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“...No se equivoca el pajaro que ensayando el primer vuelo cae al
suelo;

se equivoca aquel que por temor a caerse renuncia a volar por la
seguridad del nido.

No se equivoca el hombre que ensaya distintos caminos para
alcanzar sus metas; se equivoca

aquel que por temor a equivocarse nunca acciona.

Creo que al final del camino no te premiaran por lo que encuentres,
sino por aquello que hayas buscado honestamente.

El error mas grande lo cometes cuando, por temor a equivocarte, te

equivocas dejando de arriesgar en el viaje hacia tus objetivos...”

Rabindranath Tagore
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Resumen

Se determinaron algunos parametros de desempefio para la técnica de cuantificacion de Rutina
por cromatografia liquida de alta eficacia. Ademas, se comprob¢ la validez de la técnica de

cuantificacién de Rutina por cromatografia liquida de alta eficacia para muestras de orina
humana.
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Introduccion 1

Los flavonoides son compuestos fendlicos presentes en vegetales, semillas, frutas y en
bebidas, como vino y cerveza. A pesar de que los habitos alimenticios son muy
diversos en el mundo, el valor medio de ingesta de flavonoides se estima como 23

mg/dia, siendo la quercetina el predominante con un valor medio de 16 mg/dia """ P-

R.y col., 2003, Cafiigueral, S, 2000 y 2002]

Se ha demostrado que tienen multiples efectos farmacolédgicos positivos debido a su
accion antioxidante y eliminadora de radicales libres. Aunque diversos estudios indican
gue algunos flavonoides poseen acciones prooxidantes, éstas se producen soélo a dosis
altas, constatandose en la mayor parte de las investigaciones la existencia de efectos
antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, y su papel protector frente a enfermedades

cardiovasculares. cancer y diversas patologI'as.[Martinez—Flérez, S. y col.2002; Martinez-Valverde, |. y

col.,2000: Alvarez, A, 1991; Roig,J.1974, Pautas para la evaluacion de medicamentos herbarios. OMS]

En nuestro pais, las plantas medicinales constituyen una alternativa terapéutica en la
atencion primaria. Ademas, constituyen fuentes de materias primas necesarias para la
elaboraciéon de medicamentos por parte de la industria farmacéutica MNavaro: €.2000]
Debido a su probada efectividad e inocuidad, el Ministerio de Salud Publica en
coordinacién con centros de investigacion y universidades del pais impulse el
desarrollo de investigaciones sobre plantas medicinales con vistas a verificar
cientificamente los efectos farmacoldgicos propuestos a muchas de ellas por la
medicina popular asi como a obtener formas farmacéuticas que cumplan con los
requerimientos tecnoldgicos y biofarmacéuticos establecidos para su uso como
alternativa terapéutica en diversas enfermedades, muchas de ellas que constituyen un

peligro para la salud fundamentalmente en paises de poco desarrollo.

En el Departamento de Farmacia, de la Facultad de Quimica y Farmacia, Universidad
Central “Marta Abreu” de Las Villas, existe un trabajo de investigacion sistemético en
cuanto a la obtencion de extractos de origen vegetal con potencial accion
farmacologica y la caracterizacion de algunos metabolitos secundarios responsables
de dicha actividad, entre los que se encuentran flavonoides como la quercetina y la
rutina, por lo que se hace necesario la elaboracion de formas farmacéuticas seguras y
eficaces. Es requisito indispensable, segun lo establecido por los organismos
reguladores, la caracterizacion farmacocinética y biofarmacéutica de las moléculas

empleadas, asi como la definicion de las caracteristicas de la absorcién, biodistribucion
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Introduccion 2

y excrecion del farmaco, asi como sus posibilidades para llegar al sitio de accién son
aspectos importantes a definir en etapas tempranas del desarrollo de medicamentos de

origen natural y SintétiCo[Guidelines. EMEA 2005; Miao-Ying, L y col., 2003, Carrasco Jiménez, M.S., 2002, Aspectos

cinéticos en el Ensayo Clinico. Investigacion Clinica y Bioética. www.icf.uab.es, Ravin, L.J y col.]

En los estudios de biodisponibilidad, bioequivalencia y farmacocinética, las matrices
biol6gicas son generalmente muy complejas y, en la mayoria de los casos, contienen a
los analitos de interés a concentraciones muy bajas ademas, pueden presentarse
interferencias. Por estas razones, a la determinacion analitica frecuentemente le

antecede procesos de extraccidén y concentracion.

Los métodos de cuantificacion mas empleados para este tipo de estudio son los
cromatograficos, y en menor medida los espectrofotométricos. Para elegir el método
especifico es necesario demostrar con anterioridad su adecuado funcionamiento y
fiabilidad, es decir, debe cumplir con los requerimientos de validacion

correspondientes.
Problema cientifico:

No se dispone de una técnica analitica convenientemente validada que permita la
cuantificacion de Rutina en fluidos biol6gicos con vistas al desarrollo de estudios
farmacobinéticos y biofarmacéuticos.

Hipotésis:

Si se desarrolla y valida una técnica analitica para la Rutina por cromatografia liquida
de alta eficacia se podran realizar estudios farmacocinéticos y biofarmacéuticos para la

obtencion de materias primas de origen natural biodisponibles.
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H Introduccion 3

En consecuencia, los objetivos de este trabajo son:
Objetivo General:

— Disponer de una metodologia apropiada de cuantificacion de Rutina con vistas
a hacer las determinaciones en fluidos biologicos, de forma tal que pueda ser

utilizada en los estudios farmacocinéticos y biofarmacéuticos.
Objetivos Especificos:

— Determinar algunos pardmetros de desempefio para la técnica de

cuantificacién de Rutina por cromatografia liquida de alta eficacia.

— Comprobar la validez de la técnica de cuantificacion de Rutina por

cromatografia liquida de alta eficacia.para muestras de orina humana.

Junier Avila Guerrero
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Capitulo I. Revision Bibliogréfica. 4

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de
la dieta humana. Se encuentran en vegetales, semillas, frutas y en bebidas, como vino
y cerveza. Se han identificado méas de 5.000 flavonoides diferentes. Aunque los habitos
alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor medio de ingesta de flavonoides se
estima como 23 mg/dia, siendo la quercetina el predominante con un valor medio de 16

a [Kenneth D. R. y col., 2003, Cafiigueral, S, 2000 y 2002, Vanacloxta, V. y cpl. 2003]

mg/di.

En un principio, fueron consideradas sustancias sin accion beneficiosa para la salud
humana, pero més tarde se demostraron multiples efectos positivos debido a su accion
antioxidante y eliminadora de radicales libres. Aunque diversos estudios indican que
algunos flavonoides poseen acciones prooxidantes, éstas se producen sélo a dosis
altas, constatandose en la mayor parte de las investigaciones la existencia de efectos
antiinflamatorios, antivirales o antialérgicos, y su papel protector frente a enfermedades

Martinez-Flérez, S. y col.2002; Martinez-Valverde, I. y

cardiovasculares, cancer y diversas patologias!
col.,2000: Alvarez, A, 1991, Roig,J.1974]

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B)

ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico)! Evas: W-C. 1987: Font, 1y col. 1983]

Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B
desde el 2' al ' [Pe Oliveira, By col. 2001, Erlund, I, 20021 (i )rg 1). La actividad de los flavonoides
como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y

de la relacién estructural entre las diferentes partes de la estructura quimica [e«e0rtiz

M.y col 2009 " Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucién y

variaciones en el anillo C.
En funcidon de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en

posicién 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del

anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

Junier Avila Guerrero
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1 Capitulo I. Revisioén Bibliografica. 5

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen un

doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Flavonoide
CC =
OH OH
0
Flavanol

Flavonol

Antocianidina
Flavona

Figura 1: Flavonoides. Estructura basica y tipos [P¢ ©vera. B.y col. 2001, Erlund, 1, 2002]

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcién: a) La presencia en
el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi; b) La presencia de un doble enlace en

posicion 2,3; c) La presencia de grupos hidroxilo en posicién 3 y 5 [P Olveira. By col. 2001,

Eriund, 1. 2002 | 5 quercitina presenta las tres caracteristicas, mientras que la catequina
solo presenta la segunda y la diosmetina la primera (Figura 2). A los flavonoles y las
flavonas se unen azlcares, preferentemente a la posicién C3 y con menor frecuencia
al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran comuinmente como
O-glicésidos, siendo la D-glucosa el residuo azicar mas frecuente. Otros residuos de
azucares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa, asi como el
acido D-glucurénico. La parte sin azucares de la molécula flavonoide se llama aglicona.
Los glicosidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales libres

que su aglicona o flavonoide respectivo

Junier Avila Guerrero
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Catequina Quercitina Diosmetina

Figura 2: Caracteristicas estructurales de los principales flavonoides!P® ©'ve. By col. 2001,

Erlund, I, 2002]

Los flavonoides son compuestos que no son lipofilicos y, en adicion, la presencia de
los grupos fendlicos tanto los conjugados sulfatados como los glicosilados, facilitan la

eliminacion.

