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Evaluacién fisicoquimica de nuevos compuestos con actividad antineoplasica
(Casiopeina ligly y Casiopeina llI-i)

1.1 INTRODUCCION.

Debido a que en la actualidad el disefio y sintesis de nuevos farmacos es de gran
importancia para el tratamiento del cancer, un grupo multidisciplinario de investigadores de
la UNAM bajo la direccion de la Dra. Lena Ruiz Azuara han trabajado con una serie de
compuestos que tienen actividad antineoplasica denominados Casiopeinas.

Las Casiopeinas son compuestos de coordinacion sintetizados a partir de una base
organica y un metal, con propiedades anticancerigenas y citotéxicas, la familia de las
Casiopeinas contiene cobre (ll) como metal, y en la esfera de coordinacion tienen dos
ligantes bidentados, uno de ellos es una diimina (N-N) y el otro puede ser un aminoacidato
(N-O) o donador (O-0), cuya férmula general es [Cu(NN)(ON)JNO3z 6 [Cu(NN)(OQO)]NOs.

Actualmente se han sintetizado mas de 100 compuestos, los cuales se han agrupado en
subfamilias: Casiopeina |, Casiopeina Il, Casiopeina Ill, Casiopeina VIIl. Los compuestos
se encuentran patentados y estan plenamente caracterizados por andlisis elemental IR,
UV-VIS (en varios casos), conductividad, momento magnético, y estructuras de rayos X
cuando se han obtenido cristales.

La Casiopeina ligly nitrato de acua 4,7-dimetil- 1,10- fenantrolina, glicina, cobre (ll), se
ha desarrollado especificamente como un farmaco anticancerigeno que actia contra
células Hela, células tipo Calo, murinas de leucemia L1210, contra los tipos de cancer
S180, B16 y LW1; es potencialmente citotoxico e induce apoptosis.

La Casiopeina lll-i* ((Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina) (acetilacetonato)) (NO3) se

encuentra en etapa preclinica con alto potencial antineoplasico en lineas de carcinoma
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En la presente tesis se realizara un estudio para obtener un control de calidad del
principio activo como materia prima, para que cumpla los estdndares que marca la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), como principio activo de una
forma farmacéutica, estos estandares se refieren a Identidad, Pureza y Concentracion del
compuesto en estudio. (Casiopeina ligly, Casiopeina Ill-i ).

Se realizé la descripcion fisica de estos compuestos con actividad antineoplasica,
también se realizaron las pruebas reolégicas que pueden ayudar como propuesta al
proceso tecnolégico farmacéutico en diferentes lotes de sintesis: Densidad real, densidad
aparente, velocidad de flujo y tamafio de particula.

El analisis realizado a estas sustancias implicd ensayos de identidad con las siguientes
técnicas instrumentales: Espectroscopia UV-VIS, Espectroscopia de Infrarrojo, Analisis
Térmico Diferencial (DTA), Calorimetria Diferencial de barrido(DSC) y Termo gravimetria
(TG), finalmente se realiz6 la Validacion del método analitico por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion ( CLAR ) para la Casiopeina ligly y Casiopeina lll-i.

*Actualmente el compuesto se nombra Casiopeina Il i-a.

e



ANTECEDENTES

[



2. ANTECEDENTES

2.1 Casiopeinas

Debido a que el cancer es un problema de salud muy importante y que la quimioterapia
es uno de los tratamientos que se utilizan para aliviar esta enfermedad, cada vez es mas
necesario encontrar farmacos que actlen de manera selectiva sobre las células
cancerosas.

El tratamiento de los tumores cancerosos puede ser desarrollado por cirugia,
radioterapia, inmunoterapia, crioterapia y quimioterapia, y sus combinaciones,
dependiendo del tipo de cancer, la distribucidn y el estado del paciente. La cirugia es la
mas confiable y rapida de todas las terapias, pero Gnicamente es efectiva contra tumores
s6lidos localizados, y presenta el riesgo de recurrencia debido al origen del mal que puede
ser en otro sitio del cuerpo (metastasis), o que el tumor no fue completamente extirpado.
Por ello, el método usado cominmente es la quimioterapia combinada con la cirugia y la
radioterapia.'’

La resistencia a los farmacos es el principal obstaculo para la quimioterapia, algunos
tumores (por ejemplo, cancer de pulmén y colon) se han reportado que son resistentes a
los agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, cis-platino, mostazas, ciclofosfamida).*°

La mayor parte de los agentes antineoplasicos actuan especificamente sobre procesos

como la sintesis de ADN, la transcripcién o la funcion del huso mitético y por ende se les
considera especificos del ciclo celular.*"?
Rosenberg descubridé la aplicacion del primer quimioterapéutico metalico, cis-
diaminodicloro platino (Il) (cis-platino), el cual permanece a la fecha como uno de los
farmacos anticancerigenos mas exitoso. Este compuesto habia sido sintetizado desde
finales del siglo XIX.

El cis-platino es efectivo contra los tumores testicular, ovarico, cabeza, cuello y vesicula,

prolongando la supervivencia y en la mayoria de los casos la remocion. * Sin embargo, el
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cis-platino presenta serios efectos adversos, donde los mas importantes son:
nefrotoxicidad, ototoxicidad, mielotoxicidad, neuropatia periférica, nausea y vomito.

La hidratacion de los pacientes por infusién de solucién salina y diuréticos permite el uso
de altas dosis sin dafar los rifiones.* Por las razones anteriormente descritas la razén se
basa en el deseo de encontrar compuestos con las siguientes caracteristicas:

a) Ausencia de resistencia cruzada al cis-platino.

b) Un espectro mas amplio de actividad, particularmente en areas clinicas donde el
cis-platino no ha demostrado efectos terapéuticos significativos.

c) Mayor efectividad clinica antitumoral.

d) Disminucién de efectos eméticos y renales.

e) Sinergismo en terapias combinadas.

2.1.1 Disefio, sintesis y caracterizacion.

Dentro de las nuevas moléculas con actividad citostatica y antineoplasica se tiene a las
Casiopeinas. La familia de las Casiopeinas contiene cobre (Il) como metal, y en la esfera
de coordinacién tienen dos ligantes bidentados, uno de ellos es una diimina (N-N) y el otro
puede ser un aminoacidato (N-O) o donador (0O-O), cuya formula general es
[Cu(NN)(ON)INO3 o [Cu(NN)(OO)INO3.* Para la obtencién de estos complejos se ha
considerado que el metal presenta una toxicidad relativamente baja y que su estado de
oxidacién sea similar al de los metales que se encuentran en los fluidos biologicos. Por
otro lado, los ligantes deben tener la capacidad de formar quelatos y cierto grado de
hidrofilicidad e hidrofobicidad. Segun estas caracteristicas seran las propiedades de los
compuestos en términos de solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de transporte
a través de membranas y estabilidad; ya que se pretende entre otras posibilidades que el
mecanismo de actividad sea por interaccién con el ADN.Z 3537

Como un posible modo de actividad quimica, los metales pueden participar en
reacciones biologicas del tipo redox (hierro y cobre)?, recibiendo la sustitucién de ligandos
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con moléculas biolégicas (cis-platino)?'formando estructuras especificas alrededor del
centro metalico, con reactividad especifica.'® Otros tienen is6topos radiactivos, los cuales
pueden utilizarse para la caracterizacion de tumores o para inmunoterapia (yodo unido a
un anticuerpo).’

Una mejor comprension de las interacciones entre un metal o un complejo metalico con
moléculas biolégicas ayudaria para el disefio de complejos metalicos mas especificos y
efectivos para la terapia del cancer.'

Se han sintetizado y evaluado numerosos complejos de platino de coordinacién de otros
metales tales como bismuto, germanio (IV), iridio, molibdeno, paladio, titanio (IV), rutenio
(1), rodio (1, 11 y lil), oro (1), vanadio y cobre (Il). De estos los que parecen tener una
actividad significante y asi utilizarlos en pruebas clinicas, son el spirogermanio, nitrato de
galio, rutenio (lll) indazol, cis-dietoxibis(1-fenilbutano-1,3-dionato) titanio (IV) (budotitano),
y titanoceno de dicloruro. 3232425

Los complejos metdlicos varian ampliamente en su actividad biolégica y sus
mecanismos de accion dependiendo de su estructura quimica, ligantes, resistencia y
estabilidad, forma metalica y configuracion. Muchos de ellos son complejos de
coordinacién con una estructura cuadrada plana, en donde el metal forma el centro de la
molécula.?* Asi el ligante también puede determinar el modo de accién dependiendo de
sus propiedades de enlace.

Algunos de estos complejos metalicos se han evaluado en tumores y células cancerosas,
en espera de pruebas clinicas.

De acuerdo a estudios realizados con cis-platino se ha encontrado que los compuestos
de coordinacién que cumplan con los siguientes postulados tienen potencial

antineoplasico:

» Deben intercambiar rapidamente sélo algunos de sus ligantes en reacciones con
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» Son necesarios dos ligantes cis monodentados (o uno bidentado) como grupo
saliente. Los isémeros frans son inactivos.

» Las velocidades de intercambio de estos ligantes se encuentran en un intervalo
especifico de labilidad.

» Los ligantes no intercambiables en las moléculas deben estar fuertemente
enlazados.

Las Casiopeinas han demostrado cumplir con estos postulados, a excepcion del
postulado b, ademas de tener un buen efecto antineoplasico lento en las pruebas in Vitro
como in vivo que exige el panel de cernimiento sugerido por el National Cancer Institute
(NCI). Dentro de las pruebas se tiene el uso de lineas tumorales murinas transplantables
en cepas singénicas, determinacion de dosis letal 50 (DLso) .>'>'

Algunas Casiopeinas han demostrado generar especies reactivas de oxigeno (ERO),
ademas los compuestos de cobre estan relacionadas con la reacciéon de Fenton en la cual
se puede generar el radical hidroxilo.

