de nuevos farmacos

En la actualidad, la OMS estima que el 80 % de la poblacion de paises en
desarrollo basa el cuidado de su salud en la medicina tradicional; del 20 % restante,
en mas del 25 % de los casos usa farmacos que han sido derivados de productos

naturales.

La importancia historica del uso de productos naturales como farmacos o
como modelos para el desarrollo de farmacos es innegable; asimismo, es bien
reconocido el potencial de los recursos naturales como fuentes de futuros productos
farmacéuticos. De los 1184 productos que se incorporaron al mercado como nuevos
farmacos durante el periodo de 1981 a 2006, el 5 % correspondid a productos
naturales con estructuras novedosas; el 23 % se obtuvo como derivados de estos;
el 10% correspondid a nuevas moléculas moldeadas a partir de productos naturales;
y el 4% a moléculas de productos naturales obtenidos por sintesis quimica (Newman
y Cragg, 2019).

Los productos naturales y sus analogos estructurales histéricamente han
hecho una contribucion importante a la farmacoterapia, especialmente para el
cancer y las enfermedades infecciosas. Sin embargo, los productos naturales
también presentan desafios para el descubrimiento de farmacos, como barreras
técnicas para la deteccion, el aislamiento, la caracterizacién y la optimizacion, lo
que contribuyd a una disminucion en su busqueda por parte de la industria
farmacéutica desde la década de 1990 en adelante. En los ultimos afios, se esta
revitalizando el interés en los productos naturales como farmacos lideres, en
particular para combatir la resistencia a los antimicrobianos y otras enfermedades

gue aquejan a la humanidad. (Atanas G. Atanasov, et al. 2021)
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2.6. Dodonaea viscosa (L.) Jacq. (Chapulixtle)

La planta Dodonaea viscosa es conocida comunmente como Chapulixtle
(Figura 4), por el conocimiento ethomédico en nuestro pais, es utilizada para
padecimientos de reumas y dolores de cintura. Sus hojas sirven para bafios de
parturientas (cuidados de la mujer en la etapa de puerperio). Se menciona que la
infusion de la corteza de la planta es utilizada para el tratamiento de enfermedades
venéreas, fiebre, coélicos, gota, dolores de piezas dentarias e infecciones de la
garganta. Por sus propiedades cicatrizantes se utiliza para el tratamiento de heridas
y picaduras de insectos. Las formas de preparacion y utilizacion son diversas

(infusion, cataplasmas o vaporizaciones).

En la regidn centro del pais, el uso medicinal de D. viscosa es importante, ya
que el 98.7 % de las mujeres en edad reproductiva y después del parto (cuidados
en la etapa de puerperio) utilizan el chapulixtle y otras plantas medicinales para
evitar enfriamientos en el aparato reproductor femenino. El 53.9 % de la poblacion
-hombres y mujeres- mayores de 35 afios la emplean mezclada con partes de otras
plantas y sustancias como alcohol para el tratamiento de padecimientos artriticos;
en menores proporciones es utilizada para el tratamiento de infecciones de la piel y

enfermedades gastrointestinales.

La mayor frecuencia de uso medicinal corresponde a las mujeres. La
medicina tradicional en la regién es importante, ya que auxilia en la solucion de
problemas de salud, principalmente en lugares donde no existen servicios médicos

o0 la accesibilidad a éstos no es facil. (Juan-Pérez, J. I. et al, 2010)

Como se ha mencionado, de esta especie se han aislado compuestos con
interés terapéutico; por lo cual, conocer mas sobre la planta permitira resaltar su

valor etnomédico y su localizacion dentro de la biodiversidad del pais.
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C
Figura 4. Especie vegetal Dodonaea viscosa. A. Planta: B. Frutos; C. Semillas.
(Fotografias tomadas por Cérdova-Ocampo, D. 2020).

2.6.1. Descripcién botéanica.

Este arbusto es uno de las plantas mas comunes sobre terrenos

degradados, sobre todo en el tropico seco. (Rzedowski y Rzedowski, 2001)

Sinénimo: Ptelea viscosa L.

Nombre cientifico: Dodonaea viscosa (L.) Jacq
Nombre comun: Granadillo, Dodonea
Familia: Sapindaceae
Orden: Sapindales

Subclase o clase: Rosidae
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2.6.2. Nombres comunes

Nombres comunes contemporaneos: Aria, cuerno de cabra, chapulistle, chapuliz,

granadina, guayabillo, hierba de la cucaracha, huesito, jarilla, munditos,

ocotillo, palomilto, tapa chile, tarachico (Martinez, 1979).

Nombres comunes en idiomas indigenas de México: Qui-laga-cijti (lengua

zapoteca), huayun-ak (en maya, pirumu (lengua tarasca), salté (lengua

tojolobal), tonalcotl-xihuitl y tonalocotl-xihuitl (nahuatl). (Martinez, M. 1979)

2.6.3. Distribucion geogréfica.

Area de origen: América. Distribuido desde el sur de Estados Unidos hasta el sur de

Sudamérica.

Distribucion secundaria: Africa, Asia y Oceania.
Distribucién en México: Se ha registrado en Aguascalientes, Baja California Norte,

Baja California Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal,
Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México,
Michoacan, Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz,
Yucatan (Villasefior y Espinosa, 1998), ver Figura 5.

Figura 5. Mapa de distribucion de la especie vegetal Dodonaea viscosa en la
Republica Mexicana.
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Estatus migratorio en México: Nativo.

Descripcidén técnica: Basada en Rzedowski y Rzedowski, 2001.

Habito y forma de vida: Arbusto perennifolio, muy resinoso, pegajoso.

Tamaino: De hasta 3 m de alto.

Planta: arbusto; 1-3 m de alto, dioico o raramente poligamodioico; corteza aspera;

ramas jovenes escasamente puberulentas.

Hojas: simples, esencialmente sésiles, lineales a oblanceoladas, 3.5-10 cm de
largo, 0.3-1.5 cm de ancho, que se estrecha gradualmente hasta la base,
coriaceas, subglabrosas, con glandulas planas, los margenes con pelos
cortos y rectos dispersos, muy ligeramente revolute; vena media prominente;

venas laterales oscuras arriba, débilmente evidentes debajo.

Inflorescencia: generalmente racemosas, escasamente puberulentas, 6-14 mm de

largo; bracteas 2-5 mm de largo.

Flores: amarillo palido, 3-5 mm de ancho; pedicelos de 5-12 mm de largo; sépalos
4-5, 1-3 mm de largo, lanceolados, elipticos-ovados, agudos, glabros o los
margenes ciliados; ovario en flores con pistilo viscoso, el ginéforo de 1 mm
de largo; estambres en flores portadoras de estambres (5-) 8-10 (-12), los
filamentos de 0.5 mm de largo, las anteras de 1.5-2 mm de largo con algunos

pelos setosos en el apice.

Frutos y semillas: El fruto es seco, una capsula con 3 alas.
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Habitat: En comunidades secundarias, etapas sucesionales de bosques
perturbados (especialmente encinares y matorrales xeréfilos) y tipos de
vegetacion mesofila, bordes de arroyos, barrancos y taludes, claros de
bosque, lugares expuestos, pastizales deteriorados, terrenos erosionados y

matorrales (Rzedowski y Rzedowski, 2001).

Distribucién por tipo de zonas bioclimaticas: Selva baja caducifolia, bosque de pino-

encino, matorrales xerofilos.

Propagacioén, dispersién y germinacion: Dispersa con el viento.

Ciclo de vida: Planta perenne.

2.7. Metil dodonato A

De las hojas frescas de D. viscosa se obtuvieron por extraccion con acetato de etilo
los compuestos metil dodonato A, By C, entre otros compuestos de tipo clerodano (Ortega,
A. et al, 2001). (Figura 6)

Figura 6. Estructuras de los metil dodonatos. Metil dodonato A, By C.
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El compuesto de interés para el presente proyecto es Metil dodonato A
(MDA), compuesto que ha mostrado actividad antiinflamatoria in vivo y que continua
como objeto de estudio en el laboratorio 325 del Centro de Investigaciones
Quimicas del Instituto de Investigacidbn en Ciencias Basicas y Aplicadas de la
Univerisdad Autonoma del Estado de Morelos bajo la responsabilidad de la Dra.
Maria Luisa del Carmen Gardufio Ramirez. A continuacién de presentas las

propiedades de dicho compuesto y avances en su investigacion.