Antes de ser absorbido un flavonoide es escindido, dando por resultado, por una parte
su aglicona y por otro su glicésido; teniendo este ultimo mayor solubilidad en agua se
absorbe rapidamente, sin embargo la aglicona puede tardar hasta tres horas en ser

absorbida. Por lo que en promedio las concentraciones pico de los flavonoides se da a
las 1.75 horas[Miao-Ying, L y col., 2003, Erlund, I, 2002, Aspectos cinéticos en el Ensayo Clinico. Investigacion Clinica y Bioética.

www.icf.uab.es]

Consiguen una distribucion homogénea en todos los tejidos corporales. Incluso logran
atravesar la barrera hematoencefalica; permitiendo mayor paso, por supuesto, a los

flavonoides mas lipofilicos (como la naranjina) y su transportacion con los receptores
[Kenneth D. R. y col., 2003; Martinez-Flérez, S. y col.2002; Martinez-Valverde, 1. y col.,2000]

Los flavonoides sufren metabolismo de primer paso y sus metabolitos, excretados por
la bilis, aunque se reabsorben ya no tienen funcionalidad, logrando una
biodisponibilidad del 1.5% en comparacién con la administracion intravenosa, es decir:
F - 0 015[Graf, B.A. 2008]

Es intensa la transformacion de los flavonoides, llevandose a cabo en dos sitios: 1)
higado, por medio de reacciones de biotransformacion de fase |, en las que se
adicionan 0 exponen grupos polares; 2) colon, mediante la fase Il de la
biotransformacion, en donde la microbiota intestinal degrada los flavonoides no

absorbidos. Y son conjugados con glicina, 4cido glucurdnico y sulfatados.

Junier Avila Guerrero
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Capitulo I. Revision Bibliogréfica. 7

La excrecion se sucede después de que se forman estos conjugados y por dos salidas.
Los no solubles en agua se excretan junto con la bilis al duodeno, y los solubles a las
vias urinarias con la orina, siendo esta Ultima la salida predominante.Pero al final lo
gue importa es la ruta por la cual se metabolizaron; pues si un flavonoide solo es
glucuronidado se excretara por via renal (como la catequina), pero si es metilado y

sulfatado sera excretado por la via hepatica (como la quercetina) | Ma-¥ing. Ly col. 2003,

Martinez-Flérez, S. y col.2002; Martinez-Valverde, I. y col.,2000, Fennet, D.R.,2003, Zhao, Y y col. 2007]

Uno de los flavonoides presente en la naturaleza, y con el que se desarrolla este
trabajo, es la Rutina (Figura 3), que se encuentra en el trigo, citricos, té negro, la piel

de |a manzana[Gattuso,G.ZOO?, Martinez, A, 2005, Rodriguez, L.E. 1997]

Nombre: 4H-Benzopiran-4ona. 3[16-0O-(6-deoxi-alfa-L-manopiranosil)-beta-D-
glucopiranosil-oxi]-2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi, Rutina, Rutosido.

Quercetin

& OH =

OH
CH;

OH OH
'\_V__r

Rhamnose OH

OH
'\_Y_f
| Glucose o

¥
Rutinose
Figura 3: Estructura quimica de la Rutina.

La glicona es el disacéarido reductor rutinosa, formado por una ramnosa (6-desoxi-L-
manosa) unida a una glucosa mediante un enlace glicosidico. La aglicona o genina es

un flavonol denominado quercetina (Figura 2).

Esta sustancia tiene efectos vasoprotectores ya que mejora el estado de los capilares

aumentando su resistencia y reduciendo su permeabilidad. También tiene propiedades

antioxidantes y antiinﬂamatorias.[Martinez-Fl()rez, S. y c0l.2002; Martinez-Valverde, I. y col.,2000]

La farmacocinética es la ciencia que estudia la evolucidn y el metabolismo de los farmacos en el
organismo mediante el analisis cinético de la curva que se obtiene partiendo de los fluidos

Junier Avila Guerrero
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Capitulo I. Revision Bibliogréfica. 8

bioldgicos dependiendo de la dosis administrada. El tiempo de contacto con los receptores
especificos para cada cual, la dindmica, la velocidad y la intensidad de transformacién
metabdlica que condicionan muchas veces las modalidades de las acciones farmacolégicas.

Evolucion de los farmacos en el organismo. (LApmg); s iménez v,

2002; Doménech, J., 1997, Dominguez, A.www.farmaindustria.es]

Cuando se administra a un organismo (hombre o animal) un farmaco en una forma
farmaceutica, las moleculas de dicho farmaco transcurre diversos proCesos: Liberacién (L),

Absorcidon (A), Distribucién (D), Metabolismo (M) y Excrecién (E). Demostrandose la

farmacocinética de los principios activos en el esquema presente en la Figura 4/casc Jiménez M,

2002; Doménech, J., 1997, Dominguez, A.www.farmaindustria.es]

Metabolismo

d

Forma . - - T
— | Liberacion —| Absorcién —| Distribucion @

Farmacéutica
@ @ @ * Excrecion
Biofase @

Respuesta

Figura 4: Esquema de los procesos. cinéticos de los farmacos en el organismo.
Cinética LADME.!

Como ejemplo la administracion de una forma farmacéutica sdlida, su liberacidn es el primer
proceso que debe sufrir el farmaco, la disolucién del mismo es lo que concluye. Pero la
administracién de una solucion este paso no ocurre.

Después de la liberacidn, tiene lugar la absorcion: donde las moléculas del farmaco alcanzan la
circulacion sistémica o sanguinea proceso que no ocurre en el caso de una administracion
intravenosa.

Independientemente de que se realice por poros acuosos, a través de la membrana lipidia de la
célula o por ambos caminos a la vez. Este proceso es casi siempre pasivo,

Cuando las moléculas del farmaco han alcanzado la circulacién sistémica ocurre la distribucién,
que suele ser un proceso pasivo y de primer orden. Normalmente se considera como un
proceso de distribucion al paso de un medicamento del plasma a zonas acuosas del organismo
Y sus procesos inversos, es decir, el retorno. El tiempo para que se logre dicho equilibrio es muy
variable para los distintos farmacos, de modo que su mayor o menor rapidez dependen del
modelo cinético que el mismo siga.

Junier Avila Guerrero
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Capitulo I. Revision Bibliogréfica. 9

Desde que el farmaco llega a la circulacién sanguinea al mismo tiempo de su distribucién, tiene
lugar la eliminacion del mismo, que puede ser mediante el metabolismo y/o excrecion como
farmaco inalterado, por la orina o bilis mayoritariamente. Por lo que conducen siempre a la
perdida o salida del farmaco, pero el metabolismo siempre va a ser proceso activo, mientras
gue en la excrecidn existen dos tipos de procesos, los activos y pasivos, aunque predominan los
pasivos.

Respuesta farmacolégica[Carrasco Jiménez, M.S., 2002; Doménech, J., 1997]

La respuesta farmacoldgica viene determinada en general por la cantidad de farmaco que se
une en el lugar de accién. Por lo que es imposible determinar la medida directa de dicha
cantidad de farmaco, pero varios autores han sugerido que el concepto de actividad de un
farmaco (y su respuesta) depende de su concentracidén plasmatica. En la actualidad, se acepta
de un modo general que, para muchos farmacos, existe una relaciéon entre la respuesta y su
concentracién plasmatica. Los cambios de la concentracion plasmdtica de muchos de los
farmacos van acompafiados de variaciones parecidas a su concentracion en el lugar de accion,
y el nimero de complejos que se forman entre farmaco y receptor. Esto es valido sélo para
farmacos que actuan reversiblemente, es decir, para aquellos que acciéon dura mientras
prevalece su presencia en el receptor. La gran mayoria de los farmacos estan dentro de este

grupo.
Estudios farmacocinéticoS[Carrasco Jiménez, M.S., 2002; Doménech, J., 1997]

En el estudio de la cinética LADME de un fdrmaco puede efectuarse en animales de
experimentaciéon y en humanos. Si los estudios en animales permiten mayor numero de
posibilidades, como el tomar muestras de casi todos los tejidos con el fin de caracterizar la
distribucion del farmaco, el sustrato ideal para este estudio es la especie humana ya que, en
general es la destinataria de los farmacos.

Por motivos evidentes, las posibilidades de muestreo en la especie humana son
considerablemente menores que en las especies empleadas en los laboratorios. De hecho, el
estudio de LADME se emplea mediante dos tipos de datos:

1. Las curvas de nivel plasmdtico: se obtienen al representar en ejes cartesianos la

concentracién de farmacos en el plano de muestras de sangre obtenidas a tiempos
prefijados. También se puede obtener tomando muestra a intervalos regulares,
centrifugando y en el sobrenadante (plasma) se determina la concentracién del farmaco.