Actualmente se han sintetizado mas de 100 compuestos, los cuales se han agrupado
en subfamilias: Casiopeina |, Casiopeina I, Casiopeina Ill, Casiopeina VIIl. Estas
subfamilias de Casiopeinas son toxicas para bacterias y han demostrado ser activas

2128 v tumores

contra algunas lineas celulares tumorales in Vitro (L1210 y Calo)
implantados en raton (sarcoma S180, melanoma melanético B16, tumor de Lewis, LW-1, y

leucemia linfoide L1210.%
Los compuestos se encuentran patentados™ y estan plenamente caracterizados por

andlisis elemental IR, UV-VIS (en varios casos), conductividad, momento magnético, y

estructuras de rayos X cuando se han obtenido cristales.
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2.1.2 Casiopeina ligly.

La casiopeina ligly nitrato de acua 4,7-dimetil- 1,10- fenantrolina, glicina, cobre (II) (PM.:
423.5 g/mol; pka: 5.4) ha mostrado actividad antineoplasica y una toxicidad menor hacia
las células sanas que el cis-platino; se ha desarrollado especificamente como un farmaco
anticancerigeno que actda contra células Hela, células tipo Calo, murinas de leucemia
L1210, contra los tipos de cancer S180, B16 y LW1; es potencialmente citotoxico e induce
apoptosis.

o]

Figura. 1 Estructura de la Casiopeina ligly. [Acua (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)
(glicina) Cu (Il)] NO;

Lo que actualmente se sabe acerca de la Casiopeina ligly es:

1. Soluble en agua, etanol y metanol.

2. Estable en soluciones fisiologicas.

3. Por ser una molécula plana interaccion con el ADN.

4. DL50 por administracion intravenosa en raton es de 15.85 mg/Kg.
5. DL50 por administracion intraperitoneal en raton es 16.7 mg/Kg.
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6. El efecto mas serio in vivo de la casiopeina llgly es la hemolisis de glébulos rojos, la
cual se debe a la toxicidad del cobre.®

7. La casiopeina ligly reduce la expresién de metalotioneina, la cual es uno de los medios
conocidos usados por las células cancerosas resistentes para eliminar a los farmacos
anticancerigenos basados en metales.?

8. También se une al ADN y aunque esto no es tnico, lo novedoso de su actividad puede
deberse a que reacciona con agentes reductores y rompe la molécula de doble hélice en
lugar de inhibir la replicacion por cambios estructurales sobre la molécula del ADN o
aumentando la reparacion del ADN %7323

9. Elmayor efecto adverso in vivo producido después del tratamiento con casiopeina ligly
(dosis de 5 mg/Kg.) es la hemdlisis aguda.®

10. Los eritrocitos son células muy susceptibles al ataque del cobre debido a su contenido
de oxigeno y la oxidacion de la hemoglobina, los que pueden beneficiar a la
lipoperoxidacion y la hemolisis.?®

2.1.3 Casiopeina llI-i.

La Casiopeina lll-i ((Cu(4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina) (acetilacetonato)) (NO3)(PM: 426.92
g/mol; pka: 8.25) ha mostrado actividad antineoplasica y una toxicidad menor hacia las
células sanas que el cis-platino, se encuentra en etapa preclinica con alto potencial

antineoplasico en lineas de carcinoma cérvico-uterino (SiHa y Hela).
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- NO;

Figura.2 Estructura de la Casiopeina lll-i. ((Cu(4,4'-dimetil-2,2-bipiridina)
(acetilacetonato)) (NO3)

La Casiopeina lll-i se muestra en la figura.2 presenta un ligante bidentado donador de
oxigenos y un ligante bidentado donador de nitrégenos, tiene una geometria cuadrado

plana.

»

Lo que actualmente se sabe acerca de la Casiopeina lll-i es:

Soluble en agua y metanol.

> Estable en soluciones fisiologicas.

Y V V V Vv ¥ Y

Y

v

Su toxicidad al parecer se debe por el donador N-N y los compuestos que poseen
acetilacetonato como segundo ligante.

Tiene una DLsg de 14.6 mg/Kg. por via intraperitoneal en ratones.

Por ser una molécula plana interacciona con el ADN.

Constante de eliminacién (Ke) de 0.012 min™;

Tiempo de vida media (t;;2) de 64.13 min.

Tiempo de vida de residencia (TMR) de 73.56 min.

Volumen de distribucién aparente de 44.8 mL

Depuracion (Cl) de 4.41 mL/min.

Un area bajo la curva (ABC) de 18538.41 pg/mL, min.
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2.2 Pruebas fisicoquimicas para control farmacéutico.

El control de calidad de un producto farmacéutico, es cotidiano, para lo cual debe de
contar con especificaciones detalladas, asi como los métodos adecuados para su
evaluacion, las especificaciones comprenden los criterios y los limites de aceptacion 6
rechazo. Dentro del control de calidad para materias primas se evalian una serie de
parametros fisicoquimicos no farmacopeicos como son: El tamafio de particula, la
densidad aparente y real, y la velocidad de flujo. Las diferentes farmacopeas especifican
los controles adecuados para materias primas que se utilizan para la elaboracion de
medicamentos.

2.2.1 Tamanio de particula.

El tamafio de particula de las sustancias medicamentosas, o su superficie, es
un factor decisivo para la serie total de sus cualidades, esto es valido para las sustancias
que se encuentran en forma de polvo, como para aquellas que han sido elaboradas en
formas farmacéuticas (tabletas, granulados, pomadas, supositorios, emulsiones), pueden
citarse, como ejemplo, la capacidad de adsorcion, conductibilidad de calor, capacidad
para incorporar liquidos, adherencia a la superficie de sdlidos extrafios y capacidad de
goteo, se han presentado también aspectos biofarmacéuticos del tamafo de particula en
formas farmacéuticas (por ejemplo, modificacion de la velocidad de disolucién de
medicamentos poco solubles por el tamafio de particula y su repercusion consiguiente en
la administracién y absorcién de medicamentos.*

En la realizacion de ensayos microscépicos el tamaro de particula es empleado para
enumerar amorfos, semiliquidos u otra forma morfolégica de distintos materiales. En
muchos casos, las monografias individuales especifican solamente el ensayo de
microscopia, las pruebas descritas son pruebas fisicas que funcionan para el objetivo de
enumerar y subdividir particulas extrafias conteniendo rangos especificos de tamao.*
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Las particulas que se encuentran en la materia, contienen movimientos al azar de
diferente origen, sustancias extrafias, otras contienen burbujas de gas disuelto, estas no
pueden ser cuantificadas por analisis quimico debido a que una pequefa cantidad de
material contiene una composiciéon heterogénea por estos motivos se emplea la

determinacién del tamafio de particula.*

2.2.2 Densidad Real
Se define como la relacién entre la masa de un objeto, determinada en un vacio o referida
a el, y el volumen de ese objeto a una temperatura especifica.

2.2.3 Densidad Aparente

Difiere de la densidad real (absoluta), sélo en el hecho de que la masa del objeto se
determina en el aire y que influye en ella el efecto de flotacion del aire sobre el objeto que
se pesara y sobre las masas (pesos) estandares usados para la comparacion, si el objeto
y las masas son del mismo material o tienen la misma densidad no habra diferencia en el
efecto de flotacion, y la densidad aparente seré igual a la absoluta.®’

2.2.4 Velocidad de Flujo

Esta determinacion se realiza para saber si una sustancia tiene un flujo adecuado para la
elaboracién de medicamentos. Cuando se tienen velocidades de flujo bajas, se observa
que los materiales se adhieren a los instrumentos de medicion, de elaboracion de

medicamentos, lo que presenta un problema en la manufactura de formas farmacéuticas.

2.3 Espectroscopia ultravioleta-visible

Las sustancias que tienen grupos cromdforos presentan en general absorcion de
radiacion en las zonas ultravioleta o visible (ambas), la intensidad de absorcion en funcién
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de la longitud de onda puede representarse mediante dos tipos de grafico:




1.- Trazando valores de transmitancia frente a las longitudes de onda.

2.-Trazando las absorbancias de la muestra frente a las longitudes de onda.

Esta ultima ofrece la ventaja de que existe relacién lineal entre concentraciones y
absorbancias para cualquier longitud de onda.*?

Los espectros en el ultravioleta destinados a analisis cualitativo se obtienen la mayoria
de las veces con soluciones diluidas del analito.

Las caracteristicas mas importantes de los métodos espectrofotométricos son: Amplia
aplicabilidad, elevada sensibilidad, selectividad de moderada a alta, Exactitud, facilidad y
comodidad. *

2.3.1 Aplicaciones de la espectrofotometria uv-visible

» La espectroscopia molecular de absorcién uv-visible se emplea primariamente en
andlisis cuantitativo y es probablemente el procedimiento mas usado en los
laboratorios quimicos y clinicos del mundo.

» Permite la identificacion de una sustancia por medio de un barrido espectral
localizando maximos de absorcién, y por comparacion con un patrén previamente
establecido.

» Se utiliza en analisis sistematicos de control de calidad, para comprobar que la
sustancia 6 preparado esta conforme con un patron previamente establecido.

» Puede usarse para la asignacion de estructuras de compuestos organicos, en
combinacion con otras técnicas espectroscopicas.

> Determinacion de constantes de disociacion de sustancia ionizables.

> Conviene citar el control de purificacion de sustancias que, no presentando
absorcion en estas regiones espectrales, contienen impurezas con bandas de
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2.4 Espectroscopia infrarroja.