2.7.1. Propiedades fisicas, quimicas, farmacoldgicas y formulacién en

nanoemulsion del analito

A continuacion, se presentan las propiedades fisicas, quimicas vy
farmacolégicas del analito en estudio tomando las referencias de Ortega, A. et
al., 2001, Dominguez-Villegas, V., et al., 2017 y Lucena, P., et al., 2018.
Nombre Quimico: Metil Dodonato A
Formula Molecular: C21H2804

Peso Molecular: 344.23175 g/mol

Solubilidad: Practicamente insoluble en hexano; libremente soluble en

diclorometano, metanol, en acetonitrilo, y mezcla acetonitrilo agua.

Caracteristicas Fisicas: Solido cristalino incoloro e inodoro. Funde a

aproximadamente entre 132-133 °C.

Datos espectroscopicos y espectrométricos: [a]D = + 39 ° (c 0.15, CHCI3); IR
(CHCIz) Vmax: 3470, 1717, 1650, 1500, 873 cm™; EIMS a m/z 344 [M] [M]+, 326,
312, 297, 283, 245, 203, 189, 162, 149, 121, 95, 81. RMN *H (300 o 500 MHz):
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CDCls, 8, m, (J): H-1: 4.47 dd (6.3, 4.2), H-2: 5.75 dd (9.9, 6.3); H-3: 6.46 d (9.9) H-
6: 1.56 ma; H-7: 1.42 ma; H-8 1.62 ma; H-10: 1.68 d (4.2); H-11: 1.93 ddd (14.7,
12.9,4.2)y 1.78 ddd (14.7,12.9, 5.4); H-12: 2.43 td; (14.7,5.4) y 2.31 td (14.7, 4.2);
H-14:6.27 dd (1.7, 0.9); H-15: 7.35t (1.7); H-16: 7.22 brs; H-17 0.87 d (6); H-19p0-
r 1.94d (4.5); H-19,05 1.59 d (4.5); H-20: 1.15 s y OMe: 3.72 s. RMN 23C (75 0 125
MHz): 6, m: C-1: 64.5 d; C-2: 124.7 d; C-3: 131.4 d; C-4 30.1 s; C-5: 34.1 s; C-6:
31.9t; C-7:29.51;,C-838.3d; C-9:40.8 s; C-1043.3d; C-11: 37.81; C-1217.9t; C-
13125.4 s; C-14: 110.9 d; C-15: 142.8 d; C-16 138.4 d; C-17: 15.0 q; C-18 172.6 s;
C-19:32.8t, C-2017.3 g; OMe 52.1 qg. (Ortega, A. et al, 2001).

Propiedades farmacoldgicas: Se le ha demostrado actividad antiinflamatoria en
un modelo in vivo de inflamacién con TPA en oreja de raton considerable en el
laboratorio 325 del Centro de Investigaciones Quimicas del Instituto de
Investigacion en Ciencias Basicas y Aplicadas de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos. Se estudié la actividad antiinflamatoria de los diterpenos metil
dodonatos Ay B, evaluados en un modelo in vivo de induccion de la inflamacién con
TPA en oreja de raton. Como resultado de la evaluacion antiinflamatoria se encontré
que el porcentaje de inhibicién de la inflamacién para metil dodonato A fue: 80.47 +
2.53y para metil dodonato B 85.87 + 1.10, observando una actividad antiinflamatoria

considerablemente alta (Dominguez-Villegas, V., et al., 2017).

Formulacién en nanoemulcion: Para el desarrollo de medicamentos se requiere
de la preparacion de diferentes presentaciones farmacéuticas. En el caso de los
metil dodonatos A, B y C (Figura 7), se prepararon formulaciones
nanoestructuradas para que logren una buena solubilidad y estabilidad
fisicoquimica para poder atravesar las barreras fisioldgicas y lograr una buena
biodisponibilidad en su aplicacion percutanea. Las nanoemulsiones suelen tener un
tamafio de gota inferior a 1 pm con una baja tension interfacial. Para los metil
dodonatos A, By C se formularon en dos nanoemulsiones: nanoemulsion base labrasol

(NEBL) y nanoemulsion base aceite de castor (NEBAC). Dichas formulaciones se
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caract erizaron para identificar su comportamiento conforme al tamafio de goticula.
La nanoemulsion con dispersante labrasol demostr6 un comportamiento
monomodal y con dispersante de castor un comportamiento bimodal como se

muestra en la Tabla 2 (Lucena, P., et al., 2018).

NEBL NEBAC
COMPUESTOS Tamafo de goticula (nm) Tamafio de goticula (nm)
(Monomodal) (Bimodal)
2.03+0. 4 %
Metil dodonato A 720.8 +232.1 301 gg N 25590583(36 g)% |

Tabla 2. Actividad antiinflamatoria de Metil Doconato A

Estudio Biotecnolégico: Cérdova, D. 2022, establecio un cultivo controlado de la
planta Dodonaea viscosa, asi como también establecio un cultivo in vitro de callos
a partir de explante de cotiledon de la misma especie. En estos cultivos se cuantificd
la concentracién de MDA en hojas de 3y 6 meses de edad de los cultivos en maceta
y en los cultivos de callos para los mejores tratamientos en donde se emplearon

reguladores de crecimiento.
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3. JUSTIFICACION

El producto natural Metil Dodonato A, es un diterpeno de tipo clerodano que
fue aislado de la planta medicinal Dodonaea viscosa L. Jacq. En investigaciones
previas en el laboratorio se ha demostrado su actividad antiinflamatoria en el modelo
in vivo de induccion de inflamacion por TPA en oreja de ratdén y resulté con un
porcentaje considerable de inhibicidn de la inflamacion. Para la continuidad de las
investigaciones que se realizan sobre este compuesto es necesario contar con un
meétodo analitico de cuantificacion confiable y validado que permita asegurar la
repetibilidad y reproducibilidad de dichos andlisis, por ello el interés del presente
proyecto de investigacion y desarrollo. En este proyecto, se propone el uso de la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) para el desarrollo, la
validacion y aplicacion de un método analitico que se apegue a lo establecido en la

NMX-EC-17025-IMNC-2006 con respecto a sus parametros de validacion.
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4. HIPOTESIS

El método disefiado cumplira con los parametros para ser validado y aplicado
en la cuantificacion de Metil dodonato A en perfiles de diluciones de muestras de

concentracion conocida y de muestras de prueba.
5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general
Disefiar y validar un método de cuantificacion por HPLC que permita construir

perfiles de disolucion de Metil dodonato A de muestras de concentracion conocida
y este método permita cuantificarlo en muestras de prueba.
5.2. Objetivos particulares

1. Desarrollar un método de analisis por HPLC para metil dodonato A, a partir de

la informacion existente en la literatura como fundamento para el disefio

considerando las normas mexicanas y la farmacopea.

2. Demostrar que el método es funcional para cuantificar Metil dodonato A en

muestras de concentracion conocida y en muestras de prueba.

3. Evaluar la aplicabilidad del método en la construccion de perfiles de disolucion
de Metil dodonato A para permitir la cuantificacion de dicho compuesto en

muestras de prueba.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Acondicionamiento de la muestra

6.1.1. Pureza

Se determiné el grado de pureza del compuesto mediante su punto de fusion

empleando un equipo Fisher-Johns

6.1.2. Pruebas de solubilidad

Se realizaron pruebas de solubilidad de la muestra empleando un gradiente
de acetonitrilo:agua; disolviendo 1 mg de compuesto en cada una de las pruebas,
esto se realiz6 con una agitaciéon simple y mediante el analisis visual de la

disolucién.

6.1.3. Cromatografia en Capa Fina Fase Reversa

Se realizaron pruebas cromatogréaficas en cromatoplacas fase reversa para
establecer a priori un sistema de disolventes que permitiera una resolucion efectiva

para la deteccién por UV del Metil dodonato A.