En ocasiones, se emplean niveles séricos en lugar de plasmaticos.

2. Las curvas de excreciéon urinaria: pueden representarse de forma distributiva o

acumulativa y nos brindan criterio de la velocidad de excrecién de los farmacos.

Junier Avila Guerrero
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Capitulo I. Revision Bibliogréfica. 10

|' [Carrasco Jiménez, M.S., 2002; Doménech, J., 1997,www.farmaindustria.es]

Analisis compartimenta

Los seres vivos son sistemas complejos que resulta dificil establecer relaciones cuantitativas
entre la dosis de farmaco, la via de administracién que se emplea y la concentracién o la
cantidad de farmaco en distintas zonas anatdomicas ademds del tiempo transcurrido. Con el
motivo de lograr una adecuada descripcion de la evolucién temporal de los niveles del farmaco,
por lo que utilizan modelos en los que se expresan matemdticamente las velocidades de los
procesos de absorcién, distribucién y eliminacién, que finalmente me conducen a ecuaciones
qgue permiten describir y predecir las cantidades o concentraciones de farmacos en el cuerpo
en funcién del tiempo.

Los modelos compartiméntales son los mas utilizados en la Farmacocinética. Un
compartimiento representa una fraccion de material bioldgico en la que el farmaco se supone
uniformemente distribuido y representando las mismas propiedades cinéticas. Asi un
compartimiento tiende a agrupar zonas organicas afines, pero en realidad se trata de un
concepto cinético, cuya entidad no tiene que ser necesariamente fisioldgica en sentido estricto,
aunque si abarca zonas con constantes cinéticas semejantes.

Un compartimiento esta definido por sectores acuosos que ocupan un volumen determinado
(V) y que contienen una cantidad determinada de farmaco (Q). Por lo que la concentracion del
farmaco (C) en el compartimiento vendrd dada por el cociente entre Qy V-

c=% (1).

La cinética de entrada y salida del compartimiento puede ser de orden cero, uno o de
Michaelis Menten.

Un aspecto importante a tener en cuenta en la elaboracidon de un modelo farmacocinético es
un modelo cinético lineal o no lineal. Que puede definirse la linealidad cinética como una
proporcionalidad directa entre velocidades de transferencias y la concentraciones (o distintas
concentraciones), por tanto, un modelo farmacocinético lineal, es aquel que los procesos
cinéticos responden a una cinética de primer orden (tiendo proporcionalidad directa entre
velocidad y concentracidn, o velocidad y cantidad siempre y cuando no cambie la variacion del
volumen). Producto a eso, los valores de los pardmetros farmacocinéticos no cambian al variar
la dosis, la concentracion de un farmaco a un tiempo determinado es directamente
proporcional a la dosis administrada y la concentracién teniendo un area bajo la curva frente al
tiempo es una fraccién lineal de la dosis administrada por via intravenosa. Hay veces que en
ocasiones se observa que al variar la dosis de un farmaco dado, cambia el valor de uno o mas
parametros farmacocinéticos y la concentracion a un tiempo determinado no es directamente
proporcional a la variacion de la dosis. En estos casos, se trata de una farmacocinética
dependiente de la dosis o un farmaco con cinética no lineal.
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Modelo monocompartimental

Este modelo representa al organismo y es el mas sencillo, a efectos de la distribucion, como un
solo compartimiento. Siendo la principal caracteristica de este modelo es que se considera
instantanea la distribucién del farmaco, una vez administrado por via intravenosa o extravasal.
Reflejandose este modelo en la Figura 5.

Siendo:
Qa
Dlv\\ ' Cc: Concentracién de farmaco en el
ok Compartimento central.
‘ ]
k; \;’ k Cp: Concentracion de farmaco en el
Cp . Cec - > Compartimento periférico
2

D, la dosis administrada por via intravenosa.
Qa: dosis aplicada por via extravasal.

k,: constante de velocidad de absorcion.

ki,: constante de velocidad de distribucidn.
k»;: constante de velocidad de retorno.

k.: constante de velocidad de eliminacion.

Figura 5: Representacion esquematica del modelo monocompartimental, administracion
intravenosa o extravasal.

- Modelo bicompartimental

Sin embargo, la mayoria de los farmacos requieren de un modelo algo mas complejo, el
bicompartimental, el cual intenta reflejar el hecho de que la distribucién del farmaco en el
organismo no es un proceso instantdneo.

Es evidente que aquellos tejidos con mayor aporte sanguineo relativo, recibirdn en los
momentos inmediatamente posteriores a la administracién (intravenosa o extravasal) del
farmaco, un mayor aporte relativo de este, que se concretara en el hecho de que el equilibrio
de la distribucion del farmaco entre dichos tejidos y el plasma se alcanzara rapidamente, al
contrario de lo que sucederd con aquellos tejidos con un menor aporte sanguineo relativo.

El primer compartimiento resefiado recibe el nombre de compartimiento central y el segundo
es el compartimiento periférico (Figura 6).
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siendo:
Qs , ,
Dwv .. Cc: Concentracion de farmaco en el
P ' k Compartimento central.
‘ 1
\ \Il e ’
k; R k Cp: Concentracion de farmaco en el
Cp P Cc - > Compartimento periférico
2

D, la dosis administrada por via intravenosa.
Qa: dosis aplicada por via extravasal.

k,: constante de velocidad de absorcion.

ki,: constante de velocidad de distribucion.
k»1: constante de velocidad de retorno.

k.: constante de velocidad de eliminacion.

Figura. 6: Representacion esquematica del modelo bicompartimental, administracion
intravenosa o extravasal.

Los procesos de absorcidn, distribucién y eliminacién de los fdrmacos no son siempre de orden
1 estricto, sino que en ocasiones se trata de procesos saturables. La absorcion puede tener
lugar mediante un proceso activo de transporte. La distribucidon puede verse afectada por la
naturaleza saturable de la unién del farmaco a las proteinas plasmaticas, la unién saturable de
los tejidos o, incluso el transporte saturable a través de las membranas celulares. La
eliminacion también podria verse afectada por la unién saturable a las proteinas plasmaticas o
por la naturaleza de los mecanismos propios de la eliminacién que responden a cinéticas de
Michaelis Menten, como la secrecidn tubular activa y el metabolismo. En estos casos podrian
manifestarse modelos cinéticos no lineales.

Andlisis no compartimental[Carrasco Jiménez, M.S., 2002; Doménech, J., 1997]

La farmacocinética no compartimental es la aplicacién de la cinética estadistica al andlisis de las
curvas del nivel plasmatico, de forma que se pueda obtener pardmetros representativos de las
mismas sin necesidad de ajustarlos a un modelo determinado.

Existen varios pardmetros farmacocinéticos que pueden determinarse distintas maneras,
mediante tratamiento compartimental y no compartimental, mientras que hay otros que sélo
pueden calcularse de modelo no compartimental, a través de la determinacién de los modelos
estadisticos.
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La interpretacion de los datos de los estudios farmacocinéticos esta influenciada por la técnica
analitica que se emplee

Validacién de los métodos analiticos [Calpena Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA
CUBANA,,2007],

Las caracteristicas de funcionamiento de un método analitico, comprenden todos los datos y
resultados que demuestran la aptitud para el uso al que se destina. Considerandose los
siguientes grupos de funcionamiento.

e Caracteristicas de practicabilidad: son las que deciden si el procedimiento es facil o dificil
para realizar la practica. Los pardmetros de practicabilidad se evaltan en la fase de desarrollo
del método analitico: tiempo, coste, tamafio de la muestra, tipo de equipo e instrumentacién,

condiciones de seguridad, etc.

e Caracteristicas de idoneidad: Es el conjunto de parametros que garantiza que el sistema
pueda responder, en el momento del analisis, a los requisitos fijados en el método de
validacién. La idoneidad verifica el buen funcionamiento del sistema (instrumento y método)

en el momento de su uso.

e Caracteristicas de fiabilidad: son las que me permiten manifestar la capacidad de un
método analitico para mantener a lo largo del tiempo los criterios fundamentales de la
validacién. Los pardmetros que expresan la fiabilidad de los métodos analiticos son: linealidad,

precision, exactitud, sensibilidad y especificidad.
e Curva patrén:

Esta refleja la relacién entre cantidad y el contenido del analito en una solucién de muestra y la
respuesta de la medicion resultante.

La respuesta de la mediciéon debe utilizarse al menos 6 puntos de medicidon diferentes. Las
determinaciones tienen que hacerse sobre las muestras de referencia o sobre muestras—blanco
que se les ha anadido el analito en concentraciones con distribucién exactas cubriendo el rango
de trabajo completamente. Las concentraciones deben seleccionarse en ambos lados del rango
activo de trabajo.