La espectroscopia infrarroja implica movimientos de torsion, flexion, rotacién y vibracion
de los atomos de una molécula, la multiplicidad de las vibraciones que ocurren en forma
simultanea produce un espectro de absorcion altamente complejo, que dependen de las
caracteristicas de los grupos funcionales constitutivos de la molécula, asi como de la
configuracion total de los atomos.?

La regién infrarroja del espectro electromagnético se extiende desde el extremo rojo al
final del espectro visible hasta las microondas, es decir esta regién incluye radiaciones de
longitudes de onda entre 0.7 y 500 micrémetros 6 en nimeros de onda entre 14000 cm-1 y

20 cm-1.

La region infrarroja se divide en tres zonas:
» Infrarrojo cercano 12500- 4000cm-1
» Infrarrojo medio 4000-200cm-1
» Infrarrojo lejano 200-10 cm-1
Cuando una molécula grande contiene un sistema de tres atomos es posible que existan
vibraciones que implican movimientos de atomos que salen del eje del enlace, se pueden
considerar 4 tipos: movimientos de deformacion o tijereteo, balanceo 6 fiexion plana,

oscilacién 6 flexion espacial, y torsion.?

MANEJO DE LA MUESTRA: Las muestras sdlidas que son las mas frecuentemente
utilizadas en el area farmacéutica se pueden medir en solucién, en suspensién o en
pastilla. Las muestras que son liquidas a temperatura ambiente se examinan en su forma
pura 6 en soluciones, se deben escoger valores de concentracion y una longitud de
trayecto optico de tal manera que la transmitancia quede entre 15 y 70%, para soluciones

lo mas practico es usar concentraciones de 10% y longitudes de celda de 0.1mm.
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2.4.1 Aplicaciones de la espectroscopia infrarroja

» El interés de la espectroscopia IR radica fundamentalmente en sus aplicaciones de
tipo cualitativo, esta caracteristica se utiliza ampliamente en control de calidad
como método de identificacion de las materias primas utilizadas en farmacia,
comprobando el espectro de absorcion IR. de las muestras con el espectro de sus
respectivos patrones.

> Tiene gran interés en el campo de la investigaciéon, conjuntamente con otras
técnicas espectroscopicas, como método de asignaciéon de estructuras en nuevos
compuestos de sintesis organica.

2.5 Andlisis térmico."’
El conjunto de técnicas que determinan cualquier cambio de propiedades fisicas de una
sustancia, en funcién de la temperatura, dicha sustancia esta sujeta a un programa de

temperatura controlada.
2.5.1 Reseda histérica del anélisis térmico %

Le Chatelier realizé los primeros estudios termo analiticos, pero no es sino hasta 1950
cuando empiezan a aparecer en el mercado instrumentos construidos con un caracter
distinto, los cuales proporcionan una normalizacién y comparacion de resultados. En 1960,
empiezan a aparecer excelentes publicaciones que examinan la influencia de los factores
experimentales y los resultados termo analiticos.

En 1965, se forma la Confederacion Internacional de Analisis Térmico (ICTA), la cual
establece reglas basicas fundamentales en técnicas termo analiticas.
De acuerdo con las normas establecidas por el ICTA, (1999), se muestran las siguientes

definiciones oficiales:
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2.5.2 Anélisis Térmico Diferencial ( Differential Thermal Anélisis: DTA)."’
Determina la diferencia de temperatura de una sustancia y un material de referencia

térmicamente inerte en funcion de la temperatura, las cuales estan sujetas a un programa

controlado de temperatura.

2.5.3 Calorimetria Diferencial de Barrido (Differential Scanning Calorimetry: DSC).*'
Mide la diferencia de flujo de calor (energia) recibida por una sustancia con respecto a
una referencia en funcién de la temperatura, las cuales estan sujetas a un programa

controlado de temperatura.

2.5.4 Termo gravimetria (Thermogravimetry: TG)*'
Esta técnica determina el cambio de masa de una sustancia en funcion de la

temperatura, a una velocidad de calentamiento constante.

2.5.5 Termogravimeria Derivativa (Derivative Thermogravimetry: DTG)*’
Esta técnica determina la primera derivada de la curva termogravimétrica con respecto a

la temperatura o al tiempo.

2.5.6 Aplicaciones generales del analisis térmico'’
La informacién que nos puede proporcionar el andlisis térmico para uso y aplicacién
dentro de la industria farmacéutica son las siguientes:
» Pruebas de identidad, compatibilidad y pureza de materias primas, principios
activos y compuestos organicos para la elaboracién de medicamentos.
» Determinacion de calores de transicion, de reaccion, de cambio de fases y
elaboracion de diagramas de fase.
» Caracterizacion de materiales por determinacion de punto de ebullicion, punto de
fusion, sublimacion y pérdida de masa.

» Cinéticas de descomposicion, Isomerizacion y caracterizacion de polimeros.
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» En material biolégico, interacciones en reacciones antigeno-anticuerpo, farmaco-
receptor, estudios de compatibilidad de productos. "’

> Dentro de la manufacturacion de productos farmacéuticos: en la seleccion de la
forma de la sal 6 cristal, forma del polimorfo, el control de la sustancia del farmaco y
de los excipientes utilizados.™

> En la determinacion de formas amorfas, ya que el estado amorfo produce una
rapida cristalizacion, disolucién, precipitacion, pérdida por secado, lo cual influye en
la manufactura de los medicamentos.

» En procesos de Optimizacion de farmacos y formulaciones: Control de procesos,
granulacién, micro esferas y recubrimientos de medicamentos.

> En productos farmacéuticos: Control de procesos, granulacion, mezclado,
tableteado, amasado y disolucién de formas farmacéuticas.

> Interaccion de agua en geles, cremas y polimeros.

» Las técnicas de Analisis Térmico sirven como base para la determinacion de datos
(termodinamicos) de polimorfos, solvatos y formas amorfas los cuales pueden
marcar un paso limitante en la manufactura, condiciones de almacenamiento y
transporte de materiales distribuidos en la medicina de patente."’

2.6 Cromatografia.
Es una técnica que permite identificar, separar y cuantificar los componentes de una

mezcla de compuestos, la separacion se basa en la distribucion del soluto entre dos fases,
llamadas fase estacionaria y fase movil. Si a este sistema se le introduce una mezcla de
sustancias solubles en la fase estacionaria, estas avanzaran por la misma empujadas por
la fase movil, si las sustancias que componen la mezcla interaccionan en distinta magnitud
con la fase estacionaria, estas avanzaran por el sistema con distinta velocidad,
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La gran importancia que estos métodos han cobrado en la actualidad proviene
fundamentalmente de su velocidad, su gran poder de resolucion, su versatilidad y la
posibilidad de poder trabajar con cantidades muy pequefas de material.

2.6.1 Cromatografia de liquidos de alta resolucién ( CLAR ).

Esta técnica consiste en hacer pasar una fase movil liquida constituida por un disolvente
adecuado, que arrastra previamente a la muestra (sdlida o liquida) a una presion mas
elevada a través de una columna que contiene la fase estacionaria.

El equipo de HPLC esta constituido por los siguientes médulos:
1. BOMBA: La bomba extrae el disolvente del reservorio y debe tener la capacidad de
entregar un flujo y presiéon constante de fase movil a la columna.
2. INYECTORES: Generalmente se emplean inyectores automaticos.
3. COLUMNA: Se clasifica de acuerdo a la constitucion y caracteristicas de relleno.
4. SISTEMA DE DETECCION: El detector genera una seiial eléctrica continua que es
amplificada y registrada por un integrador electrénico dando como resultado la

respuesta gréfica (cromato grama).

BOMBA

y

SISTEMA »| COLUMNA p | SISTEMA DE
INYECTOR DETECCION

Fig. 3 Esquema del sistema cromatografico

2.7 Validaciéon de métodos analiticos.

La validacién de un método analitico se define como el proceso por el cual se establece
mediante estudios de laboratorio, que las caracteristicas de capacidad del método cumple
con los requerimientos de calidad para las aplicaciones analiticas deseadas, es decir
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La validacion proporciona evidencia documentada de que los resultados obtenidos por
medio del método son confiables, dentro de este proceso estan comprendidas una serie
de pruebas sistematicas que permiten evaluar la confiabilidad en las mediciones
analiticas, los parametros a determinar en la validacion de un método analitico son los que
se describen a continuacion:

Especificidad.- Es la capacidad que tiene un método analitico para que la respuesta
obtenida proceda unicamente del farmaco de interés y no de otros componentes que estén
presentes en la muestra de estudio como productos de degradacion, se realiza de acuerdo
a la aplicacién que vaya a tener el método analitico.’

Linealidad.- Es la capacidad que tiene un método analitico para asegurar que los
resultados analiticos obtenidos directamente, o bien mediante una transformacion
matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion de la sustancia de

interés dentro de un intervalo. ®

Precision.- Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales, cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea.®

Repetibilidad. Es el grado de concordancia de los resultados analiticos obtenidos dentro
de una serie de mediciones efectuadas en una misma muestra homogénea realizada por

un solo analista, usando los mismos instrumentos.

Reproducibilidad. Es la concordancia entre los resultados individuales obtenidos con el
mismo método y material de prueba, bajo diferentes condiciones de operacién(analista,
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Exactitud. Es la concordancia que existe entre un valor obtenido experimentalmente y el

valor de referencia.’

Limite de Cuantificacion. Es la minima concentracién en la cual el método analitico es lo
suficientemente preciso y exacto para dar un estimado satisfactorio de una muestra de

concentracién desconocida. ®

Limite de Deteccién.’. Concentracién minima del analito en una muestra, que puede ser

detectada, sin confundirse con el ruido del sistema.
Tolerancia. Es la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y

exactos ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de

trabajo, indicando confiabilidad durante su uso normal. ®
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 OBJETIVOS

% Determinar y evaluar las propiedades fisicoquimicas de los nuevos farmacos
anticancerigenos (Casiopeinas ligly y llI-i ) por medio de las técnicas instrumentales
utilizadas en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, (Espectroscopia UV-
VIS, Espectroscopia de Infrarrojo, Analisis térmico diferencial, Calorimetria diferencial
de barrido, y Termo gravimetria, Cromatografia Liquida de Alta Resolucion ( CLAR ),
para identificar y caracterizar estos compuestos.