6.2. Preparacion de las disoluciones

Una vez establecida la identidad del analito, se procedio a la preparacion de
las disoluciones correspondientes partiendo de la Concentracion de 100 pg/mL. En
un matraz volumeétrico de cristal de 10 mL se pes6 1 mg del compuesto y se llevo al
aforo con etanol absoluto, la solucién se agité empleando un agitador vortex; una
vez obtenida la solucién stock se prepararon las siguientes diluciones: 50, 25, 12.5.
6.25, 3.125 y 1.625 pg/mL. (Figura 7) Estas diluciones se realizaron por

guintuplicado.
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Figura 7. Preparacion de las diluciones.

Después cada solucién se deposité en viales herméticos con tapon de rosca
etiquetados y almacenados a 4 °C, envueltos en papel aluminio para su posterior

utilizacion.

6.3. Determinacion de la Longitud de onda ( Amax.) para Metil dodonato A

Metil dodonato A es un compuesto natural al cual no se le habia determinado
el valor de su lambda maxima, por ello, se emple6é un espectrofotdmetro Perkin-
Elmer.
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Se establecieron las condiciones del analisis para realizar un barrido desde

800 a 200 nm y con ello determinar el valor de la Amax.

6.4. Desarrollo del Método Analitico por HPLC de Metil Dodonato A.

Mediante los resultados obtenidos en los apartados 6.1 a 6.3, se realizo
entonces el desarrollo del método analitico de Metil Dodonato A mediante HPLC;
una vez establecidas algunas condiciones preliminares, se procedio al analisis de
las muestras ya en el equipo HPLC Altus Perkin-Elmer. Se consider6 emplear una

columna C-18 fase reversa como inicio en el desarrollo del método analitico

Para esquematizar los requerimientos para el desarrollo del método analitico
de metil dodonato A, se presenta la Tabla 3.

Solventes y reactivos Material Equipo
Compuesto Metil Dodonato A [Placa para CFR Lampara de UV (lambda corta)
(CHAP-2)
Acetonitrilo (ACN) Tubo capilar Parrilla
Agua destilada (H20) Vidrio de reloj Campana de gases
Etanol Vaso de precipitado (10| Balanza analitica
ml)
Sulfato cérico amoniacal Probeta (10 ml) Agitador Vortex
Algodon Espectrofotémetro UV/IVIS de

lambda de 265 nm de Perkin-elmer
Matraz volumétrico 10 ml | Equipo de filtracion al vacio

Espétula Sonicador

Viales Equipo HPLC (PerkinElmer, A-10
Solvent & Sample Module Altus)

Jeringa UV Detector (PerkinElmer, A-10,
Altus).

Microfiltros de disco 0.45

um PTFE VWR

Celdas de cuarzo

Papel parafil

Papel tualla

Tabla 3. Solventes, Material y equipo utilizado.
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7. DISCUSION Y RESULTADOS

7.1. Acondicionamiento de la muestra

7.1.1. Pureza

Se determind el punto de fusién del Metil dodonato A (Chap-2) empleando un
equipo Fischer-Jonhs; el resultado obtenido fue de 131-133 °C; dato que se
correlaciona con el reportado por Ortega, A. et al, 2001; adicionalmente, se realizé
una cromatografia en capa fina fase normal observar si la sustancia estaba pura

como se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Cromatografia en Capa Fina Fase Normal

En las monografias de principios activos que presenta la Farmacopea, se
citan generalmente alguno de los siguientes tipos de ensayos de pureza: (1) un
ensayo de pureza cromatografica acompafiada de una valoracién no especifica; (2)
un método indicador de la pureza cromatografica que, ademas, sirve como
valoracion, o (3) un ensayo limite especifico para una impureza conocida, lo que
generalmente requiere una Sustancia de referencia para esa impureza.

(Farmacopea, 2018)



pagina.39

Por lo cual con las pruebas realizadas a MDA podra cumplirse el requerimiento de
la Farmacopea si se considera a futuro generar un Dossier de Registro de
medicamento. (COFEPRIS, 2022)

7.1.2. Pruebas de solubilidad

En 6 viales de cristal con tapon hermético se pesé 1 mg de compuesto en
cada uno de ellos y se adicioné mediante micropipeta 1 mL de los siguientes
sistemas de disolventes: 100 % Acetonitriio (ACN), 90:10 (ACN:H20), 70:30
(ACN:H20), 60:40 (ACN:H20), 50:50 (ACN:H20) y 100 % H20, empleando
disolventes grado HPLC; como resultado de la prueba de solubilidad con agitacién
simple, se identificé que el sistema 60:40 (ACN:H20) fue el mejor sistema a emplear.

7.1.3. Cromatografia en Capa Fina Fase Normal y Fase Reversa

Primeramente, se realiz6 un analisis cromatogréfico en capa fina fase normal
empleando un sistema de elucion (70:30 Hex:AcOEt) como se mostré en la figura

8 muestra la cromatoplaca.

Una vez considerada la solubilidad del analito, se realizaron Ilas
correspondientes pruebas de elucién en cromatografia en capa fina fase reversa,
empleando como fase mévil mezclas de disolventes (ACN:H20); y el sistema (70:30,

ACN:H20) fue en el que se obtuvo una resolucion aceptable. (Figura 9)
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Figura 9. Cromatografia en Capa Fina Fase Reversa

Con las aproximaciones de solubilidad realizadas fue posible dar pauta
para el inicio en el desarrollo del método por HPLC, considerando que al aplicar este
sistema de elucion el analito podré fluir sin complicaciones en la columna C-18

utilizada.

7.2. Preparacion de las disoluciones

Se pes6 1 mg del compuesto Metil dodonato A en 5 diferentes matraces
volumétricos de 10 mL y se aforaron con Etanol absoluto, agitando con la ayuda de
un Vortex, estas disoluciones correspondieron a las soluciones Stock de partida
para la preparacion de las 5 series de diluciones que a continuacion se denominaran
Rectas (R1, R2, R3, R4y R5).

A partir de cada solucién Stock se tomaron 5 mL y se colocaron en otro
matraz volumétrico de 10 mL con ayuda de pipetas graduadas de 10 mL, se aforéy
se agitdo con la ayuda del Vortex; este procedimiento se repiti6 en los demas

matraces obteniendo las siguientes concentraciones: 100, 50, 25. 12.5, 6.25, 3.125
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y 1.625 pg/ml para las 5 rectas. En la Figura 10 se observan los viales herméticos

con tapon de rosca.
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Figura 10. Diluciones a temperatura ambiente.

De cada una de las diluciones etiquetadas se tom6 1 mL para colocarlo en
los viales del HPLC; dichas muestras fueron filtradas empleando microfiltros PVDF
de 0.45 um. Una vez obtenidas todas las muestras correspondientes se cerraron

herméticamente y se les coloco parafilm y se mantuvieron a 4 °C hasta su utilizacion.

7.3. Determinacién de la Longitud de onda ( Amax.) para Metil dodonato A

Posteriormente, se prepararon las concentraciones para su lectura
primeramente en el espectrofotometro UV/VIS Perkin-Elmer (Figura 11) y obtener

el valor de la longitud de onda maxima para metil dodonato A (Amax).
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Figura 11. Espectrofotémetro UV/VIS

Para estabilizar la frecuencia de la lampara del equipo se prendié 30 minutos
antes de su empleo, para dar inicio al analisis, se abre el programa previamente
creado y se realiza el acondicionamiento de la linea base con etanol absoluto como
el blanco, después se realiza el barrido de la concentracion 25 ug/mL para encontrar

su lambda maxima.

Se determiné que el valor de lambda maxima ((Amax) que fue de 213 nm.