Debe repetirse el experimento al menos una vez. Los resultados pueden presentarse
graficamente, la ecuacién de la regresién lineal debe darse, asi como el coeficiente de

correlacién como una medida de la distribucién (r>0.999). 3
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De un método analitico los pardmetros que expresan la fiabilidad son: [c@Pena

Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007, Diaz Polanco, l.y col, 2000]

1. Linealidad:

Es un método analitico con la capacidad de obtener resultados linealmente proporcionales a la
concentracion de un analito en la muestra dentro de un intervalo determinado. En varios casos
se considera la linealidad dentro de la validacion como criterio inicial.

En este término se incluye la proporcionalidad entre la concentracidn del analito y la respuesta,
ademas de los intervalos o rango de concentraciones del analito siendo este método
satisfactorio. La linealidad se relaciona, con la sensibilidad de calibrado o coeficiente diferencial
entre la sefial medida y la concentracién del analito. Definiendose la linealidad para
concentraciones que cubran el ambito total de interés.

Este ensayo puede efectuarse tanto sobre soluciones patréon del analito como sobre muestras
problemas que contengan concentraciones crecientes del analito. Se debe realizar un tanteo
previo con diversos patrones que estén en un rango de concentraciones bastante amplio que el
intervalo de concentraciones a emplear, para asi asegurar que el intervalo lineal dindmico del
sistema instrumental sea mds amplio que el intervalo de concentraciones a estudiar. Luego se
preparan una serie de patrones de analito de concentraciones crecientes. El nimero de

soluciones patron pueden ser de 3 a 10 y el intervalo de concentraciones se selecciona de
[Calpena Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994;

acuerdo con las cantidades esperadas de analito en la muestra

URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007; Guidelines. EMEA 2005.]

Tratamiento estadistico de los datos obtenidos:
Debe efectuar una interpretacién estadistica de regresion:

Coeficiente de correlacion (r): refleja el grado de relacién entre las variables X (concentracion),
y la variable Y (la respuesta). Su valor maximo es 1. Si (r) es cercano a 0, el ajuste es pobre y la
relacion es débil por lo tanto se considera que no existe; si r es cercano a la unidad, entonces el
ajuste es bueno siendo esto un indicativo de una fuerte relacién entre X e Y, es decir, existe
correlacién con una probabilidad elevada.

I PRI
X=X -Y) ZXY—f

r=
(X=X)2S (Y =Y)? , X)) [y QY
\/Z X 3 : R

(2)

Se obtienen valores de (r) elevados en andlisis quimico, iguales o superiores a 0.999, si el

analisis de trazas se aceptan valores mas bajos (iguales o superiores a 0.990) [©@/Pena Campnamy, AC,

1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

Junier Avila Guerrero

Validacién de técnica de cuantificacion de Rutina por cromatografia liquida de alta eficacia.



Capitulo I. Revision Bibliografica. 15

Ensayos de linealidad:
Para verificar la linealidad existen diversos procedimientos :
-Coeficiente de variacion de los factores respuesta.

El factor de respuesta es la relacion que existen entre la lectura y la concentracién. En una
calibraciéon lineal los factores de respuesta deben ser cercano al valor de la pendiente y
semejantes entre si, por tanto el coeficiente de variacion de respuesta puede tomarse como
una expresion de la linealidad. Se considera que coeficientes de variacién que sea superior al
5% indica que hay falta de linealidad.

Y
f.=—
Factores de respuesta: X (3)
.
f=%=—

Media de fi: n (4)
Desviacidn estandar de f: n-1 | (5)
Sf
Cvf = —100
Coeficiente de variacion de f: f (6)

Es la significacidn estadistica de la varianza de la pendiente (b) de la recta de regresion.

La pendiente (b) se conoce ademdas como coeficiente de regresién. A mayor pendiente, mayor

sensibilidad (respuesta del método frente a los cambios de concentracién del analito). "

Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

La varianza de la pendiente (Sb) es utilizada como expresién matematica de la linealidad: a
menor varianza mejor linealidad. Se puede determinar segun las siguientes formulas:

S — S, X S%Y, X

XXy (XX

(7)

(S%Y, X) es la varianza del error experimental total, varianza residual o varianza de regresion de
Y sobre X.

El valor de (S?Y, X) se obtiene mediante las ecuaciones siguientes:
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(Y -v)? —[Z(x —X)(Y —Y)]

Sy X 2X=X)" QWP -ay ¥ by XY DY-Y) er)
n-2 n-2 n-2

El error estandar o la desviacidén estandar de la pendiente (Sb) y la desviacion estandar relativa
Sb,. (%), pueden ser empleadas también para expresar la linealidad.

Sb=-/Sb? ©

Sb,,, (%) = %blOO

(10)
Criterio de aceptacion Sb, (%) < 2%.

Los limites de confianza de la pendiente se obtienen a partir de la expresién: b+tSb

Siendo (t) el valor de Student para n-2 grados de libertad a la probabilidad escogida
(generalmente p = 0.05)

b
Otro test estadistico de (b) se determina de la expresion: " sh, (11)

En la tabla de t se halla el grado de significacién para n-2 grados de libertad. Hipdtesis nula: b=0

Si texp>teap Significa que la probabilidad de ser b#0 es muy elevada® (/Pen2 Campnamy, A.C, 1950; Skoog, D,

1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

Anadlisis de la varianza de la regresion.

Este método sélo puede emplearse si existen réplicas para cada concentracion. El valor de Fey
es la relacion entre la varianza no lineal (producto a la falta de ajuste entre la recta de regresion
y los datos experimentales) y la varianza dentro de las series (producto al error experimental
que esta dentro de las series) si Feyp < Frap (FN1-1/n,-1, p=0,05) para un grado de significacion

determinado implica que la linealidad es correcta, [c@Pena campnamy, A.C., 1990; Skoog, D, 1954; URACHEM, G, 1998;

NORMA CUBANA.,2007, Espinosa, M., 1987]

Por test de proporcionalidad.

Lo mas ideal el valor de la intercepcion con el eje de las ordenadas el origen (a) debe ser cero
porqgue indica el error sistematico del método.

La varianza del término independiente se puede calcular:

Junier Avila Guerrero

Validacién de técnica de cuantificacion de Rutina por cromatografia liquida de alta eficacia.



Capitulo I. Revision Bibliogréfica. 17

2 2 2
Sa? = Sb? znx = SZY'X ZX = SZYlX 221X
(12)

La desviacion o error estandar es:

2
Sa =-/Sa (13)
Sa,, (%) = >2100
a
(14)

Los limites de confianza del término independiente son: attsa

Siendo t el valor de la distribucién de student para n-2 grados de libertad a la probabilidad
escogida, generalmente p= 0,05. Si los limites obtenidos incluyen el cero, se cumple la

condicién de proporcionalidad ** >

2

La significacion estadistica de a se puede deducir de la expresién: ** " Sa (15)

En la tabla de t se halla el grado de significacidon para n-2 grados de libertad. Hipétesis nula
a= O [Calpena Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

Sensibilidad de calibrado:

La sensibilidad de calibrado o coeficiente diferencial entre la sefial medida y la concentracién
del analito es igual al valor de la pendiente de la curva de calibrado a una concentracién dada.
En el caso de la calibracion lineal, la pendiente b de la recta de regresidon coincide con la

sensibilidad de calibrado ademds con el factor respuesta: [2/Pena Campnamy, AC, 1990; Skoog, D., 1994;

URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

La sensibilidad indica la capacidad de respuesta del método analitico a pequefias variaciones de
la concentracidn del analito. En un método analitico sensible, en uno ligero incremento de
concentracién conlleva a incrementos notables de sefal o respuesta.

Valores aceptables de los parametros de linealidad.[2/Pe" cmpnamy, A.C, 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G,
1998; NORMA CUBANA.,2007]

Expresion de la recta de regresion: ¥ = bX +a

Coeficiente de correlacién: "= 099

0,
Prueba de linealidad: <V SS/O, by <2%
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Prueba de proporcionalidad: a*tsa debe incluir al cero para p =005

Precision:

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos independientemente obtenidos bajo
condiciones especificas. La precision depende solamente de la distribucién de los errores
aleatorios, no estando asociada con el valor real. Se expresa mayormente como la desviacién
tipica de los resultados analiticos. Una baja precision puede producir una elevada desviacion
tipica. La precisién es una caracteristica importante en la elevacién de todos los métodos
cuantitativos.

Este aspecto depende generalmente de las condiciones bajo las cuales ha sido estimado. Las
condiciones de repetibilidad y reproducibilidad representan evidentemente condiciones
diferentes mientras que la reproducibilidad interna cae dentro de estos dos extremos.

Repetibilidad: Es una estimacion de repetibilidad de un método, se obtienen cuando los
resultados analiticos vienen de porciones idénticas de ensayo, en el mismo laboratorio,
realizado por el mismo analista, utilizando el mismo equipo y dentro de un corto intervalo de
tiempo.