< Validar un método analitico por Cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR), para

identificacion de Casiopeina ligly y Casiopeina Ill-i.
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3.2 Pruebas realizadas.

Se estudiaron lotes de las siguientes materias primas: Casiopeina llgly y Casiopeina lll-i.

Las pruebas fisicoquimicas que se realizaron en cada lote de materia prima fueron las

siguientes:

Descripcion de la sustancia de referencia.

<+ Descripcién de la sustancia de referencia: Casiopeina ligly y Casiopeina lll-i.

Pruebas Reolégicas (NO farmacopeicas)
< Densidad aparente

Densidad real

Velocidad de flujo

o

P

Tamario de particula

Ensayos de Identidad

Espectroscopia UV-VISIBLE

% Espectroscopia Infrarrojo

% Andlisis Térmico Diferencial (DTA)
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

-
"

»,

*
o

>
o

% Termo gravimetria (TG)

Validacion del método analitico por CLAR

++ Cromatografia Liquida de Alta Resolucién ( CLAR ).
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3. 2 .1 Materias primas

+ Casiopeina ligly, lote 02MRG3101024f, sintetizada en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México, con certificado de pureza de acuerdo al

analisis elemental.

% Casiopeina lll-i, lote 33MRG050402 , sintetizada en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México, con certificado de pureza de acuerdo al

anadlisis elemental.

Precauciones: Se debe tener cuidado especial al manejarlo ya que es toxico; evitar el
contacto directo con la piel, asi como inhalar el polvo contenido en su envase. Todas las
operaciones relacionadas con el andlisis deben efectuarse en una campana de extraccion
restringiendo el acceso a personal ajeno. Los guantes y mascarillas utilizados al realizar
las pruebas deben incinerarse igual que los desechos del andlisis. (Segun Cis-platino,

FEUM Séptima Edicion)

3.3 Pruebas reolégicas (no farmacopeicas)

3.3.1 Densidad aparente y real

Equipo y Material:

L]

Balanza Analitica SARTORIUS Modelo A 210 P, No de Serie 40040065
Cronémetro

Pinza con tres dedos con nuez para soporte

Probeta graduada de 25 mL

Soporte Universal

Estas pruebas se realizaron de la siguiente manera:
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Densidad Aparente.
A.- Pesar 3 gramos de principio activo (polvo) y depositarlo en una probeta graduada
de 25 mL.
B.- Leer el volumen ocupado por el polvo.
Calculos: Densidad Aparente = Masa (g) / Volumen ocupado por el polvo (mL)

Densidad Real.
A.- Pesar 3 gramos de principio activo (polvo), y depositarlo en una probeta graduada
de 25 mL. En un soporte universal, sujetar la probeta con las pinzas.
B.- Dejar caer la probeta desde una altura de 5 cm, 100 veces.
C.- Leer el volumen ocupado por el polvo.
Caélculos: Densidad Real = Masa (g) / Volumen ocupado por el polvo (mL)

3.3.2 Velocidad de Flujo.
Equipo y Material:
< Balanza Analitica SARTORIUS Modelo A 210 P, No de Serie 40040065
% Cronometro
% Soporte Universal

&

Pinza de tres dedos con nuez para soporte

EX

Embudo de vidrio de tallo corto (1.1 cm de diametro)

L7
L

Vidrio de reloj

L7
b

Espatula de Cromo-Niquel
Procedimiento experimental

A.- En un soporte universal sujetar el embudo con las pinzas de tres dedos, el embudo
debera estar a una distancia de 10 cm ( medidos con regla convencional ), con respecto a
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B.- Pesar 3 gramos del principio activo (polvo), y colocarlo en el embudo.

C.- Medir el tiempo que tarda el polvo en pasar a través del embudo.
Calculos: Velocidad de Flujo Masa (g) / Tiempo (seg)

3.3.3 Tamaiio de particula.

Equipo y Material:

¢ Micrémetro Ocular American Optical company 2mm Div, into units of 0.01mm.
+ Microscopio OLIMPUS BH-2

+ Ocular Micrometrico WILD Heerbrugg 6X

+ Portaobjetos

+ Espatula de Cromo-Niquel

Procedimiento experimental

Calibracién: el microscopio OLIMPUS BH, se calibra con la ayuda de un ocular
micrométrico de 0.01mm en cada uno de los objetivos a utilizar 10X y 60X.

En un portaobjetos se coloca una pequefia cantidad de muestra, la cual se divide en diez
secciones, midiendo en cada seccion diez particulas, (teniendo un total de 100 particulas
medidas para cada uno de los compuestos, para el posterior andlisis estadistico).

Las materias primas (Casiopeina ligly y Casiopeina lll-i), fueron evaluadas en Ila
Facultad de Quimica, en el laboratorio de Inmunologia.

3.4 Espectroscopia UV-Visible.

Equipo y Material:

% Balanza analitica Sartorius, modelo: A210P, No. de serie 40040065.

%+ Espectrofotometro UV/Visible Shimadzu, modelo: UV-1601, No. de serie 62121.
Celdas de Cuarzo de 1cm diametro intemno.

Desionizador Milli-Q Water System, Millipore No. 01395-C, Millipore Corporation.
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< Disolventes: Metanol, agua.

< Espatula de Cromo-Niquel.

% Matraz Aforado de 5y 10 mL.

% Potenciémetro Orion Research, modelo: 301, analogo S/n 46562.
" Probeta graduada de 100 mL.

< Tubos de ensayo.

2

% Vaso de pp. 250 mL
% Vaso de pp. 50 mL

Preparacién de soluciones

Solucién Patrén de casiopeina ligly (1000 pg/mL).

Pesar 0.0050 g de casiopeina ligly, disolver con la solucién Metanol:H;0, 1:1, transferir a
un matraz volumétrico de 5 mL aforar con la solucién de Metanol:H:0O, 1:1. La
concentracion asi obtenida es de 10 pg /mL.

Solucién de Casiopeina ligly (10 pg /mL).
De la solucién Patron de Casiopeina ligly(1000 pg/mL), tomar una alicuota de 50 pL,
transferir a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con una solucién Metanol:H;0,

1:1. La concentracion asi obtenida es de 10 pg/mL.

Solucion de Casiopeina ligly (7 pg /mL).

De la solucién Patron de Casiopeina ligly(1000 pg/mL), tomar una alicuota de 35 pL,
transferir a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con una solucién Metanol:H;0,
1:1. La concentracion asi obtenida es de 7 pg/mL.
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Solucién Patrén de casiopeina Ill-i (1000 pg/mL).
Pesar 0.005 g de casiopeina lll-i, disolver con Hz0, transferir a un matraz volumétrico de 5

mL aforar con H20. La concentracion asi obtenida es de 1000 pg /mL.

Solucién de Casiopeina lll-i (5 pg /mL).
De la solucién Patron de Casiopeina Ill-i(1000 pg/mL), tomar una alicuota de 25 pL,
transferir a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con H2O. La concentracién asi

obtenida es de 5 pg/mL.

Solucién de Casiopeina lll-i (7 ug /mL).
De la solucion Patron de Casiopeina Ill-i (1000 pg/mL), tomar una alicuota de 35 pL,
transferir a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con H;O. La concentracion asi
obtenida es de 7 pg/mL.
Procedimiento experimental

Se prepara una solucion de 10 pg/mL de Casiopeina ( ligly y Ill-i ), la cual se coloca en
una celda de cuarzo que se introduce al espectrofotometro de UV-Visible (previamente
calibrado), se realiza un barrido espectral a lo largo de la regién comprendida entre 190-
400nm, para determinar el o los maximos de absorcién del compuesto. Después de
realizar el barrido espectral se obtiene el pico de deteccidn, deteccion del valle, y el

espectrograma del compuesto analizado por medio de un integrador electroénico.

3.5 Espectroscopia de infrarrojo.

Equipo:
Espectrometro de infrarrojo Perkin Helmer

Las materias primas (Casiopeina ligly y Casiopeina lll-i) fueron enviadas a la Divisién de
Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica, en el laboratorio de Espectroscopia,
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3.6 Andlisis Térmico (Calorimetria Diferencial de Barrido(DSC).

Equipo y Material:

% Balanza Analitica AG 245.

<+ Mettler Toledo DSC 821°, acoplado a un sistema de enfriamiento, con un programa
Star®, el cual incluye un programa de analisis de datos.

% Crisoles de Aluminio con tapa de 40 pL de capacidad, con orificio en el centro.

Estandares:

Indio (In) Punto de fusion 156.6 °C
Zinc (Zn) Punto de fusién 419.5 °C

Calibracién del calorimetro diferencial de barrido

La calibracién del Mettler Toledo DSC se llevé a cabo con estandares de referencia
puros (organicos o inorganicos), usando las mismas condiciones de trabajo en calibracién
y en la muestra que se va a estudiar ( una tasa de calentamiento de 20 °C/min, en
atmdsfera de nitrégeno).

La calibracion se realizé por tres diferentes métodos:
1.- Calibracién por temperatura: Se realiza esta calibracion para asegurar la precision del
equipo, la cual se encuentra reportada en grados centigrados.
2.- Calibracion por flujo de calor: Se lleva a cabo para asegurar la precision en la medicion
de la Entalpia.
3.- Calibracion Tau Lag: Esta calibracion asegura la medicion bajo condiciones variables,

ejemplo: rapidez de calentamiento, tipo de capsula y tipo de gas.