Al conocer la lambda maxima se acondicion6 el espectrofotometro en la
longitud de onda de 213 nm para realizar la medicion de la absorbancia de todas
las diluciones de cada una de las rectas y asi evaluar su coeficiente de correlacion
lineal (R2).
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Cabe mencionar que todos los viales que contenian las 5 diluciones (R1, R2,
R3, R4 y R5) se atemperaron en el mismo tiempo en que se encendio el equipo;
transcurrido este tiempo, se agitaron cada uno en el Vortex y una vez tomado el
volumen de 2 mL fue depositado en la celda de cuarzo con un microfiltro PVDF de
0.45 um de tamafio de poro para su analisis. En todos los casos al realizar la lectura
a 213 nm la correlacion lineal de las diluciones tuvo un valor de R2 superior a 0.9900;
lo cual, fue un indicador preliminar sobre la reproducibilidad y la linealidad de las
diluciones podrian presentar también al ser analizadas mediante el equipo de HPLC
y permitié comprobar que las diluciones se realizaron de forma correcta. Aun cuando
el espectrofotdbmetro no era el método analitico por desarrollar para metil dodonato
A, fue una estrategia importante para un desarrollo novedoso para metil dodonato
A que permitird analizar a posterior el resto de metil dodonatos (B y C); adicional a
ello debe recordarse que también se verifica la precision del operador para la
reproducibilidad de los experimentos. Estas mismas rectas (R1-R5) se emplearon

en el desarrollo del método analitico por HPLC.

7.4. Desarrollo del Método Analitico por HPLC de Metil Dodonato A.

7.4.1. Fase estacionaria

Se considero para el andlisis una columna fase reversa ya que el analito tiene
un peso molecular por debajo de 2000 Daltos. (Agilent y Quimica.es), por ello se
empled la columna: SPHERI-5 RP-18.
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7.4.2. Preparacion de la fase movil

De acuerdo con el ensayo de solubilidad realizado, los disolventes
empleados fueron acetonitrilo y agua grado HPLC, considerando la solubilidad del

analito.

Los disolventes se filtraron cuidadosamente al vacio filtrando 1000 mL de
Agua con membrana FP-450 y 1000 mL de Acetonitrilo con membrana Flouropore,
ambas de 0.45 um de poro, ademas de 1000 mL de metanol para realizar lavados;
éste ultimo disolvente también se filtré6 con una membrana igual a la empleada para

el acetonitrilo.

El proceso de filtracion, se realizé para asegurar la eliminacion de particulas
en suspension que pueden perjudicar a los componentes del sistema HPLC. Estas
particulas en suspension pueden provenir de varias fuentes, incluso de la exposicion
al polvo en el aire durante el trasegado de solvente en el depdsito para solvente, la
exposicion a particulas del aire durante el almacenamiento del solvente en el
depoésito del solvente, la degradacion lenta del recipiente solvente, o de

condensacion y polimerizacion del solvente.

Las particulas pueden ocasionar costosos dafios a la bomba HPLC, al guarda
columnas, y en general causar desgaste del sistema de HPLC. Los fabricantes de
los instrumentos tienen en cuenta este problema y recomiendan que se filtre y

desgasifique los solventes HPLC antes de usarlos. (RELAQ.MX)
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También se colocaron los reservorios en un soénicador para su

desgasificacion por un periodo de 15 min.

Una vez contando con todos los elementos antes mencionados se procedi6
a acondicionar el HPLC Altus de la marca Perkin-Elmer, para la realizacion del

desarrollo del método analitico y posteriormente validarlo.

Las condiciones iniciales para el desarrollo fueron:
Equipo HPLC PerkinElmer, Altus.
Detector UV: 254 nm, PerkinElmer. A-15, Altus
Columna: SPHERI-5 RP-18. Tamario de particula 5pum.
Dimensiones de la columna: Dimension de la columna 250 X 4.6 mm
Flujo: 1 mL/min
Volumen de Inyeccion de 10 uL y
Sistema: Isocratico
Fase movil: (60:40 ACN:Hz0).
Detector del equipo: UV
Longitud de onda: 213 nm
Temperatura: Ambiente

Presién: 1000 PSI
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Bajo las condiciones mencionadas anteriormente no se obtuvo una buena
resolucion para observar el analito en estudio por lo cual se ajustaron las

condiciones, mismas que se mencionan a continuacion.

Equipo HPLC PerkinElmer, Altus.

Detector UV: 254 nm, PerkinElmer. A-15, Altus
Columna: SPHERI-5 RP-18. Tamafio de particula 5pm.
Dimension de la columna 250 X 4.6 mm

Sistema: Isocratico

Fase movil: (80:20 ACN:Hz0).

Flujo: 1 mL/min

Volumen de inyeccion: 10 L

Longitud de onda: 213 nm

Temperatura: Ambiente

Presiéon: 1000 PSI

Bajo estas condiciones se logré una buena resolucion y la identificacion de
un pico en un tiempo de retencién de 9.1 minutos. Logrando encontrar el pico
correspondiente al analito, con estas condiciones se procedié al desarrollo de los

pardmetros de validacién del método analitico.
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7.5. Desarrollo de los Parametros de validacion del método analitico HPLC.

Cualquier método analitico que se desarrolle debe validarse, es decir, se debe
confirmar y documentar que los resultados por €l producidos son confiables. Con
relacion a los productos farmacéuticos, por hacer la analogia, los métodos
codificados en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, se consideran
validos y el Unico requerimiento es el cumplimiento de la prueba de adecuacion

indicada en cada monografia. (FEUM, 2018)

Sin embargo, en este caso que corresponde a un método analitico desarrollado
por primera vez no es posible guiarse de un método descrito en una monografia de
la farmacopea, sino mas bien debe adecuarse o apegarse a lo establecido por la

NOM-177-SSA1-2013 para el desarrollo de nuevos farmacos.

Los parametros estadisticos definidos y requeridos en estos momentos por el
laboratorio 325 y para este proyecto son verificacion del sistema, linealidad del
sistema, linealidad del método, limite de deteccion y limite de cuantificacion,
precision y exactitud, rango y tiempo de retencion de MDA. Todos estos parametros
guimicos son determinados estadisticamente, las ecuaciones mas representativas

se encuentran en el Anexo 1.

Verificacion del sistema

Columna: SPHERI-5 RP-18, Medida: 5 um, Dimension: 250 x 4 mm, Numero de
catalogo: 7120016, Numero de serie:36186. Presion: 217 Bar. Lavado de la
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columna: Utilizar Fase movil: Acetonitrilo: Agua (40:60). La Figura 12 muestra el

equipo HPLC empleado.

Figura 12. Equipo HPLC.
A. Linealidad

En las gréficas 1-5 y tablas 4-8, se presentan las rectas de calibracion
efectuadas y las tablas de datos correspondientes para Metil dodonato A, donde se
puede determinar de manera visual (cualitativa) la linealidad del sistema. Para
verificar dicha linealidad se determino el coeficiente de correlacion lineal (R?), de las

5 rectas realizadas, la tabla 4 muestra las R? de dichas pruebas y en el Anexo 2.

Recta Valor de R?
R1 0.99399
R2 0.97699
R3 0.99739
R4 0.99798
R5 0.99806
Promedio 0.99288 + 0.009

Tabla 4. Valores de R? para las rectas empleadas en el proyecto.
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Dada la ecuacion de la recta: Y= mx+b se graficaron los resultados obtenidos

a través de las areas bajo la curva AUC.
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Gréafica 1. Curva de Calibracion de Metil dodonato A, Analizado ler vez.

R*2:0.99399 Function: Y =T7.51E.02X + 1.51E-01
Remained Standard Measurement No. : 0

Name = Type |Concentration(ug/L) AU(209.00nm)

1,625  Standard 0.00
3125 Standard 313 04309
525 Standard 6.25 0.5358
125 Standard 1250 1.0848

25 Standard 2500 1.8619

50  Standard 50.00 4

Tabla 5. Se presentan los valores obtenidos de la Grafica 1 de la Curva de

Calibracion de Metil dodonato A, Analizado ler vez.

1625
3125
.25
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50
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Grafica 2. Curva de Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 2da. vez.

R*2:0.97699 Function: Y = 1.4E02X + 447E02
Remained Standard Measurement No. : 0

Name | Type Concentration(ug/L) AU(209.00nm)
Standard 1 Standard 0.00 0.0001

[5G (2)  Standard i 10132

3125(2) Standard 6.25 .02
125(2)  Standard 1250 0.1689
52 Standard 2.0 0.3048
0@  Standard 50.00 0.661

Tabla 6. Se presentan los valores obtenidos de la Grafica 2 de la Curva de

Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 2da. vez.
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0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00

Grafica 3. Curva de Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 3er vez.