Precision intermedia o Reproducibilidad: puede estimarse sobre la base de los resultados
obtenidos cuando el método es utilizado para analizar idénticas porciones de un ensayo en
diferentes laboratorios empleando diversos equipos diferentes. La reproducibilidad interna, es
la concordancia de resultados cuando los analisis se realizan en el mismo laboratorio, utilizando
el mismo método, pero ejecutado en diferentes momentos por diversos analistas empleando
por ejemplo diferentes lotes o reactivos.

Se recomienda para este tipo de estudio realizar al menos 10 determinaciones (6ptimo 30)

sobre el mismo material de muestra y calcular la media aritmética ( X ), desviacién estandar

(S) y desviacién estandar relativa o coeficiente de variacién (CV ), donde se toma como

criterio que CV <2% para CLAE y CV <3% para otros tipos de métodos. [URACHEM. G, 1998; NORMA

CUBANA.,2007]

Expresion de la precision de un método analitico:

a) Desviacion estandar y coeficiente de variacién: Es el valor aceptable de precision de un
método analitico depende del niumero de repeticiones del analisis y de la concentracion del

analito.™°%

% - 2%

Media aritmética: n (16)
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Desviacidn estandar:
(17)

Coeficiente de variacion: X (18)

La relacién que existe entre el coeficiente de variacidn del sistema y el coeficiente de variacién

del método es aproximadamente la siguiente: Cvmétodo=cvsistemaﬁ

b) Limites de confianza:" [Calpena Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

Los resultados individuales: media + desviacién estdndar multiplicada por la t de student

X =tS (19)
Siendo t el valor de t student tabulada para n-1 grados de libertad y una significacion,
generalmente, del 95 %.

De los resultados promedio: los limites de confianza de la media de varias respuestas son:

Jn

Siendo S la desviacion estandar de la media

Determinacion de la reproducibilidad:

Para evaluar estadisticamente estos resultados se debe desarrollarse:

Pardmetros Analista 1 Analista 2
Media Xy X,
Desviacion S, S,
estandar

numero de

muestras n; n,

a) Prueba de significacion de Fischer: se utiliza para determinar si hay diferencias
contundentes entre los resultados obtenidos para el mismo método para analistas
diferentes. Se realizard un ensayo de Fischer con una alternativa bilateral, por lo que se

pretende conocer si existe diferencia en varias direcciones. Determinandose:
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FoSi
SZ
2 (21)

Sl: Desviacidn estandar del analista 1.

S, : Desviacion estandar del analista 2.

El valor critico de Fi, hay que consultarlas en las tablas estadisticas, por lo que se debe buscar

el nimero de muestras para un analista individual. Si Fexp< Frap (Fn1-1, n2-1, p=0,05) no existen

diferencias significativas entre la precisién alcanzada por los analistas.™ 3

b) Prueba de significacion de student: permite determinar si hay diferencias entre las medias.

AL AL
Si_‘_i

. \n, n

Célculo de t: o2 (22

Sz — (n1 _1)812 +(n2 _1)522
donde (n, +n,)-2 (23)

n,+n, —

Si texp<tiab (p=0,05), grados de libertad igual a ( 2) no hay diferencias contundente entre

las medias obtenidas.

Si se determina que no hay diferencias significativas, entonces el estimado promedio de los
analistas puede ser empleado para calcular los limites de confianza para un 95 % de la media.

Exactitud:

Es el grado de concordancia que existe entre el valor hallado en el andlisis con el valor
verdadero e indica la capacidad del método analitico para obtener resultados lo mas préoximo

posible al valor real. Si la diferencia entre ellos es pequefia, la exactitud es buena - [P

Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994; URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

La falta de exactitud puede ser por exceso o por defecto.

Las desviaciones por exceso pueden ocurrir cuando hay interferencias analiticas y cuando no es
adecuada la selectividad del método. Por lo que se deberia modificarse el método para hacerlo
mas efectivo. Las desviaciones por defecto suelen emplearse en métodos analiticos muy
laboriosos, con diversas fases, extracciones, purificaciones, etc. que se traducen
inevitablemente en una disminucién de la recuperacion.

Un estudio de exactitud permite establecer el porcentaje de recuperacién promedio. Si es bajo
el porcentaje se pueden utilizar factores de correccién en los ultimos calculos que compensen
la pérdida de analito, producto a las previas manipulaciones, a la medicion final ©°.

Determinacion de la exactitud:

Se puede establecer segun:
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Analisis repetitivo de una muestra de concentracién Unica conocida:

Andlisis repetitivo de varias muestras de concentraciones conocidas y .diferentes.
Método de adicién de patron.

Comparacion con otro método analitico ya validado.

Para el analisis repetitivo de una muestra de concentracion conocida (a), se analiza varias veces
(6-10) la muestra de concentracién conocida de analito patron ademas se valora la exactitud
expresando los resultados en porcentaje con respecto al teérico (Recuperacion) y se efectta el
test de t.19°0

X (24)
Donde:

m: valor verdadero,

X : valor medio
n: nimero de determinaciones
S: desviacién estandar

S
X : Desviacion estandar de la media

Si ocurre typ<te Significa que el método analitico no es exacto por lo que existe un error

m-X

.Si es seleccionado el grado
. [Calpena Campnamy, A.C., 1990; Skoog, D., 1994;

sistematico por exceso o defecto, que en valor absoluto es
de probabilidad es p = 0,05 y para n-1 grados de libertad.

URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

Las formulas anteriores pueden ser utilizadas también con porcentaje de recuperacion,

sustituyendo el valor de X por el porcentaje de recuperacion R, el valor verdadero m por 100 y

la desviacién estandar S por el coeficiente de variacion CV. - [@lPena Campnamy, A.C, 1950; Skoog, D., 1954;

URACHEM, G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]
100-Rl/n
exp
Cv (25)

Siendo los criterios estadisticos de aceptacién:]
Para el CLAE el por ciento de recobro es de 98-102%.

Para métodos titrimétricos el por ciento de recobro es de 99-101%.
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Para otros métodos el por ciento de recobro es de 97-103%.
-Intervalo de concentracion:

Es el intervalo de concentracién de un analito que tiene el método los requisitos de calidad,
demostrado experimentalmente. Todos los métodos tienen una sensibilidad limitada que
restringe el intervalo de concentracién para el cual el método es establecido.

Fundamento tedrico de la técnica analitica

Cromatografia Gaseosa [Cela R.,2002; Rubinson,K.A., 2000; Skoog, D.,1994, Yashin, Y.l y col.

2006, BRITISH PHARMACOPOEIA, 2004; EUROPEAN PHARMACOPEIA. 2005; USP 30th ed, 2007]

La cromatografia comprende un conjunto importante y diverso de métodos que permite a los
cientificos separar componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que en
muchas ocasiones resulta imposible por otros medios. Se pueden separar moléculas en funcién
de sus cargas, tamafos y masas moleculares. También a través de la polaridad de sus enlaces,
sus potenciales redox, etc... La cromatografia no solo permite la separacién de los
componentes de una mezcla, sino también su identificacién y cuantificacidn.

El andlisis cualitativo esta basado en la medida de pardmetros cromatograficos (tiempos y
volumenes de retencién) mientras que el analisis cuantitativo estd basado en la medida de
alturas o dreas de picos cromatograficos que se relacionan con la concentracién. La columna
cromatografica y la forma con la que se disefia, constituye el corazdén de la separacién. El
detector, situado al final de la columna es el que garantiza la respuesta de los componentes
gue se separan.

En la actualidad la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE) ha llegado a ser una de las
Técnicas del Laborario Moderno mas importantes como herramienta analitica para separar y
detectar compuestos quimicos. por su sensibilidad, facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no volatiles o termolabiles y
su aplicacion a sustancias de primordial interés en la industria, como son los aminodcidos,
proteinas, dcidos nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, entre otros.

En cromatografia liquida la fase moévil es un liquido que fluye a través de una columna que
contiene a la fase estacionaria. La fase movil puede ser un disolvente puro o una mezcla

Aquellos componentes que son fuertemente retenidos, por la fase estacionaria se mueven
lentamente con el flujo de la fase movil; por el contrario los componentes que se unen
débilmente a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta
movilidad, los componentes de la muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden
analizarse cualitativa y/o cuantitativamente. Estos resultados se recogen en forma de graficos
llamados cromatogramas.

La retencién cromatografica es funcion de:
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La fase movil.
La fase estacionaria.

El analito.

Todas las especies que pueden disolverse pueden separarse eligiendo la combinacién adecuada

de fase mdvil y fase estacionaria.

Los componentes basicos son:

a)

b)

c)

d)

e)

Sistema de suministro de fase mdvil: reservorio o varios reservorios para los

disolventes. Sirve para desgasificar y eliminar particulas en suspension de los

disolventes que interfieren formando burbujas en los sistemas de deteccion.