Procedimiento experimental
Los estudios de analisis térmico se realizan en un mismo equipo (Mettler Toledo DSC),
se obtiene una linea base horizontal (sin ruidos), posteriormente se calibra con cada uno
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de los estandares, a una tasa de calentamiento de 20 °C/ min, en atmésfera de nitrégeno,
con un flujo de 10 mL/ min en un intervalo de temperatura de 25 °C a 500 °C, la muestra
se coloca en el porta muestras y se introduce al equipo para realizar el andlisis, se
obtienen los termo gramas por medio de un programa de analisis de datos acoplado al

equipo.
3.6.1 Anaélisis Termogravimétrico (Thermogravimetric Analysis: TG)

3.6.2 Equipo y Material para TG

< Mettler Toledo DSC 821°, acoplado a un sistema de enfriamiento, con un programa
Star®, el cual incluye un programa de andlisis de datos.

< Termo balanza Mettler Toledo Modelo 851°, con enfriador y sistema simultaneo de
DTA, cuenta con un programa STAR®, incluyendo analisis de datos.

< Crisoles de aluminio de 70 pL de capacidad sin tapa.

Estandares:

Indio (In) Punto de fusién 156.6 °C
Zinc (Zn) Punto de fusion 419.5 °C

3.6.3 Condiciones de trabajo

Flujo del disolvente metanol: 10mL/min.
Atmoésfera de Nitrégeno inerte 10 mL/min.
Tamafio de muestra 1.0 mg

Tiempo de analisis: 30 min.
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3.6.4 Calibracién del calorimetro diferencial de barrido ( TG ).

La calibracion del Mettler Toledo DSC se llevé a cabo con estandares de referencia puros
(organicos o inorganicos), dependiendo del tipo de estudio que se vaya a llevar a cabo,
usando las mismas condiciones de trabajo en calibracién y en la muestra que se va a
estudiar, ( una tasa de calentamiento de 20 °C/ min, en atmoésfera de nitrégeno, con un
flujo de 10 mL/ min en un intervalo de temperatura de 25 °C a 500 °C.

La calibracion se realizé por tres diferentes métodos:

1.- Calibracién por temperatura: Se realiza esta calibraciéon para asegurar la precision del
equipo, la cual se encuentra reportada en grados centigrados.

2.- Calibracion por flujo de calor: Se lleva a cabo para asegurar la precision en la medicion
de la Entalpia.

3.- Calibracién Tau Lag: Esta calibracion asegura la mediciéon bajo condiciones variables,

ejemplo: rapidez de calentamiento, tipo de capsula y tipo de gas.
3.6.5 Procedimiento experimental (TG)

Primero se realiza la calibracion de la Termo balanza, una vez calibrada la Termo
balanza se coloca la capsula de alimina sobre el soporte y se tara el peso.
Se coloca la muestra en la capsula con peso aproximado de 5 mg y se procede a calentar
a 20 °C/ min, en atmoésfera de nitrogeno con un flujo de 10 mL/ min en un intervalo de
temperatura ambiental de 25 °C a 500 °C.

Se analizan los datos de la curva de calentamiento, se determina su primera derivada y
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3.7 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

3.7.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CASIOPEINA
ligly Y CASIOPEINA Ill-i EN MATERIA PRIMA

3.7.1.1 Estandares para cuantificacién en HPLC

Casiopeina ligly, lote 152MEB100230, sintetizada en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Autébnoma de México, Departamento de Quimica Inorganica.
Casiopeina Illl-i, lote 33MRG050402 , sintetizada en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México, Departamento de Quimica Inorganica.
Solucién A Cu 4,4 dimetil/metanol(Casiopeina lll-i), sintetizada en la Facultad de Quimica
de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Solucién B Cu acetilacetonato/metanol(Casiopeina lll-i), sintetizada en la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Solucién A Cu 4,7dimetil-1-10-fenantrolina(Casiopeina ligly), sintetizada en la Facultad de
Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Solucion B Cu (glicina)NO3(Casiopeina ligly), sintetizada en la Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México.

Ketorolaco Trometamina, Roche Sintex S.A de C.V estandar de trabajo lote: CC00050001,
ensayo: 100.2%

Furosemida: Lote Wu, estandar de trabajo, potencia:99.24%

3.7.1.2 Reactivos.

Metanol, grado HPLC, Tecnolab, Lote 23584HF

Fosfato monobasico, reactivo Baker, Lote: K15460.
Fosfato dibasico, reactivo Baker, Lote: H05461
Hexansulfonato de Sodio, grado HPLC, Lote: P135-27-2.
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Agua desionizada, grado Millipore, 18 Mega Homs-cm.

Solucion reguladora(biftalato) pH=4 lote VA9001.R.A.J.T Baker
Solucion reguladora(fosfatos) pH=7 lote X04COS.R.A.J.T Baker
Solucién reguladora(borato) pH=10 lote X19C13.R.A.J.T Baker

3.7.1.3 Equipo.

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién Shimadzu:

Auto inyector modelo: SIL 10ADVP, Loop de 50 pL, cat. No. 228-39005-92, No. de serie
C2105360009US.

Balanza analitica Sartorius, modelo: A210P, No. de serie 40040065.

Bafio Maria Imperial Bath, Lab-Line, modelo: 18000, No. de serie 06090-0432.

Bomba isocratica modelo: LC 10 ADVP, cat. No. 228-39000-92, No. de serie
C2096365042US.

Congelador Lab-Line, Frigid-Cab, cat. No. 3552, temperatura -20°C, No. de serie 194-004
Desionizador Milli-Q Water System, Millipore No. 01395-C, Millipore Corporation.

Detector UV/Visible, modelo: SPD 10 AVP, cat. No. 228-393000-92, No. de serie
C2099350103KG.

Espectrofotometro UV/Visible, Shimadzu, modelo: UV-1601, No. de serie 62121.
Potenciémetro Orion Research, modelo: 301, analogo S/n 46562.

Sistema controlador modelo: SCL 10 AVP, cat. No. 228-34350-92, No. de serie
C21013650227US.

Vortex Maxi Mix Il, Thermolyne, modelo: M37615, No. de serie 871990647059.

3.7.1.4. Software.
Shimadzu Class-Vp, version 5.2, Chromatography Laboratory Automated Software
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3.7.1.5. Preparacion de soluciones(Casiopeina ligly).

A. Fase movil Metanol/ H2O/Acetonitrilo (72.5:24:3.5) v/v, pH = 3.0 con acido fosférico.
Filtrar y medir 290 mL de metanol grado HPLC con filtros de membrana de 0.45 pm de
tamario de poro, adicionar 96 mL de agua desionizada, agregar 14 mL de Acetonitrilo,

mezclar y ajustar el pH de la mezcla a 3.0 con acido fosférico.

B. Solucion de Ketorolaco 100 pg/mL, en fase movil (estandar interno).

Pesar 0.0050 g de Ketorolaco (estandar de referencia), disolver con la solucién de
Metanol:H;0, 1:1, transferir a un matraz volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con la misma
solucién de Metanol:H20,1:1, de la solucién anterior (1000 pg/mL), tomar 5mL, transferir a
un matraz volumeétrico de 50 mL, llevar al aforo con una solucion Metanol:H:0O, 1:1. La

concentracion asi obtenida es de 100 pg/mL.

C. Solucién Patrén de casiopeina ligly (1000 pg/mL).
Pesar 0.005 g de casiopeina ligly, disolver con la solucion Metanol:H;O, 1:1, transferir a
un matraz volumétrico de 5 mL aforar con la solucion de Metanol:H,O, 1:1. La

concentracion asi obtenida es de 1000 pg /mL.

D. Curva de calibracion, casiopeina ligly.
De la solucién Patrén de casiopeina ligly (1000 pg/mL), se realizan diluciones tomando las
alicuotas correspondientes para obtener las diferentes concentraciones de la curva de
calibracién (10,30, 50, 70 y 100 ug /mL).
Tomar 50 pL de la solucion de 1000 ug/mL del Patrén de casiopeina ligly, llevar a un
matraz volumétrico de 5 mL, aforar con la solucion Metanol:H2;O, 1:1, para obtener una

concentracion de 10 pg/mL de casiopeina ligly.
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Tomar 150 pL de la solucién de 1000 pg/mL del Patrén de casiopeina ligly, llevar a
un matraz volumeétrico de 5 mL, aforar con la solucion Metanol:H20, 1:1, para obtener una
concentracion de 30 yg/mL de casiopeina ligly.

Tomar 250 pL de la solucion de 1000 pg/mL del Patrén de casiopeina ligly, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con la solucion Metanol:H;0, 1:1, para obtener una
concentracion de 50 pg/mL de casiopeina ligly.

Tomar 350 pL de la solucién de 1000 pug/mL del Patron de casiopeina ligly, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con la soluciéon Metanol:H;0, 1:1, para obtener una
concentracion de 70 pyg/mL de casiopeina ligly.

Tomar 500 pL de la solucién de 1000 pg/mL del Patron de casiopeina ligly, llevar a
un matraz volumeétrico de 5 mL, aforar con la solucion Metanol:H20, 1:1, para obtener una
concentracion de 100 pg/mL de casiopeina ligly.

E. Soluciones para la preparacion de las muestras de control de calidad. (Puntos control).
Concentracion alta (40 pg/mL).

Tomar 200 pL de la soluciéon Patrén de casiopeina ligly, llevar a un matraz volumétrico de
5 mL y aforar con la solucion de Metanol:H.0, 1:1, para obtener una concentracion de 40
Hg/mL.

Concentracion media (60 pg/mL).

Tomar 300 pL de la solucién Patron de casiopeina ligly, llevar a un matraz volumétrico de
5 mL y aforar con la solucion de Metanol:H,0,1:1, para obtener una concentraciéon de 60
pg/mL.