RA2:0.99739 Function: Y = 8.24E.02X +1.51E.01
Remained Standard Measurement No.: 0

Name = Type Concentration(ug/L) AU(209.00nm)
156 L+[3) Standard 0.00 00137

MBI Standard 313 0.0943
B25(3) Standard 6.25 0.273
125(3)  Standard 1250 0.8232
5(3)  Standard 2500 19039
503 Standard 50.00 4

Tabla 7. Se presentan los valores obtenidos de la Grafica 3 de la Curva de

Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 3ra vez.
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Gréfica 4. Curva de Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 4ta vez.

RA2:0.99798 Function: Y =3.87E-02X +-1.23E01
Remained Standard Measurement No. : 0

Name | Type Concentration{ug/L) AU(209.00nm)

LEG(4) Standard 0.00 0.0764
325 (4) Standarg 33 0.00
B25(4) Standard 6.25 0.1079
12.3 (4) Standard 12.50 0322
25 () Standard 2500 0.8144
50 (4] ] Standard 50.00 18368

Tabla 8. Se presentan los valores obtenidos de la Grafica 4 de la Curva de

Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 4ta vez.
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Gréfica 5. Curva de Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 5ta vez.

R*2:0.99806 Function: Y =4.07E02X + -1.91E-01
Remained Standard Measurement No. : {

Name = Type |Concentration(ug/L) AU(209.00nm)

L5 (5)  Standard 0.00
3126(5) Standard 313 Q047
625(5) Standard 625 0.0263
25(%) Standard 1250 0.284
2(5) Standad 2500 0.8087
50(5) Standad 5000 1.8617

Tabla 9. Se presentan los valores obtenidos de la Gréfica 5 de la Curva de

Calibracion de Metil dodonato A, Analizado 5ta vez.

Con los valores obtenidos de los coeficientes de correlacion lineal se
establece que el sistema es lineal con un intervalo de linealidad promedio de:

0.99288 + 0.009; la mejor recta correspondié a R5, misma que se empleara para
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consecutivas pruebas experimentales posteriores. Cuando se desarrolla un método
analitico para su aplicacion en el desarrollo de un medicamento debe tomarse en
cuenta la pureza de la muestra y el valor de R? considerando que su aplicacion sera
en tratamientos terapéuticos humanos; por ello el valor de R? para el intervalo de
linealidad debe ser 0.9999 para lograr procesos estandarizados y validados dentro
de la industria farmacéutica al igual que en el desarrollo de patentes. (BESINS
HEALTHCARE LUXEMBOURG SARL, 2020)

B. Limites de Deteccidon y Cuantificacién

La definicién adoptada por la Unién Internacional de Quimica Pura 'y
Aplicada (IUPAC) en 1997 enuncia que “el limite de deteccion, expresado
COmo una concentracion, se deriva de la media mas pequefia, que puede ser

detectada con una certeza razonable, para un procedimiento analitico dado”.

El uso de un valor de 3 recomendado por la IUPAC, nos da un nivel de

confianza del 99.86%. Usando la siguiente formula:

3'SB

C, =
L m

Por otra parte, el limite de cuantificacion definiéndolo como la
concentracion de la muestra que da una sefial que es 10 veces la desviacion

estandar del blanco.

Usando la siguiente formula:
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Para la obtencion de los limites de deteccion y cuantificacion se
utilizaron los datos del andlisis de linealidad de las rectas de calibracion de
las tablas 5, 6 y 7, basandose en la concentracién y absorbancia, obteniendo

los resultados que se muestran en la Tabla 10 y en el Anexo 3.

Limite de Deteccién Limite de Cuantificacion
COMPUESTO pg/mL pg/mL
Metil dodonato A 7.03 23.45

Tabla 10. Se presentan los resultados obtenidos de LD y LC.

Considerando que el limite de deteccion (LD): Es la menor
concentracion de la sustancia en una muestra, que puede ser detectada, pero
no necesariamente cuantificada bajo las condiciones de operacion
establecidas, para MDA este limite fue de 7.03 pg/mL; de esta manera, la
prueba de limite solamente fundamenta que la concentracién del analito
estard por encima o por debajo de un nivel de seguridad en donde no se

confundiria con sefiales de ruido del equipo.

La Farmacopea sugiere que cuando la determinacion del LD se realiza
con métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse
una aproximacion basada en la comparacion de sefales medidas con
muestras que contienen pequefias cantidades conocidas de analito con
muestras blanco y determinando la relacion sefal-ruido. Una relacion sefial
ruido de 3:1 0 2:1 se considera generalmente aceptable para estimar el limite
de deteccién. (Farmacopea 2018) En éste caso no fue necesario ya que el

equipo no mostré sefales de ruido.
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En determinacion de la precision, lo que aplicara para el método en desarrollo

es la repetibilidad y reproducibilidad.

En el caso de la Repetibilidad como el estudio se realizé el mismo dia, a la
misma concentracion y con las cinco rectas (R1-R5), siendo el mismo
analista, las mismas condiciones cromatograficas y la misma
instrumentacién, se logra establecer que existe repetibilidad observando los

datos obtenidos para el dia 1 como muestra la tabla 11.

En cuanto a la Reproducibilidad, se considera que si es reproducible dado
gue no existe diferencia significativa entre los datos del dia 1 y del dia 3,
analizando las mismas muestras a las mismas concentraciones y con las

mismas condiciones y por el mismo analista. Tablas 11y 12 y Anexo 4.

R1

Conc. (Hg/ml) R2 R3 R4 R5 Media STD RSD (Precision)| EX (Exactitud)
1.56 3472 1,696 3,945 2,038 1.455 2,513 1,123.5816 447072 |- 161,002.56
3.125 6,934 3,370 8,921 3,870 2,592 5137 2,681.0664 521872 |- 164,296.80
6.25 15,004 7445 18976 7,838 5,202 10,903 5,836.4698 53.5309 |- 174,348.00
125 32066 | 12969 | 39638 | 17847 | 10725 22 649 12,611.9922 556845 |- 181,092.00
25 69,754 | 26,707 | 83904 | 36541 | 22649 47 911 27.338.9276 97.0619 [-  191,544.00
50 140091 | 56450 | 172826 | 75570 | 47905 98,568 | 550181415 558172 |- 197.036.80
100 294,811 | 140,017 | 362,327 | 158,389 | 100,426 [ 211,194 [ 111,755.3909 52.9160 [-  211,094.00

Tabla 11. Resultados obtenidos de los cromatogramas analizados el dia 1.

Conc. (pg/ml) R1 R2 R3 R4 RS Media STD RSD (Precision)| EX (Exactitud)
1.56 3,611 1.715 4,147 2,101 1,519 2619 1,184.7349 452431 |- 167,758.97
3.125 7.218 3,485 9,204 3,996 2717 5324 27651216 51.9369 |- 170,268.00
6.25 15,312 7.651 19,927 8,102 5443 11,287 6,090.3055 53.9586 |- 180,492.00
12.5 32,491 13,253 40690 | 18294 | 11,144 23174 | 12,850.8588 554528 |- 185,295.20
25 70756 | 27394 85964 | 37783 | 23608 49101 | 277353737 56.4864 |- 196.304.00
50 142316 | 57742 | 179313 | 78972 | 49810 101631 | 56601.3538 556932 |- 203.161.20
100 298,270 | 144,464 | 385097 | 163518 | 105433 | 219,356 | 117.688.8295 53.6519 |- 219,256.40

Tabla 12. Resultados obtenidos de los cromatogramas analizados el dia 3.
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La Farmacopea menciona que: La exactitud de un método analitico es la
proximidad entre el resultado obtenido y el valor real. La exactitud debe establecerse
en todo el intervalo especificado para el método analitico. En este caso se determiné
mediante el calculo del coeficiente de variabilidad (CV), obtenido entre las
determinaciones independientes realizadas en un dia por un mismo analista y en el

mismo equipo. (Farmacopea, 2018)

Por otra parte, La precision de un método analitico es el grado de
concordancia entre los resultados del ensayo individual cuando el métodos e aplica
repetidamente a varias alicuotas de una muestra homogénea. La precision de un
método analitico, generalmente se expresa como la desviacion estandar o
desviacidn estandar relativa (coeficiente de variacion) de una serie de mediciones.
La precision puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad, precision

intermedia y reproducibilidad. (Farmacopea, 2018)

La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones operativas
en un intervalo de tiempo corto. La precision intermedia expresa las variaciones intra
laboratorio: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos, etc. La

reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios (estudios colaborativos).