Sistema de bombeo de la fase mdvil: se usan bombas para impulsar a la fase movil.

Inyectores: se encargan de introducir la muestra en la cabeza de la columna de forma

reproducible y adecuada.

Precolumnas: se colocan delante de la columna para eliminar la materia en suspensién
y los contaminantes de los disolventes. La composicion del relleno debe ser semejante
al de la columna. Aunque el tamano de particula es mayor para minimizar la caida de

presidn. En muchas ocasiones se usan para aumentar la vida de la columna.

Columna: normalmente son de acero inoxidable de didmetro interno uniforme aunque
en ocasiones se encuentran tubos de vidrio de paredes resistentes.

La mayoria de las columnas de cromatografia de liquidos tienen una longitud entre 10y
30 cm. Generalmente son rectas y se pueden alargar, si es necesario, acoplando dos o
mas columnas. El didmetro interno de las columnas es a menudo de 4 a 10 mm vy los
tamanios de las particulas de los rellenos mas comunes son 3,5y 10 um.

Los empaquetados mas comunes son de particulas de silice pero también se usa la
alumina, polimeros porosos y resinas de intercambio idnico.

Detectores: existen dos tipos:

- Los basados en una propiedad de la disolucién: Que corresponden a una propiedad de
la fase movil, como el indice de refraccion, la constante dieléctrica, la densidad.

- Los basados en una propiedad del soluto: Es decir, responden a alguna de las
propiedades del soluto, como la absorbancia UV, fluorescencia, intensidad de difusion,
gue no son propias de la fase mévil.
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MétOdOS cromatogréfiCOS' [Cela R.,2002; Rubinson,K.A., 2000; Skoog, D.,1994]

Cromatografia de Reparto:

o Cromatografia en fase normal.
o Cromatografia en fase reversa.
- Cromatografia idnica.

- Cromatografia de Exclusion.

- Cromatografia de adsorcién.

Cromatografia de Reparto:

La cromatografia de reparto es hoy en dia el método mas utilizado. La cromatografia de reparto
se divide en:

Cromatografia en fase reversa: fase estacionaria es apolar, y la fase mévil polar. Las fases

estacionarias han sido obtenidas haciendo reaccionar quimicamente los centros silanoles
activos de la silice con un trialquilclorosilano. La retencidn se produce en esta especie de capa
liqguida depositada quimicamente como consecuencia de la distinta solubilidad relativa entre la
fase estacionaria (apolar) y la fase movil (polar). Los compuestos mas retenidos son los mas
apolares. La retencidn y selectividad se controlan fundamentalmente con la composicion de la
fase moévil. Para obtener una fase movil de fuerza de elucién dptima, se ensayan mezclas de
metanol, acetonitrilo o tetrahidrofurano en agua. Actualmente, el 75% de los analisis con HPLC
se realizan en fase reversa. Permite un andlisis directo de muestras acuosas y de compuestos
solubles en agua o en disolventes relativamente polares (metanol) con peso molecular no
superior a 2000 o 3000 ua. Si se compara con la de adsorcidén, su comportamiento
cromatografico es excelente.

Cromatografia en fase normal: la fase estacionaria es polar y la moévil apolar. Las fases

estacionarias se obtienen haciendo reaccionar quimicamente los centros silanoles activos de la
silice con un trialquilclorosilano. La retencion también tiene lugar en esa especie de capa
liqguida depositada quimicamente, como consecuencia de la distinta solubilidad relativa en la
fase estacionaria (polar) y la fase mévil (apolar). Donde el analito menos polar sera el primero
que se eluye y el mas polar el dltimo en eluir.

Cromatografia idnica: usa para separar y determinar especies idnicas. La fase movil es un

liqguido acuoso y salino que contiene un disolvente organico como metanol o acetonitrilo y un
compuesto idnico que aporta un contraidon de carga opuesta al analito. La elucién de los pares
idnicos se consigue mediante una disolucidon acuosa de metanol u otro disolvente orgdnico
soluble en agua. La fase estacionaria es una resina de intercambio idnico. Se trata de un
material polimérico (Ej: poliestireno), que contiene muchos grupos funcionales por molécula y
practicamente insoluble en agua.
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Cromatografia de Exclusidn por tamafios: también conocida como cromatografia en geles

permeables o de filtracién en geles. Es una técnica que se aplica particularmente a especies de
alto peso molecular. La fase estacionaria esta compuesta de particulas de silice o polimeros en
forma de gel, que contienen una red de poros uniformes. La retencién estd basada en el
tamafo de las moléculas. Si las moléculas con mas grandes que los poros, no pueden penetrar
en ellos (sélo pasan las particulas), y son las primeras que se eluyen. Si las moléculas son mas
pequefias que los poros, penetran en ellos recorriendo caminos mucho mas largos, y seran las
Ultimas en eluir. Si las moléculas tienen un tamafio intermedio, podran penetrar en los poros
mas grandes (camino recorrido intermedio). Por tanto, el tiempo de residencia medio en los
poros, depende del tamafio afectivo de las moléculas de los analitos.

Cromatografia de adsorcién: se basa en la capacidad de las sustancias biolégicamente activas

de formar complejos estables, especificos y reversibles. La formaciéon de estos complejos
implica la participaciéon de fuerzas moleculares como las interacciones de Van der Waals,
interacciones electrostaticas, interacciones dipolo-dipolo, interacciones hidrofébicas y puentes
de hidrdgeno entre las particulas de la muestra y la fase estacionaria.

Ventajas de CLAE

Es eficiente, selectiva, ampliamente aplicable.

Sélo se requiere una muestra pequena.
- Puede utilizarse sin destruir la muestra.
- Se adapta facilmente al analisis cuantitativo.
- Puede acomodar muestras no volatiles e inestables térmicamente.
- Esaplicable a iones inorganicos.
e Aplicaciones de CLAE:

Andlisis de farmacos y sus metabolitos, sueros, conservantes de alimentos, mezclas para
vitaminas, azUcares, y preparaciones farmacéuticas. En productos de alimentacion:
edulcorantes artificiales, antioxidantes, aflatoxinas, aditivos, colorantes, aminoacidos,
proteinas, carbohidratos, lipidos.
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- Equipamiento:
- Balanza analitica, Boeco Germany, Max- 120g, d = 0.1mg.
- Instrumento de cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) Agilent 1100 series,
detector UV-Visible A variable.
- PHmetro modelo RHSJ-4A.

- Reactivos:
- Rutina ACROSS.

- Orina suministrado por sujeto sano.

- Metanol, Scharlau, calidad analitica.

- Acetonitrilo (ACN), Scharlau, calidad analitica.

- Acido acético (HAc), UNI-CHEM, calidad analitica.
- Acido fosférico (H,PO, ), UNI-CHEM.

- Agua desionizada.

- Materiales e Instrumental:

- Material de vidrio de uso habitual en el laboratorio.

- Tubos de ensayos vidrio de 3,5 mL,

- Frascos de vidrio de 10mL con tapa de vidrio.

- Jeringuilla de vidrio spezial de 5 mL Unimetric (Injektionsspritce 100microL
TP5100-71)

- Filtros de membranas, Millipore 31s.

1. Determinaciéon de algunos parametros de desempefio de la técnica de

cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE)
1.1. Establecimiento de los parametros cromatograficos:

Teniendo en cuenta las técnicas descritas en la bibliografia consultada, se realiza el
analisis del comportamiento cromatografico a una disolucién patréon de rutina en

metanol a una concentracién de 10 pug/mL.

Las condiciones operacionales del instrumento de CLAE son las siguientes
[Nuengchamnong, N., A. 2004, Gattuso, G ,2007; Martinez, A, 2005].
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v' Columna cromatografica columna-RP-18 Agilent Eclipse XDB-C18, diametro: 5
pum, longitud: 4.6x250 mm.

Flujo: 1 mL/min

Volumen de inyeccion: 200 yL

Detector UV, 254 nm.

Fase movil: se emlearon diferentes composiciones de la fase movil (FM), sin

AN

gradiente de concentracion;

-FM 1: ACN:HAC 2% en proporci6n 10:90 [attuse. ¢ 2007 Martinez, A, 2005,
-FM 2: 1ACN:HAG 2% en proporcién 30:70 [Gattuse. & 2007: Martinez, A, 2005,

-FM 3: Metan0|:H2PO4 (2 N) en proporcién 55:45 [De Oliveira, B y col.,2003, Apers, S. and Theunis,
M., 2008)

-FM 4: Metanol:HAc 2% en proporcion 45:55 [Gattuso. G .2007; Martinez, A, 2005, ]
Fase movil empleadas
1.2. Evaluacion de lalinealidad:

Para la realizacion de la curva de calibracion por Cromatografia liquida de alta
eficacia, se pesd con exactitud, en una balanza analitica, alrededor de 0,1 g de
Rutina, que se disolvié en metanol calidad analitica en un matraz aforado de 10 mL,
obteniéndose una disolucién de concentracion 0,01g/mL (Disolucion 1). Se tomaron
alicuotas de la Disolucion 1 (0,5; 0,8; 1,2; 1,5; 1,8 y 2,0 yL), que se llevaron a un
matraz aforado de 10 mL, completandose el volumen con metanol, obteniéndose
disoluciones de concentracion de 5, 8, 12, 15, 18 y 20 yg/mL, respectivamente. De
los patrones asi obtenidos se inyectdé un volumen de 20 pL, en el cromatografo,
empleando la fase movil de mejores que mejores resultados mostré en el ensayo en
el ensayo anterior, con un flujo de 1 mL/min. La deteccion se realizé a una longitud

de onda de 254 nm. Este ensayo se repitié hasta obtener dos curvas de calibracion.