Concentracion baja (90 pg/mL).

Tomar 450 pL de la solucion Patron de casiopeina ligly, llevar a un matraz volumétrico de
5 mL y aforar con la solucién de Metanol:H;0,1:1, para obtener una concentraciéon de 90
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Preparacién de soluciones (Casiopeina lil-i ).

F. Fase movil Metanol/Fosfatos/Hexansulfonato de Sodio v/v, pH =6.9

Filtrar y medir 160 mL de metanol grado HPLC con filtros de membrana de 0.45 pm de
tamano de poro, adicionar 220 mL de Solucion de fosfatos 0.01M, pH = 7.0, agregar 20

mL de Hexansulfonato de Sodio 0.005M, mezclar, el pH de la mezcla es de 6.9

G. Solucién de Hexansulfonato de Sodio 0.005 M
Pesar 0.094 g de Hexansulfonato de Sodio, disolver con agua desionizada, transferir a un

matraz volumétrico de 100 mL, y aforar con agua desionizada.

H. Solucién de Furosemida 5 pg/mL, en fase movil (estandar interno).

Pesar 0.005 g de Furosemida (estandar de referencia), disolver con H.O desionizada,
transferir a un matraz volumétrico de 5§ mL, llevar al aforo con H;O desionizada, de la
solucion anterior(1000 pg/mL), tomar una alicuota de 125 pL, transferir a un matraz
volumétrico de 5 mL, llevar al aforo con H,0O. La concentracién asi obtenida es de 5

ug/mL.

I. Solucién Patrén de casiopeina Ill-i (1000 pg/mL).
Pesar 0.005 g de casiopeina ligly, disolver con H,0, transferir a un matraz volumétrico de
5 mL aforar con H20. La concentracion asi obtenida es de 1000 pg /mL

J. Curva de calibracion, casiopeina lll-i.
De la solucién Patron de casiopeina Ill-i (1000 ug/mL), se realizan diluciones tomando las
alicuotas correspondientes para obtener las diferentes concentraciones de la curva de
calibracién (20, 25,30,35, y 40 pg /mL).
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Tomar 100 pL de la solucion de 1000 ug/mL del Patron de casiopeina lll-i, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con H;O, para obtener una concentracion de 20
pg/mL de casiopeina Ill-i.

Tomar 125 pL de la solucién de 1000 pg/mL del Patron de casiopeina lll-i, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con H;O, para obtener una concentracion de 25
Hg/mL de casiopeina Ill-i.

Tomar 150 pL de la solucién de 1000 pg/mL del Patron de casiopeina lll-i, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con H;O, para obtener una concentracion de 30
Hg/mL de casiopeina Ill-i.

Tomar 175 pL de la solucién de 1000 pug/mL del Patrén de casiopeina lili, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con H,O, para obtener una concentraciéon de 35
Hg/mL de casiopeina lll-i.

Tomar 200 pL de la solucién de 1000 pg/mL del Patron de casiopeina llli, llevar a
un matraz volumétrico de 5 mL, aforar con H;O, para obtener una concentracion de 40

pg/mL de casiopeina Ill-i.

K. Soluciones para la preparacion de las muestras de control de calidad. (Puntos control).
Concentracién alta (22pg/mL).

Tomar 110 pL de la solucién Patrén de casiopeina Ill-i (1000 pug/mL), llevar a un matraz
volumétrico de 5 mL y aforar con H,O, para obtener una concentracién de 22 ug/mL.
Concentraciéon media (28 pg/mL).

Tomar 140 pL de la solucién Patron de casiopeina Ill-i (1000 pg/mL), llevar a un matraz
volumétrico de 5 mL y aforar con H;O, para obtener una concentracioén de 28 pg/mL.
Concentracion baja (38 pg/mL).

Tomar 190 pL de la solucion Patrén de casiopeina Ill-i (1000 pg/mL), llevar a un matraz
volumétrico de 5 mL y aforar con H;O, para obtener una concentracion de 38 ug/mL.
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3.7.1.6. Condiciones Cromatograficas.

Casiopeina ligly.

&

LR R <

<>

o o @

L3

7
"

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion Shimadzu:

Bomba: LC 10 ADVP.

Autoinyector: SIL 10ADVP.

-Detector: UV/Visible SPD 10 AVP.

Sistema control: SCL 10 AVP.

-Software: Shimadzu Class VP version 5.2.

Fase moévil: Metanol/H2O/Acetonitrilo v/v, pH = 3.0 con acido fosférico.
Flujo de corrida: 0.7 mL/min.

Longitud de onda: 254 nm.

Columna analitica: Phenomenex Luna C18, 5 pym, 250 x 4.6 mm, 17.8+-0.70
Symmetry, %C 18.82-20.18

Tiempo de corrida: 11 minutos.

Temperatura: ambiente (20 — 25 °C).

Casiopeina Ill-i.

L2
-

Cromatografo de liquidos de alta resolucién Shimadzu:

Bomba: LC 10 ADVP.

Autoinyector: SIL 10ADVP.

Detector: UV/Visible SPD 10 AVP.

Sistema control: SCL 10 AVP.

Software: Shimadzu Class VP version 5.2,

Fase movil: Fase mdvil Metanol/Fosfatos/Hexansulfonato de Sodio v/v, pH =6.9
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Flujo de corrida: 0.8 mL/min.
Longitud de onda: 274 nm.




+ Columna analitica: Thermo Hypersil Keystone C18, 5um, 250 x 4.6 mm, Batch No.
6206

% Tiempo de corrida: 12 minutos.

% Temperatura: ambiente (20 — 25 °C ).

3.7.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CASIOPEINA

ligly Y CASIOPEINA lil-i COMO MATERIA PRIMA.

Se evaluaron los siguientes parametros de acuerdo a lo especificado para métodos
analiticos en la guia de armonizacién de Analytical Methods Validation, Guidance for
Industry ( Q2A Validation of Analytical, Produces: Methodology, November 1996, ICH :
selectividad, linealidad, precision, exactitud, limite de deteccion (LOD), limite de
cuantificacién (LOQ),y tolerancia del método analitico.

3.7.2.1 Validacion del sistema/ Casiopeina ligly

3.7.2.2. Especificidad / Casiopeina ligly. Para la evaluacion de la selectividad, se realizd
el analisis cromatografico de la casiopeina ligly en solucién de fase movil con el estandar
interno (Ketorolaco 50 pg/mL) figura 16 y una solucion A de [Cu (4,7dimetil-1-10
fenantrolina) en solucién figura 17.

Se considerd para la selectividad la solucion A de [Cu (4,7dimetil-1-10 fenantrolina) por
que es el compuesto que forma durante el proceso de sintesis de Casiopeina ligly. El
método analitico es selectivo si los cromato gramas obtenidos NO presentan ninguna
sefial que puedan causar alguna interferencia en los tiempos de retencion

correspondientes a la Casiopeina ligly y el Ketorolaco.
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3.7.2.3. Linealidad del sistema/ Casiopeina ligly.- Se prepararon 3 curvas de calibracién
con al menos cinco diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén ( 10, 30,
50, 70, 100 pg/mL) haciendo el analisis cuando menos por duplicado para cada dilucién,
en un dia de trabajo. La curva se evalué en un rango de 10 a 100 pg/mL de casiopeina
ligly, en solucién con fase moévil, con el estandar interno de Ketorolaco (50 pg/mL), y se
reporta la relacién de alturas entre la casiopeina ligly y el Ketorolaco, (Tabla 4).

Para evaluar este parametro se considera el coeficiente de correlacion (r)>=0.99,
coeficiente de determinacion (rz). pendiente (m), ordenada al origen (b), y el coeficiente de
variacion global (CV)<2.0

3.7.2.4. Precision del sistema/ Casiopeina ligly.

Repetibilidad/ Casiopeina ligly. Se determin6 en un mismo dia con el analisis por
cuadruplicado de un minimo de tres concentraciones conocidas: alta, media y baja del
compuesto Casiopeina ligly en solucién. Estas concentraciones deben ser diferentes a las
de la curva de calibracién, pero deben incluirse en el intervalo. Se determino el promedio,
la desviacién estandar y el coeficiente de variacion (%CV) el cual no debe ser mayor al
2.0%.

En este caso los niveles de concentracion seleccionados dentro la curva de calibracion
son: ( 40, 60 y 90 pg/mL),de Casiopeina ligly en solucién, (Tablas 5y 6).

3.7.2.5. Reproducibilidad/ Casiopeina ligly. Se determiné con base en los resultados de
repetibilidad de los puntos control alto, medio y bajo de compuesto, realizandose el
analisis de las repeticiones de ambos dias para obtener un CV<2.0% global y evaluar de

este modo la reproducibilidad del sistema. (Tabla 7)
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3.7.2.6 Exactitud del sistema/ Casiopeina ligly- Con base en los resultados de
repetibilidad y reproducibilidad del sistema, se calculd la concentracion, para cada uno de
los puntos control, en funcién al valor nominal de cada concentracion, por medio de la
formula:

(Concentracion real - Concentracion experimental / Concentracion real )*100

El valor obtenido se interpola en la curva de calibraciéon (que se corrié el mismo dia del
analisis), se compara el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia, ambos
resultados deben presentar concordancia segin lo especificado en la guia de validacién
para métodos analiticos Q2A Noviembre 1996, ICH. El CV debe ser <2%.

3.7.2.7. Limite de deteccion (LOD)/Casiopeina ligly. Se prepar6 una serie de 5 blancos (
agua + estandar de Ketorolaco 50 pg/mL) se inyectan al equipo cromatografico, en el
cromato grama que se obtuvo con ayuda del software, se amplié la escala en la zona del
tiempo de retencion donde aparece la casiopeina lll-i y con ayuda de la formula LOD= 3.3r

se determina el limite de deteccion.