Bajo estos lineamientos, el método analitico desarrollado es exacto y preciso
considerando sus valores de coeficiente de variabilidad, repetibilidad vy

reproducibilidad.
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D. Rango:

El rango es el intervalo comprendido entre la concentracién superior e
inferior del principio activo evaluado para el cual se ha demostrado precision,
exactitud y linealidad. A continuacion se presentan los datos correspondientes

para considerar en este parametro de validacion para MDA.

Peso de muestra (CHAP-2): 0.001 g

Volumen: 10 pL (Acetonitrilo: Agua, 80:20)

Diluciones: 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562 ug/mL
El rango es de 100-1.562.

El sistema y el método son lineales de acuerdo con el rango de
concentraciones de (1.562 a 100 ug/mL) de MDA, este argumento se basa en los
valores obtenidos de la regresién lineal de orden uno aceptables para cada una de
las rectas (R1-R5) con un coeficiente de correlacion mayor a (0.992 en promedio) y

con convergencia al origen con una confianza del 95.0 %.

E. Tiempo de retencion de Metil dodonato A.

El tiempo de retencién de un analito (t/) es el tiempo que tarda en llegar al
detector desde que la muestra es introducida en el cromatégrafo. Si se mantienen
constantes las condiciones de trabajo es una caracteristica de cada compuesto en
un sistema cromatografico dado. Se deduce por tanto que tr puede utilizarse como
variable cualitativa, mientras que la altura o el &rea bajo la curva del pico (AUC) es

la variable cuantitativa. (Mauri, A. et al, 2010)

Para metil dodonato A siguiendo la estrategia de validacion se obtuvieron los
valores del tiempo de retencién para los dias 1 y 3 para el total de las diluciones
ensayadas como lo muestran las Tablas 13y 14. En la tabla 13, es posible observar
que el promedio del tiempo de retencion para las 5 rectas con el total de disoluciones
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(100.0 a 1.56 mg/mL) fue de 9.11 minutos; mientras que para la realizacion del

mismo ensayo el dia 3 se obtiene un valor promedio de tiempo de retencion de

8.894 minutos.

Conc. (ug/ml) R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
1.56 9.092 9.066 9112 9129 0143 9.108
3.125 9.079 9.076 9.109 9127 9.152 9.109
6.25 9.064 9.085 9112 9125 9154 9.108
12.5 9.064 9.082 9112 9.114 9.154 9.105

25 9.068 9.086 9111 9119 9157 9.108
a0 9.072 9.094 9114 9.129 9.166 9.115
100 9.057 9.092 9.121 9.139 9.169 9116

9.110

Tabla 13. Resultados del tiempo de retencion (RT) en minutos del dia 1.

Conc. (pg/ml) R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
1.96 8.668 6.867 8.691 8.904 8935 8.693
3.125 8.8654 8875 8.881 8.906 8938 8.891
6.29 8.644 6.886 8.686 8.911 8.936 8.693
12.5 8.8634 §.886 8.889 8.917 8.941 8.893

25 §.683 8.69 8.691 8.917 6943 8.694

50 8.833 §.886 8.869 8.919 8.945 8.895

100 8.639 6.886 8.69 8.926 6943 8.697
8.8694

Tabla 14. Resultados del tiempo de retencion (RT) en minutos del dia 3.

Cabe mencionar que esta variacion de 0.216 minutos puede responder a

varios factores, entre ellos se encuentra la temperatura ambiental que puede afectar

la fluidez de los disolventes de la fase movil y con ello varia la presion que conduce

al decremento del tiempo de retencién. (Li, J.B. Waters Corporation, Milford, MA.

1999) como se muestra en la Figura 13; en donde, a medida que aumenta la

temperatura, se acortan los tiempos de retencion maximos. La cromatografia es una

serie de reacciones de equilibrio en las que los analitos se disuelven en la fase movil
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0 se adsorben en la fase estacionaria de la columna. Cuanto mayor sea la
temperatura, mas rapido sera el intercambio de los analitos entre la fase movil y la
fase estacionaria. Una separacion isocratica simple muestra que una reduccion del

30 % en el tiempo de retencién es el resultado de elevar la temperatura a 50 °C.

Peak 4
50°C

AU

Minutes

Figura 13. Efecto de la temperatura sobre el tiempo de retencion y la forma del pico.
Separacion isocrética de acetona y alquilfenonas C2-C4 en metanol-agua 60:40 en
una columna SymmetryR Cis de 2.1 x 30 mm. (Li, J.B. Waters Corporation, Milford,
MA. 1999).

Otro factor que puede afectar el tiempo de retencion es el tamafio de poro de
la fase estacionaria y la influencia del uso de fases moviles acuosas como se
demuestra en el caso del estudio sobre varias vitaminas del complejo B. El
fendmeno de la pérdida de tiempo de retencién inducida por la fase mévil acuosa,
se conoce como “‘comportamiento de colapso de fase”, y se investiga en funcion del
tamafo de poro de la silice, la quimica de la fase ligada y la densidad de la fase

estacionaria ligada. (Bidlingmeyer, B. A. y Broske, A. D. 2004)
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No obstante, la utilidad de tr en la identificacion de componentes en una
muestra es limitada, ya que es posible que distintos compuestos presenten tiempos
de retencion similares y aparecer parcial o totalmente solapados con el tr del analito
en cuestion. Para ello, seria necesario realizar modificaciones al método

desarrollado.
7.6. Cromatogramas experimentales obtenidos

A continuacioén, en las figuras 14 — 22, se presentan los cromatogramas
obtenidos en el equipo HPLC Altus Perkin Elmer en base a las condiciones

cromatograficas establecidas en el nuevo método analitico desarrollado.

aaaaa

:::::

aaaaa

05036

:::::

Figura 14. Se presenta el resultado de cromatograma (Blanco).
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Figura 15. Se presenta el cromatograma con concentracion de 1.56 pg/mL.
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Figura 16. Se presenta el Cromatograma con concentracion de 3.125 pg/mL.
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Figura 17. Se presenta el Cromatograma con concentracion de 6.25 pug/mL.
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Figura 18. Se presenta el cromatograma con concentracion de 12.5 pg/mL.
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Figura 19. Se presenta el cromatograma con concentracién de 25 pg/mL.
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Figura 20. se presenta el cromatograma con concentracion de 50 pg/mL.
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Figura 21. Se presenta el cromatograma con concentracién de 100 pg/mL.

100 pgimL

TRART 2468
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Figura 22. Muestra los cromatogramas conforme va en aumento la concentracién,

va en aumento el area.
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Con los resultados obtenidos en el presente trabajo de tesis, es posible
mencionar que el método desarrollado y validado para el compuesto metil dodonato
A se apega a lo dispuesto por la NMX-EC-17025-IMNC-2006; al contar con un
meétodo analitico HPLC validado no normalizado, que satisfacen las necesidades
propias del laboratorio, quedando constancia de la realizacibn del presente
protocolo de desarrollo y validacion. Asi mismo es posible mencionar que se apega
ala NOM-177-SSA1-2013 es su apartado 9 de Criterios y requisitos para el andlisis

de muestras biologicas de un estudio de biodisponibilidad o bioequivalencia.
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8. CONCLUSIONES

El desarrollo del método analitico propuesto para el Metil dodonato A, en
base al disefio experimental para la cuantificacion, fue llevado a cabo con éxito, ya

gue los resultados obtenidos se apegan a los lineamientos de la normativa nacional.

La respuesta a la hipétesis planteada en el presente trabajo se responde
expresando que el método analitico propuesto fue desarrollado y validado mediante
el analisis estadistico de los resultados de los analisis realizados en el equipo HPLC,
mediante el estudio de cada una de las caracteristicas de desempefio del método

como: verificacion del sistema, Linealidad, LD, LC, Precision, Exactitud y Rango.

Con la informacion obtenida de los resultados de los analisis aplicados a la

muestra de Metil dodonato A, se concluye que el método cumple con los parametros

establecidos para los cuales es disefiado y seré aplicado para la cuantificacion del

compuesto en diferentes matrices organicas y biolégicas segun el caso.