Teniendo en cuenta todos los valores experimentales se calculd el coeficiente de
correlacion lineal (r), el coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CVy), la
desviacion estandar relativa de la pendiente [Sh,(%)], el intervalo de confianza del
intercepto (/). Se realiz6 una prueba de t de student, para evaluar la sensibilidad del
calibrado, planteandose como hipoétesis nula que la pendiente es igual a cero (b = 0)

y como alternativa (b # 0).
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Criterios de aceptacion:

-Coeficiente de correlacién lineal: r = 0.99.

-Pendiente: b # 0.

-Coeficiente de variacion de los factores de respuesta: CVs < 5%.

-Desviacion estandar relativa de la pendiente: Sby (%) < 2%.

Con los datos obtenidos de las dos curvas individuales se determiné el intervalo de
confianza de la pendiente y del intercepto para una de ellas con el objetivo de
demostrar la similitud entre las mismas, tomando como criterio de semejanza el
hecho de que el valor de la pendiente y del intercepto de la curva restante quede

incluido en los intervalos hallados para la primera.
1.3. Evaluacioén de la Precision:
1.3.1. Repetibilidad.

Se realizaron 6 mediciones a una disolucién de concentracién 10 ug/mL, en
condiciones homogéneas. Se calculé el coeficiente de variacién (CV) a los 6
resultados.

Criterio de aceptacion:

- CV<£1.5%.

1.3.2. Reproducibilidad.

Se repitié el experimento anterior, otro dia y por un analista diferente. Se calculo el
coeficiente de variacion (CV) de todos los datos. También se realiza la prueba de ¢

de student y F de Fischer para comparar los conjuntos de datos en cuanto a media

(X)y varianza (S ).
Criterios de aceptacion:

- Coeficiente de variacion: CV <3%.
- Medias: X:1=X2
- Desviacioén estandar: S/ =S’

1.4. Evaluacion de la Exactitud:

Se realizan 6 réplicas a 15 pyg/mL, utilizando una sustancia certificada con una
pureza de 97-102 % y comparar el valor medio determinado y el certificado a través

de la expresion:
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(@]

x X
100%

- (26)

cert

donde:

Cx : media de las determinaciones experimentales.
C.. . porciento de pureza de la sustancia certificada.

Y a través de una prueba de hipétesis t de student planteado como hipdtesis nula

que C, =C_,Y como hipotesis alternativa C, #C

cert

Criterios:
- X=%2%.
— 98% < X <£102%.
- C,=C

cert -

1.5. Determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion:

Se realizaron los calculos del limite de deteccion (LOD) de forma X +3SD, segun el
criterio de la IUPAC [Thompson. 1995y 1999 ICH, 19931 hain |as siguientes condiciones
experimentales 6ptimas, donde X es la altura media de la minima sefal que sea
detectable y SD es la desviaciéon estandar. Es el limite de deteccién que seria,
aquella concentracion que genera una sefial 3SD superior a la minima sefial que es

detectable.

Ademas el limite de cuantificacion (LOQ) que se realizo el calculo de la siguiente

forma X +5SD, segun el criterio de la I[UPAC [Thompson. 1995A, Eurachem, 1998] hain |gg
siguientes condiciones experimentales Optimas. El limite de cuantificacion seria,
aquella concentracion que genera una sefal 5SD superior a la minima sefal que es

detectable.

2. Técnica de cuantificacion de Rutina en orina humana.

2.1. Preparacion de la disolucién de Rutina:

Se peso con exactitud, en una balanza analitica, alrededor de 0,1000 g de Rutina,
que se disolvid en metanol calidad analitica en un matraz aforado de 10 mL,

obteniéndose una disolucién de concentracion 0,01g/mL (Disolucion 1).

2.2. Preparacién de las muestras:
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2.2.1. Preparacion de las muestras en orina humana:

Se tomaron 10, 12 y 15 pL de la Disolucion 1 y se afadieron a matraces aforados
de 10 mL, se completé el volumen con orina humana de un sujeto sano,
obteniéndose muestras con concentraciones de 10; 12 y 15 uyg/mL de rutina,
respectivamente. Los matraces se agitaron vigorosamente, de forma manual,
durante un minuto para homogeneizar el contenido. Este proceso se repitidé 2 veces

para cada concentracion.
3. Tratamiento estadistico de los resultados.

Los datos obtenidos fueron procesados mediante los programas MICROSOFT
EXCEL 2007 y MICROCAL ORIGIN versién 5.0.
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Para el disefio de los ensayos farmacocinéticos y biofarmacéuticos de productos de
origen natural y sintético, resulta de gran importancia la clasificacion y desarrollo de los

g [Cafigueral, S, 2000 y 2002 ' phehido a esto, para elegir un método para la

métodos analitico
realizaciébn de este tipo de estudio, es necesario demostrar que el mismo puede
emplearse con buenos resultados y que ademas, funciona de acuerdo con los

requerimientos y demandas en cuanto a fuentes de error, aplicacion, su exactitud y uso'™
14, 35]

Determinacion de algunos parametros de desempefio de la técnica por cromatografia
liquida de alta eficacia (CLAE) para la determinacion de Rutina.

El espectro de Rutina en metanol, obtenido mediante la técnica espectrofotométrica se
muestra en el Anexo 1. Como se puede observar, muestra un maximo a absorcién a una

longitud de onda cercana a 254 n.
Establecimiento de los parametros cromatograficos:

Para la definicién de las condiciones cromatograficas se tomaron en cuenta los estudios
publicados en multiples trabajos cientificos, sobre la determinacién de flavonoides
presentes en productos vegetales. Existe coincidencia en que se deben emplear
columnas de fase reversa (RP8 y RP18), deteccién a 254nm, y una fase movil polar
(ACN, metanol) y una solucién acuosa acida a diferentes proporciones, para prevenir la

formacioén de picos asimétricos en el cromatogramal®a"se: ¢y col.2000}

Giuseppe Gattuso y col, (2000) recomiendan emplear como fase movil una mezcla de
ACN: HAc 2%, en proporciones que fluctuan entre 10:90 y 30:70. Al realizar las
inyecciones de una disolucion patrén de Rutina en metanol a una concentracion de 60

Hg/mL siguiendo las condiciones cromatograficas descritas anteriormente se observo:

En la condicion de FM 1: ACN:HAc 2% en proporcién 10:90, cuyo cromatograma se
muestra en la Figura 7, los picos salen antes de los 5 min y no estan adecuadamente

resueltos.

De igual manera se comporta al modificar la compaosicion de la fase movil ACN:HAC 2% a

una proporcion 30:70 (Figura 8).
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Figura 7: Cromatograma correspondiente a fase movil ACN:HAc 2% en proporcion 10:90
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Figura 8: Cromatograma correspondiente a fase movil ACN:HAc 2% en proporcién 30:70.

Posteriormente, empleamos las condiciones recomendadas por De Oliveira, B y col.

(2003) y Apers, S. and Theunis, M., 2008 donde la fase movil esta constituida por

metanol:H,PO, (2 N) en proporcién 55:45 y se observa en el cromatograma (figura 9) que

se obtiene un pico de Rutina a 6,795 minutos con buena separacion,pero ligeramente

asimétrico (se observa una pequefia cola).
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Figura 9: Cromatograma correspondiente a fase movil Metanol:H,PO, (2 N) en proporcion
55:45.

Consideramos emplear metanol con &acido acético al 2%, para utilizar un acido menos

fuerte y una mayor cantidad de solucién acuosal®ase: - col.2000]

Al ensayar la fase movil compuesta por Metanol:HAc 2% en proporcion 45:55, se observa
un pico de rutina a 7,104 min con mejor simetria que en el ensayo anterior (Figura X$),
por lo que consideramos que estas condiciones cromatografias son mas adecuadas y son

las empleadas para la técnica analitica que se valida.
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Figura 10: Cromatograma correspondiente a fase moévil Metanol:HAc 2% en proporcion
45:55

Estudio de la linealidad

La representacion grafica de la curva de calibracion de Rutina por el método de CLAE, a

las condiciones establecidas en el estudio previo se muestran en la Figura 11.
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A Abs= a + b. Conc
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Figura 11: Curva de Calibracion para la Rutina por el método CLAE, (FM Metanol:HAc 2%
45:55).