3.7.2.8 Limite de cuantificaciéon (LOQ)/Casiopeina ligly Se preparé una serie de 5
blancos ( 500 pL agua + estandar de Ketorolaco 50 pyg/mL ) se inyectan al equipo
cromatografico, en el cromato grama que se obtuvo con ayuda del software, se amplio la
escala en la zona del tiempo de retencién donde aparecia la casiopeina ligly y con ayuda
de la formula LOQ= 10r se determind el limite de cuantificacion.

3.7.3 Validacion del sistemal/ Casiopeina lll-i

3.7.3.1. Especificidad / Casiopeina lll-i .-Para la evaluacion de la especificidad, se

realiz6 el analisis cromatografico de la casiopeina Ill-i (30 pg/mL) en solucién de fase movil
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Se consideré para la especificidad, la soluciéon A de [4-4 dimetil por que este compuesto
se forman durante el proceso de sintesis de Casiopeina Ill-i.

El método analitico es especifico si los cromato gramas obtenidos NO presentan
ninguna sefial que puedan causar alguna interferencia en los tiempos de retencion
correspondientes a la Casiopeina lll-i y la Furosemida.

3.7.3.2. Linealidad del sistema/ Casiopeina lll-i —

Se realiz6 con el andlisis de 3 curvas de calibracion con al menos cinco diluciones
preparadas a partir de una misma solucién estandar ( 20, 25, 30, 35, y 40 pg/mL) y
haciendo el analisis cuando menos por duplicado para cada dilucién, en un dia de trabajo.

La curva se evalud en un rango de 20 a 40 pg/mL de casiopeina lll-i, en solucién con
fase movil, con el estandar interno de Furosemida (2.5 pg/ mL), y se reporté la relacién de
alturas entre la casiopeina lll-i y la Furosemida( tabla 10).

Para evaluar este parametro se consideré el coeficiente de correlacion (r)>=0.99,
coeficiente de determinacion (%), pendiente (m), ordenada al origen (b), y el coeficiente de
variacion global (CV)<2.0

3.7.3.3. Precision del sistema/ Casiopeina Ill-i

Repetibilidad.- Se determind en un mismo dia con el analisis por cuadruplicado de un
minimo de tres concentraciones conocidas: alta, media y baja del compuesto Casiopeina
lll-i en solucion. Estas concentraciones deben ser diferentes a las de la curva de
calibracién, pero deben incluirse en el intervalo. Se determiné el promedio, la desviacion
estandar y el coeficiente de variacion(%CV) el cual no debe ser mayor al 2.0%.

En este caso los niveles de concentracion seleccionados dentro la curva de calibracion
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3.7.3.4 Reproducibilidad /Casiopeina lll-i .Se determind con base en los resultados de
repetibilidad de los puntos control alto, medio y bajo de compuesto, realizandose el
analisis de las repeticiones de ambos dias para obtener un %CV<2.0% global y evaluar de
este modo la reproducibilidad del sistema ( Tabla 13 ).

3.7.3.5. Exactitud del sistema/ Casiopeina Ill-i Con base en los resultados de
repetibilidad y reproducibilidad del sistema, se calculd la concentracion, para cada uno de
los puntos controles, en funcién al valor nominal de cada concentracién, por medio de la
formula:

(Concentracién real - Concentracién experimental / Concentracion real) * 100

El valor obtenido se interpold en la curva de calibracién (que se corrié el mismo dia del
analisis), se compara el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia, ambos
resultados deben presentar concordancia segun lo especificado en la guia de validacion
para métodos analiticos Q2A Noviembre 1996, ICH. El C.V debe ser <2% ( Tabla 14 y 15).

3.7.3.6 Limite de detecciéon (LOD) /Casiopeina Ill-i Se prepar6 una serie de 5 blancos
(agua + estandar de Furosemida 2.5 pg/ mL ) se inyectan al equipo cromatografico, en el
cromato grama que se obtiene con ayuda del software, se realizé una ampliacioén de la
escala en la zona del tiempo de retencion donde aparecia la casiopeina lll-i y con ayuda

de la férmula LOD=3.3r se determino el limite de deteccion.

3.7.3.7 Limite de cuantificacion (LOQ) /Casiopeina lll-i Se preparé una serie de 5
blancos ( agua + estandar de Furosemida 2.5 pg/ mL ) se inyectan al equipo
cromatografico, en el cromato grama que se obtuvo con ayuda del software, se realiz6 una
ampliacién la escala en la zona del tiempo de retencién donde aparecia la casiopeina lll-i

s

Bioiarmocia

y con ayuda de la formula LOQ= 10r se determiné el LOQ.




RESULTADOS

(2

Biofarmacia




4. RESULTADOS.

4.1. Descripcién fisica del compuesto.

Tabla 1 Descripcién fisica del compuesto

Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo,
Casiopeina ligly Color azul Turquesa (INTENSO).

Polvo fino, libre de particulas extrafias, homogéneo,
Casiopeina Ill-1 Color azul (CLARO).

4.2. Pruebas Reoldgicas

Los resultados obtenidos de las pruebas de densidad real, densidad aparente, tamaro de
particula, velocidad de flujo se muestran en la tabla 2, posteriormente se muestran las

graficas y fotografias del tamafio de particula.
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Tabla 2 Pruebas Reoldgicas ( no farmacopeicas) de Casiopeinas ligly y lil-i.

DENSIDAD DENSIDAD VELOCIDAD DE TAMANO DE TAMARIO DE
MATERIA PRIMA APARENTE REAL FLUJO PARTICULA PARTICULA

(g/mL) (g/mL) (g/seqg) (Micras) (%)
>20 <30 3

>30 <40 14

Casiopeina ligly 0425 0.666 10 >40 <50 80
(Lote A) >50 <60 3
=60 <70 0
>20 <30 6

>30 <40 12

Casiopeina ligly 0.425 0.666 1.0 >40 <50 76
(Lote B) >50 <60 4
>60 <70 2
>20 <30 4

=30 <40 18

Casiopeina ligly 0.425 0.666 1.0 >40 <50 72
(Lote C) >50 <60 3
>60 <70 3
>20 <30 4

>30 <40 16

Casiopeina 0.444 0.666 08 >40 <50 24
- >50 <60 43

(Lote A) >60 <70 13
>20 <30 2

>30 <40 16

Casiopeina 0444 0666 08 >40 <50 23
- >50 <60 41

(Lote B) >60 <70 12
>70 6

>20 <30 5

>30 <40 18

Casiopeina 0.444 0.666 0.8 >40 <50 26
i >50 <60 44

(lote C) =60 <70 4

=70
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% de Particula

TAMANO DE PARTICULA CASIOPEINA
NG Ly

100

>20 <30 >30 <40 >40 <50 =50 <60 =60<70

34 3 0 23

— e

Tamaifio de particula (micras)

[mLOTE 1 @LOTE 2 OLOTE 3 |

Fig.4 Distribucién del tamaiio de particula de la Casiopeina ligly.

% de Particula
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CASIOPEINA Ill-i
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20
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Tamano de particula (micras)
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Fig.5 Distribucion del tamaiio de particula de la Casiopeina Ill-i.
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4.3 Espectroscopia UV-VIS
Los Espectrogramas obtenidos como resultado del analisis por medio de espectrometria

de UV-VISIBLE para la Casiopeina ligly y Casiopeina lll-i se muestran en las figuras:
6,78, y9.

[ 408.0nm] 0.081A |

Jdivy

!

+
0,500 I"-

Py

H

i

1

0.004 | o i
<HO . Bnm S0 diw) AN Hnw

Fig.6 Espectrograma de Casiopeina ligly en solucién de 10 pg/mL

Spectrun 405 0nw[ -0 00148 |

|
|

i o { F.i‘i,f'rf-;' 0l AL i

Fig.7 Espectrograma de Casiopeina ligly en la solucién de 7ug/mL
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Fig.8 Espectrograma de Casiopeina lll-i en solucién de 5 pg/mL
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Fig.9 Espectrograma de Casiopeina lll-i en solucién de 7 ug/mL
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4.4 Espectroscopia de Infrarrojo
Los Espectrogramas obtenidos como resultado del andlisis de IR para la Casiopeina ligly y

Casiopeina lll-i se muestran en las figuras 10y 11.
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4.5 Analisis térmico. Los Termo gramas obtenidos como resultado del analisis térmico

para la Casiopeina ligly y Casiopeina lll-i se muestran en las figuras 12,13,14, y 15.

Tabla.3 Resultados del Anélisis Térmico.

CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO(DSC)

CASIOPEINA IIGLY

Presenta una sefial en 70 °C

Presenta una sefial en 261.5 °C

CASIOPEINA IllI-i

Observan transiciones en 40 y 220 °C
Presenta una sefal en 100 °C

Presenta una sefial en 250 °C

ANALISIS TERMICO DIFERENCIAL(DTA)

CASIOPEINA ligly

Observan transiciones en 40 y 222 °C
Presenta una sefial en 96 °C

Presenta una sefal en 250 °C

CASIOPEINA lil-i

Presenta una sefial en 220 °C

NO se observan transiciones
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ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (TGA)

CASIOPEINA ligly

Se presenta una pérdida de materia del
0.63% con respecto al 100%, a una

temperatura de 70 °C

Se presenta una pérdida de materia del
17.11% con respecto al 100%, a una
temperatura de 225 °C

Se presenta una pérdida de materia del
31.42% con respecto al 100%, a una

temperatura de 355 °C

CASIOPEINA llI-i

Se presenta una pérdida de materia del
1.18% con respecto al 100%, a una

temperatura de 60 °C

Se presenta una pérdida de materia del
3.09% con respecto al 100%, a una

temperatura de 220 °C

Se presenta una pérdida de materia del
36.64% con respecto al 100%, a una

temperatura de 440 °C

s
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Fig.12 Calorimetria Diferencial de Barrido Casiopeina ligly
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Fig.13 Calorimetria Diferencial de Barrido Casiopeina lll-i
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Fig.14 Termo gravimetria, DTG y DTA, para Casiopeina ligly
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Fig.15 Termo gravimetria, DTG y DTA, PARA Casiopeina lll-i.
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4.6 Método Analitico para Casiopeina ligly en materia prima.