9. PERSPECTIVAS

» Continuar la investigacion en busqueda de alguna matriz o formulacién.

» Retar al equipo analitico a cuantificar el Metil dodonato A.

» Aplicar la misma estrategia de desarrollo y validacion en la determinacion de

otros compuestos.
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11. ANEXOS

Anexo 1:Fférmulas generales de célculo

Media

y =22
n

Desviacion estandar

S = n(Zyz) - (Zy)z
B nn—1)

Coeficiente de variacion

CV—SX10O
%
LD
3'SB
C, =
L m
LC
1OSB
m =
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Anexo 2: Procedimiento de calculo y gréaficas de cada recta obtenida en el

cromatograma de HPLC para la obtencion de los coeficientes de variacion.

Dial
Recta 1
Concentracién del analito
AUC Area®
(hg/mL)
1.56 3472 12054784
3.125 6934 48080356
6.25 15054 226622916
12.5 32066 1028228356
25 69754 4865620516
50 140091 1.9625X101°
100 294811 8.6913X101°
SUMATORIA DE AREAS 562182 1.1271X101*
Media
562182
Y = 7 =80311.7142

Desviacion estandar

=106113.3041

. 7(1.1271X1011) — 5621822
- 7(7 — 1)

Coeficiente de variacion

~106113.3041



DIA1 R-1
350000
300000
250000
< 200000
e
< 150000
100000
50000
0
1.56 3.125 6.25 12.5 25 50
Conc. (ug/ml)
Recta 2
Concentracioén del analito ;
Area Area?
(Mg/mL)
1.56 1656 2742336
3.125 3370 11356900
6.25 7445 55428025
12.5 12969 168194961
25 26707 713263849
50 56450 3186602500
100 140017 1.9604X10*
SUMATORIA DE AREAS 248614 2.3741X10*
Media
248614
=———7——::355162857

Desviacion estandar

7(2.3741X1011) — 2486142

7(7 — 1)

= 49851.7036

100
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Coeficiente de variacion

49851.7036
—-§§§I€E§§7,X100—-1403629
DIA1R-2
160000
140000
120000
100000
g 80000
60000
40000
20000
0
1.56  3.125  6.25 12.5 25 50 100
Conc. (ug/ml)
Recta 3
Concentracién del analito )
Area Area?
(Mg/mL)
1.56 3945 15563025
3.125 8921 79584241
6.125 18976 360088576
12.5 39638 1571171044
25 83904 7039881216
50 172826 2.9868X10°
100 362327 1.3128X10%*
SUMATORIA DE AREAS 690537 1.7021X10*
Media

690537

7 = 98648.1428
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Desviacion estandar

7(1.7021X10'1) — 6905372

S = 707 = 1) =130441.4347
Coeficiente de variacion
_ 130441.4347 %100 = 132.2289
©98648.1428 T
DIA1R-3

400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
0

Area

156 3.125 6.25 125 25 50 100

Conc. (ug/ml)
Recta 4
Concentracion del analito :
Area Area®
(ug/mL)
1.56 2038 4153444
3.125 3870 14976900
6.25 7838 61434244
12.5 17847 318515409
25 36541 1335244681
50 75570 5710824900
100 158389 2.5087X101°
SUMATORIA DE AREAS 302093 3.2532X10%°
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Media
302093
= 7 = 43156.1428
Desviacion estandar
G 7(3.2532X101%) — 3020932 — 570012153
- 7(7 - 1) B '

Coeficiente de variacion

_57001.2153

DIA1R-4

180000
160000
140000
120000

© 100000
< 80000
60000
40000
20000
0
156 3.125 6.25 125 25 50 100
Conc. (ug/ml)
Recta 5
Concentracion del analito Area Area?
(Mg/mL)
1.56 1455 2117025
3.125 2592 6718464
6.25 5202 27060804
12.5 10725 115025625
25 22649 512977201
50 47906 2294984836
100 100426 1.0085X101°
SUMATORIA DE AREAS 190955 1.3043X10%°




Media

~ 190955

Desviacion estandar

7

= 27279.2857

~ j7(1.3043x1010) — 1909552

Coeficiente de variacion

7(7-1)

_36133.7423

V= 27279.2857

120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

Area

DIA1R-5

1.56 3.125 6.25 125 25 50

Conc. (ug/ml)
Dia 3
Recta 1
1.56 3611 13039321
3.125 7218 52099524
6.25 15312 234457344
12.5 32491 1055665081
25 70756 5006411536
50 142316 2.0253X101°
100 298270 8.8964X101°
SUMATORIA DE AREAS 569974 1.1536X10%1

= 36133.7423

X100 = 132.4585

100
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569974
Y = = 81424.8571

Desviacion estandar

=107199.1515

o 7(1.1536X1011) — 5699742
B 7(7 - 1)

Coeficiente de variacion

~107199.1515

DIA3 R-1

350000
300000
250000

© 200000
< 150000
100000
50000
0
156 3.125 625 125 25 50 100
Conc. (ug/ml)
Recta 2
1.56 1715 2941225
3.12 3485 12145225
6.25 7651 58537801
12.5 13253 175642009
25 27394 750431236
50 57742 3334138564
100 144464 2.0869X101°
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255704
Y = = 36529.1428

Desviacion estandar

= 51415.5489

. 7(2.5202X1010) — 2557042
B 7(7 - 1)

Coeficiente de variacion

_ 51415.5489

DIA 3 R-2

200000

150000

@ 100000
<
50000
0
1.56 3.125 6.25 125 25 50 100
Conc. (ug/ml)
Recta 3
1.56 4147 17197609
3.12 9204 |84713616
6.25 19927 (397085329
125 40690 |1655676100
25 85964 |7389809296
50 179313(3.2153X101°
100 385097 | 1.4829X10'!
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Media

724342

= = 103477.4286
Desviacion estandar
7(1.8998X1011) — 7243422
S = = 138459.9536

7(7 — 1)

Coeficiente de variacion
_ 138459.9536

DIA 3 R-3
500000
400000
300000

S
<C 200000
100000
0
1.56 3.125 6.25 125 25 50 100
Conc. (ug/ml)
Recta 4
3.12 3996 15968016
6.25 8102 65642404
12.5 18294 334670436
25 37783 1427555089
50 78972 6236576784
100 163518 2.6738X10'°

Media



Desviacion estandar

312766
Y =
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= 44680.8571

= 58945.3801

j7(3.4822x1010) 3127662

Coeficiente de variacion

Recta 5

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
0

7(7 — 1)

_58945.3801
~ 44680.8571

X100 = 131.9253

DIA 3 R-4

1.56 3.125 6.25 125 25 50 100

Conc. (ug/ml)

1.56 1519 2307361
3.12 2717 7382089
6.25 5443 29626249
12.5 11144 124188736
25 23608 557337664
50 49810 2481036100
100 105433 1.1116X10%°

Media
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199674
Y = 7 = 28524.8571
Desviacion estandar
7(1.4317X101°) — 1996742
S = = 37906.3048
7(7 — 1)
Coeficiente de variacion
_ 37906.3048 X100 = 132.8886
~ 28524.8571 oo
DIA 3 R-5
120000
100000
80000
§ 60000
<
40000
20000

0
1.56 3.125 6.25 12.5 25 50 100

Conc. (ug/ml)
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Anexo 2: Célculos de limite de deteccién (LD) y limite de cuantificacion (LC).