Como se puede observar,existe un comportamiento lineal en el intervalo de
concentraciones estudiado, segun expresa el coeficiente de correlacién (r) con valor

superior a 0,99.

Los valores experimentales que corresponden con las curvas de calibracién Rutina se

muestran en la Figura 12 y la Tabla 1.
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Figura 12: Curva de Calibracion de la Rutina por el método CLAE, (FM Metanol:HAc 2%
45:55).

Tabla 1: Valores experimentales obtenidos para las curvas de calibracion de Rutina por el
método CLAE. Fase movil Metanol:HAc (45:55%)

X Y f=YIX
Conc (ug/mL) ABC (Factor de respuesta)
5 193,8 0.0258
5 183,5 0.0272
8 274,8 0.0291
8 307,7 0.0260
12 422,45 0.0284
12 441,45 0.0272
15 531,00 0.0282
15 549,75 0.0273
18 612,1 0.0294
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18 642,1 0.0280

20 688,9 0.0290

20 701,4 0.0285

La evaluacion de la linealidad incluydé la determinacion del coeficiente de correlacion
lineal, el coeficiente de variacion de los factores de respuesta, la desviacién estandar
relativa de la pendiente, la sensibilidad del calibrado y el intervalo de confianza del

término independiente. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.

Los pardmetros de linealidad calculados cumplen con los criterios de aceptacion
correspondiente, segln se expone en la Tabla 2, lo que indica que esta técnica de
determinacion de Rutina patron, por Cromatografia liquida de alta eficacia es lineal y

sensible para el rango de concentraciones comprendidas entre 5 pg/mL y 20 pg/mL.

Tabla 2: Parametros de la recta de regresion de Rutina. Método CLAE, Fase movil
Metanol:HAc (45:55%)

Pardmetro Valor experimental Criterio de aceptacién
Numero de datos (n) 12 -

Intervalo de linealidad (ug/mL) 5-20 -

Coeficiente de correlacion (r) 0,9990 r>0,99

Pendiente (b) 33,84 -

Desviacién estandar relativa de

. 1,54 Shbye < 2,00 %
pendiente (Sb,. (%)). rel °
Ordenada en el origen (a) 22,51 -

Intervalo de confianza de a 18,72< a <26,30 gue contenga el cero
Coeficiente de variacién de los factor
4,20 CVi<5%
respuesta (CV; (%)).
Test estadistico de b
65,09 texp = 0,519

(t ap- 10, p=0,05)
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Curval

Limites de confianza de la pendiente: 33,13 < b < 33,51

Limites de confianza del intercepto: 18,81 < a < 22,53

Ecuacién de la Curva 2: Abs = 20,67 + 33,32-Conc

Curva 2

Limites de confianza de la pendiente: 34,03 < b < 34,67

Limites de confianza del intercepto: 21,18 <a < 27,53

Ecuacién de la Curva 2: Abs = 24,35+ 34,35-Conc

Estudios de la Precision:

a. Repetibilidad.

Se cuantificé que la concentracion media (X ) de Rutina presente en las 6 muestras es

igual 10,12 pg/mL con una desviacion estandar igual a 0,031.

Analizando los resultados anteriores puede apreciarse que el valor del coeficiente de

variacion (CV= 0,51 %) es menor que el valor maximo aceptado para este tipo de estudio

(CV < 1.5%.), comprobéandose de esta forma que el método analitico es RepetibleVRACHEM

G, 1998; NORMA CUBANA.,2007]

b. Reproducibilidad.

Para la determinacion de este parametro se utilizaron los datos obtenidos anteriormente
comparados con los obtenidos por otro analista un dia despues, que se muestran en la
Tabla 3.

Tabla 3: Parametros del ensayo de reproducibilidad para la Rutina. Método CLAE, Fase
movil Metanol:HAc (45:55%)

Parametros Analista 1 Analista 2
Media (ug/mL) 10,15 10,11
NUmero de muestras 6 6
Desviacién estandar 0,031 0,064
Coeficiente de variaciéon 0,51 0,36
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Posteriormente, se analizé la influencia de diferentes factores (dia y analista) sobre la

reproducibilidad del método, obteniéndose que la media (X ) de los datos fue 10,09
pug/mL, con una desviacion estandar (SD) igual a 0,119 y un coeficiente de variacion
(CVv) igual a 0,445 que cumple con los criterios de aceptacién (CV <3%). Por ello
consideramos que el método es Reproducible [WRACHEM. G. 1998; NORMA CUBANA. 2007]
Ademas, para esta técnica se tuvieron en cuenta los criterios aportados por la prueba de
significacion de Fischer (F), y la prueba de significacion de student (t).
- Prueba de significacion de F:
Fexp = 0,2259; Fiap = 5,05 (5,5;0,05) se cumple el criterio de aceptacion donde Fey, <
Fun por lo que no existen diferencias significativas entre las desviaciones estandar

obtenidas por los analistas
- Prueba de significacién de t:

texp = -3,22 Y tiabqo; 0,05) =2,228 se cumple el criterio de aceptacion donde teyp < tiap pOr lo

gue no existen diferencias significativas entre las medias obtenidas por los analistas.

Los resultados demuestran que la técnica analitica es Precisa.

Estudio de la Exactitud.
Después de evaluar estadisticamente los resultados de las réplicas realizadas se obtuvo:

Segun la ecuacion 26, que define los limites de exactitud:
C, = 15,04 pg/mL.

écert = 14,925 l..lg/ml_

Cix _ C_:CGI't

C
100 , entonces X = —*%100 , por lo que X = 99,17 %.

CX

Si

Este valor se encuentra dentro del intervalo 97 — 103 % reportado para este parametro.
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Determinacién de los limites de deteccidn y cuantificacion:

Los limites de deteccion y cuantificacion de Rutina por CLAE bajo las condiciones especificadas

son:

Limite de deteccion: LOD = X +3SD

0,9065 pg/mL

Limite de cuantificacion: LOQ = X +5SD

1,0220 pgmL

Técnica de cuantificacion de Rutina en orina humana:

Las muestras de Rutina se preparan a 3 niveles de concentracion empleando orina

humana de un sujeto sano, tal y como se describen en el epigrafe 2.1 del capitulo

Materiales y métodos. Después de un proceso de agitacion se filtran las muestras y se

inyectan al cromatdgrafo liquido y se analizan bajo las condiciones cromatogréficas

establecidas previamente.

En la Figura 14 A aparece el cromatograma obtenido para una de las muestras de Rutina

en orina humana. Si se compara con el cromatograma correspondiente a la orina humana

sin contaminar Figura 14 B, se observa que al tiempo de retencién de la Rutina aparece

un pico que, aunque cuantificable, se corresponde con una concentracion inferior a la

tedrica. Ademas, aparece de un segundo pico de identidad desconocida a tiempo de

retencion superior.
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Figura 14 Cromatograma correspondiente las muestras de orina. Método CLAE fase mdvil
Metanol:HAc 2% (45:55). A: Orina contaminada con Rutina (concentracion 5 pg/mL), B:

Orina sin contaminatr.

Al cuantificar la Rutina en las muestras de orina contaminada encontramos que la
concentracién calculada no se corresponde con la concentracion tedrica de 10, 12 y 15
ug/mL, (Figura 15). Es conocido que el enlace glicosidico de los flavonoides puede ser

hidrolizado en condiciones de pH y la susceptibilidad al metabolismo en medios
biolégiCOS.[Martl’nez—FIérez, S. y col.2002; Martinez-Valverde, I. y col.,2000, Fennet, D.R.,2003; Miao-Ying, L y col., 2003, Carrasco

Jiménez, M.S., 2002; Doménech, J., 19971 'nor |0 que este pico puede corresponder a un metabolito o

producto de degradacion del principio activo.
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Figura 15: Cuantificacion de las muestras de orina humana con adicion de Rutina.
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Orina Tebrica

El objetivo de analizar estas muestras es valorar el desempefio del método en el analisis
de muestras de Rutina para estudios farmacocinéticos y Biofarmacéuticos, lo cual se

consigue.
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1. La técnica analitica de cuantificacion de Rutina por cromatografia liquida de alta eficacia es

lineal, sensible y precisa.

2. La técnica de Rutina por cromatografia liquida de alta eficacia ofrece la posibilidad de

continuar el trabajo analitico para estudios farmacocinéticos y biofarmacéuticos.
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— Continuar los estudios analiticos para la cuantificacion de Rutina por cromatografia
liguida de alta eficacia con vistas a desarrollar estudios farmacocinéticos y

biofarmacéuticos.
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Espectro Ultravioleta-Visible de Rutina y Quercetina.
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