Curva de calibracion 1
concentracion Absorvancia
1.56 0.2709
3.12 0.4309
6.25 0.5358
12.5 1.0848
25 1.8619
20 4
Pendiente b 0.076239768
Intercepto a 0.113336609
Curva de Calibracion 2
Concentracion Absorvancia
1.56 0.0001
3.12 -0.0132
6.25 -0.025
12.5 0.1689
25 0.3048
20 0.661
Pendiente b 0.014317825
Intercepto a -0.052117258
| Curva de Calibracion 3
N Concentracion Absorvancia
| 1.56 -0.0137
| 3.12_ 0.0943
| 6.25 0.2731
| 12.5 0.8232
| 25 1.9039
| 20 4
Pendiente b 0.083660508
Intercepto a -0.1923172%4
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Absorvancia Media (Promedio) |Desviacion Estandar

Concentracion Absorvancia
1.56 0.2709| 0.0001 -0.0137 0.085766667 0.160478576
3.12 0.4309 -0.0132 0.0943 0.170666667 0.23168967
6.25 0.5358 -0.025 0.2731 0.2613 0.280586154
Absorvancia Pendiente b 0.036210949
Intercepto a 0.04064922
Desviacion Estandar Pendiente b 0.024175344
Intercepto a 0.136172629

Y = 0.03621095 X + 0.04064922

Sefial de blanco (X = 0): 0.04064922

Y =0.02417534 X + 0.13617263

Desviacion de blanco (X = 0):0.13617263
Limite de Deteccion

CL — 3 '53:3 ©0.13617263 —7.034594396

m 0.058727

Limite de Cuantificacion

C, =583 013617263 _»3 44864799

m 0.058727

Limite de Deteccion Limite de Cuantificacion
(ug/mL) (ng/mL)

7.034594396 23.44864799




pagina.87

Anexo 4: Procedimiento de calculo para la precision y exactitud aplicando

repetibilidad y reproducibilidad.

Dia 1l
Concentracion del analito 1.56 pg/mL.
Corridas (R) AUC Area?
R1 3472 12054784
R2 1656 2742334
R3 3945 15563025
R4 2038 4153444
R5 1455 2117025
SUMATORIA DE AREAS 12566 36630614
Media
Y = @ = 2513.2

Desviacion estandar

5(36630614) — 125662

S =\/ 55— 1) = 1123.5816

Coeficiente de variacion

~ 1123.5816

25132 X100 = 44.7047

Concentracion del analito 3.125 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 6934 48080356
R2 3370 11356900
R3 8921 79584241
R4 3870 14976900
RS 2592 6718464
SUMATORIA DE AREAS 25687 160716861
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Media

25687
Y =————=151374

Desviacion estandar

= 2681.0663

5(160716861) — 256872
5(5-1)

Coeficiente de variacion

_ 2681.0663

=1374 X100 = 52.1872

Concentracion del analito 6.25 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 15054 226622916
R2 7445 55428025
R3 18976 360088576
R4 7838 61434244
R5 5202 27060804
SUMATORIA DE AREAS 54515 730634565
Media
Y = 54215 = 10903

Desviacion estandar

o_ [5(730634565) — 545152 _
a 5(5— 1) - '

Coeficiente de variacion

_ 5836.4698

10903 X100 = 53.5308



Concentracion del analito 12.5 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 32066 1028228356
R2 12969 168194961
R3 39638 1571171044
R4 17847 318515409
R5 10725 115025625
SUMATORIA DE AREAS 113245 3201135395
Media
Y = % = 22649

Desviacion estandar

5(3201135395) — 1132452

Coeficiente de variacion

55— 1)

126119922
22649

Concentracion del analito 25 pg/mL.

X100 = 55.6845

=12611.9922

Corridas (R) AUC Area?
R1 69754 4865620516
R2 26707 713263849
R3 83904 7039881216
R4 36541 1335244681
RS 22649 512977201
SUMATORIA DE AREAS 239555 1.4466X101°

Media
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562182
Y =

= 47911
5

Desviacién estandar

= 27334.4123

5(1.4466X1010) — 2395552
55— 1)

Coeficiente de variacion

_27334.4123

27911 X100 = 57.0524

Concentracion del analito 50 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 140091 1.9625X101°
R2 56450 3186602500
R3 172826 2.9868X10*°
R4 75570 5710824900
R5 47905 2294889025
SUMATORIA DE AREAS 492842 6.0685X10*°
Media
Y = 4925842 = 98568.4

Desviacion estandar

o _ |5(6.0685X101) — 4928422 .
= 55— 1) B '

Coeficiente de variacion

_ 55014.4358

985684 X100 = 55.8134
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Concentracion del analito 100 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?

R1 294811 8.6913X10*°

R2 140017 1.9604X10%°

R3 362327 1.3128X101°

R4 158389 2.5087X10*°

R5 100426 1.0085X10%°

SUMATORIA DE AREAS 1055970 1.5481X10%*

Media

Y = —1052970 = 211194

Desviacion estandar

g (P(L54BIXI0M) — 211194% . ~cc 2909
= 5(5—-1) T

Coeficiente de variacion

_ 55014.4358

985684 X100 = 52.9160

Dia 3

Concentracion del analito 1.56 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 3611 13039321
R2 1715 2941225
R3 4147 17197609
R4 2101 4414201
R5 1519 2307361
SUMATORIA DE AREAS 13093 39899717
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Media

13093
Y =——=2618.6

Desviacion estandar

= 1184.7349

5(39899717) — 130932
5(5— 1)

Coeficiente de variacion

_1184.7349

26186 X100 = 45.2430

Concentracion del analito 3.12 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 7218 52099524
R2 3485 12145225
R3 9204 84713616
R4 3996 15968016
R5 2717 7382089
SUMATORIA DE AREAS 26620 172308470
Media
Y = @ = 5324

Desviacion estandar

5(172308470) — 266202

S = \/ 5= 1) = 2765.1216

Coeficiente de variacion
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_2765.1216

5324 X100 = 51.9369

Concentracion del analito 6.25 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 15312 234457344
R2 7651 58537801
R3 19927 397085320
R4 8102 65642404
R5 5443 29626249
SUMATORIA DE AREAS 56435 785349127
Media
Y = @ = 11287

Desviacion estandar

|

Coeficiente de variacion

Concentracion del analito 12.5 pg/mL.

5(785349127) — 564352

55— 1)

_6090.3054
11287

= 6090.3054

X100 = 53.9585

Corridas (R) AUC Area?
R1 32491 1055665081
R2 13253 175642009
R3 40690 1655676100
R4 18294 334670436
R5 11144 124188736
SUMATORIA DE AREAS 115872 3345842362
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Media

115872
Y = = 213744

Desviacion estandar

= 12850.8587

5(3345842362) — 1158722
5(5—1)

Coeficiente de variacion

_12850.8587

231744 X100 = 53.4528

Concentracion del analito 25 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?
R1 70756 5006411536
R2 27394 750431236
R3 85964 7389809296
R4 37783 1427555089
R5 23608 557337664
SUMATORIA DE AREAS 245505 1.5131X10%°
Media
245505
Y = o= 495505

Desviacion estandar

¢ _ [P(5131X101) — 2455052 . o o
= 5(5—-1) - |

Coeficiente de variacion

_27732.9181

29101 X100 = 50.4813
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Concentracion del analito 50 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?

R1 142316 2.0253X101°

R2 57742 3334138564

R3 179313 3.2153X10%°

R4 78972 6236576784

R5 49810 2481036100

SUMATORIA DE AREAS 508153 6.4457X10°
Media

Y = 5085153 =101630.6

Desviacion estandar

G 5(6.4457X101%) — 5081532 — 56597 4949
B 5(5—-1) B '
Coeficiente de variacion

_ 56597.4949

10163046 X100 = 55.6894

Concentracion del analito 100 pg/mL.

Corridas (R) AUC Area?

R1 298270 8.8964X101°

R2 144464 2.0869X10°

R3 385097 1.4829X10*

R4 163518 2.6738X10°

R5 105433 1.1116X10%°

SUMATORIA DE AREAS 1096782 2.9597X10*

Media

1096782
Y = ——=219356.4
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Desviacion estandar

5(2.9597X10'1) — 10967822
S= = 117668.8668

5(5— 1)

Coeficiente de variacion

_ 117668.8668

5193564 X100 = 53.6427
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Anexo 5: Grafica de Concentracion baja, medianay alta

Concentracion AUC

BAJA (1.56 ug/mL) 1525
MEDIANA (12.5 pg/mL) 11115
ALTA (100 pg/mL) 104449

Concentracion BAJA, MEDIANA, ALTA

120000
100000
80000
60000
40000
20000

0

BAJA (1.56ug/mL) MEDIANA (12.5pg/mL) ALTA (100pg/mL)
CONCENTRACION




Anexo 6: Parametros de Desempefio
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- Valoracién Limite Identificacién
- ) " )
- ) " )
- ) ) )

*puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
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