4.6.0 Condiciones cromatogréficas de trabajo Casiopeina ligly.
Fase movil Metanol/ H,O/Acetonitrilo (72.5:24:3.5) viv, pH = 3.0

4.6.1 Especificidad / Casiopeina ligly

La evaluacién de la especificidad se presenta en las figuras de los cromato gramas:16 y
17.

Tiempo de retencién de la Casiopeina ligly: T.R.= 2.7minutos.

Tiempo de retencién de la Ketorolaco (estandar interno): T.R.= 7.1 minutos.

ateater & -7 (Phiam)
= = WALIDACKON DE CANICPEMA BOLY
[T 1200

Name
Retention Time :\
'

v

1800
1
1y

EE

== Kelorolaco 7.133

iz

2.025
Casigpeina Il Gly 2.717
4,742
—
10.575
-

s . ' . ® "o
Wmuten

Fig.16 Cromato grama de Casiopeina ligly en fase mévil, 100ug/mL con estandar interno
(Ketorolaco 50ug/mL), Tiempo de retencién Casiopeina ligly =2.7 min., Tiempo de retencién
Ketorolaco =7.1 min.
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Figura. 17 Blanco [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)]NO,, con estandar interno (Ketorolaco
50 pg/mL) en fase movil. Tiempo de retencion [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)]NO,= 3.02
min. Tiempo de retencién Ketorolaco 7.2 min.

4.6.2 Linealidad del sistema/ Casiopeina ligly.

La Tabla 4 muestra los resultados de la linealidad del sistema para la cuantificacion de la
Casiopeina ligly en solucion.
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Tabla 4 Linealidad del sistema para Casiopeina ligly.

Curva 1 Curva2 Curva3l Promedio
IConc.(ug/mL) | *Raltura1 | *Raltura2 | *Raltura 3 *R altura Desvest CV%
10 0.1597 0.1563 0.1570 0.1577 0.00182 1.15
30 0.6026 0.5952 0.5987 0.5988 0.00371 0.61
50 1.1227 1.0742 1.0834 1.0901 0.02414 1.84
70 1.6508 1.6109 1.6093 1.6237 0.02349 1.44
100 2.2566 2.2506 22713 2.2595 0.01067 0.47

*Relacién de alturas = Altura de la casiopeina ligly / Altura estandar de Ketorolaco.

La curva promedio de las tres curvas es la siguiente:

RELACION DE ALTURAS

Linealidad del sistema/Casiopeina ligly

y=0.0237x-0.0869
R?=0.9986

-
e e Y

Fig. 18 Linealidad del sistema para Casiopeina ligly

|
|
|
|
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En la figura 18 se presenta la Curva de calibracion de Casiopeina ligly en soluciéon a
274nm, cuya ecuacion fue Y= 0.0237X -0.0869, r2=0.9986

4.6.3 Precision del Sistemal Casiopeina ligly

Repetibilidad (dia 1).- Se realiz6 con el analisis por cuadriplicado de los puntos controles
(concentraciones de casiopeina ligly, baja: 40 pg/mL, media: 60 pg/mL y alta: 90 pg/mL)
verificando que el coeficiente de variacién (C.V.) fuera menor al 2%, tabla 5.

Tabla 5 Precisién del sistema (repetibilidad dia 1).
Conc. | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.4 | Promedio| Desv. | CV.%
(pg/mL) Est
40 397141 | 391772 | 389680 | 391572 | 392541.3 | 3208.096 | 0.81
60 718944 | 721903 | 732537 | 745022 | 729601.5 | 11821.71 [ 1.62
90 1156768 | 1158018 | 1142353 | 1165281 | 1155605 | 9598.882 | 0.83

Repetibilidad (dia 2).- Los puntos controles se analizaron por cuadriplicado en dos dias
diferentes, verificando que el CV. fuera menor al 2%. Tabla 6.

Tabla 6. Precisién del sistema (repetibilidad dia 2)

Conc. | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.4 | Promedio| Desv. | CV.%
(ug/mL) Est
40 358999 | 368859 | 362638 | 357020 | 3611829 | 5113.341 | 1.41
60 684290 | 683094 | 684987 | 694607 | 686744.5 | 5299.636 | 0.77
90 1260156 | 1284013 | 1264495 | 1256712 | 1266344 | 1220217 | 0.96
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4.6.4 Reproducibilidad/ Casiopeina ligly.

Reproducibilidad . Con los datos de repetibilidad se evalua la reproducibilidad del
sistema entre el dia 1 y dia 2 verificando que el CV. fuera menor al 2%. Tabla 7.

Tabla 7 Reproducibilidad del sistema Casiopeina ligly

Conc. Rep. Rep. Rep. Rep. Rep. Rep. Rep Rep. | Promedio Desv. |[C.V.
pg/mL 1 2 3 4 5 6 7 8 Est. %
40 397141 391772 | 389680 | 391572 | 358999 368859 | 362638 | 357020 | 3772101 | 16871.03 |4.47
60 718944 721903 732537 745022 684290 683094 | 684987 | 694607 708173 2442762 |3.44
20 1156768 | 1158018 | 1142353 | 1165281 | 1260156 | 1284013 | 1264495 | 1256712 | 1210974.5 | goos58.71 |4.95

4.6.5 Exactitud del Sistemal Casiopeina ligly.

Con base en los resultados de repetibilidad y reproducibilidad del sistema, se calculé la
concentracion para cada uno de los puntos controles, en funcion al valor nominal de cada

concentracion, por medio de la férmula:

(Concentracion real- Concentracion experimental / Concentracion real) * 100

El valor obtenido se interpola en la curva de calibracién (que se corre el mismo dia del

analisis), se compara el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia, ambos

resultados deben presentar concordancia segun lo especificado en la guia de validacion
para métodos analiticos Q2A Noviembre 1996, ICH.( Ver tablas 8y 9).
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Tabla 8 Exactitud del sistema Casiopeina ligly (Dia 1).

CASIO CASIO CASIO
ligly |KETOR Conc. ligly |KETOR Conc. ligly |KETOR Conc,
(40pg/ |OLACO | AJAsi Inter | (60pg/ |OLACO | A/Asi | Inter | (90ug/mi) [OLACO| AJAsi | Inter
mL) mL)
REP | 397141 | 148090 | 2.681 | 37.05 | 718944 | 152093 | 4.727 | 60.47 | 1156768 | 155858 | 7.421 | 91.32
1
REP | 391772 | 148664 | 2.635 | 36.52 | 721903 | 154444 | 4.674 | 59.87 | 1158018 | 156630 7.393 | 91.0
2
REP | 389680 | 149421 | 2,607 | 36.21 | 732537 | 153885 | 4.76 | 60.85 | 1142353 | 154576 | 7.390 | 90.66
3
REP | 391572 | 150412 | 2.603 | 36.16 | 733609 | 154258 | 4.75 | 60.80 | 1165281 | 160513 | 7.259 | 89.47
4
PROM | 392541 -—-— | -———— | 36.49 | 726748 | -—— | -—— (6050 | - s | - | 90.69
DESV |3208.09| -—- | —— | 04121 | 741535 | ——— | -~ | 0453 | v | -—- - | —-—— | 0.8297
EST
CV% | 081 et 112 1.02 e e R —————-- | e | 091

Relacion de alturas (A/Asi) = Altura de la casiopeina ligly / Altura estandar de Ketorolaco.
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Tabla 9 Exactitud del sistema Casiopeina ligly (Dia 2)

CASIO CASIO CASIO
ligly |KETOR | AJAsi| Conc. ligly KETOR | A/Asi Con ligy |KETOR| A/Asi | Conc.
(40pg/ | OLACO Inter (60pg/ | OLACO Inter 90pg | OLACO Inter
mi) ml) Imi)
REP
3 358999 | 168567 | 2.129 | 35.44 | 684290 | 170473 | 4.014 | 59.66 | 1260156 | 167859 | 7.507 | 104.54
REP
2 368659 | 172571 | 2.136 | 35.53 | 683094 | 170270 | 4.011 | 59.63 | 1284013 | 170658 | 7.523 | 104.76
REP
3 362638 | 172868 | 2.097 | 35.03 | 684987 | 172487 | 3.971 | 59.11 | 1264495 | 172410 | 7.334 | 102.32
REP
i 357020 | 172821 | 2.065 | 34.62 | 694607 | 167945 4.135 | 61.22 | 1256712 | 172181 | 7.298 | 101.86
PROM
361829 35.16 | 686744.5 59.90 | 1266344 103.37
DESV
EsT 51133 0.4164 | 5299.63 0.9150 | 12202.2 1.490
CV% | 141 |——|———] 118 1.52 096 |————|— 1.44

Relacién de alturas (A/Asi) = Altura de la casiopeina llgly / Altura estandar de Ketorolaco.

4.6.6 Limite de deteccidon (LD)/Casiopeina ligly Para la determinacién de LD se
utilizaron muestras blanco (Metanol: agua 1:1), en los cromato gramas obtenidos se
determind el nivel de ruido (r) el cual fue 1.1 ug / mL, y con este valor se calcula LD con la
siguiente formula: LD= 3 r, por lo tanto LD= 3(1.1)=3.3 r. ( donde r es el nivel de ruido

expresado en pg/ mL ).

La concentracion correspondiente se determina con la curva de calibracion del mismo

dia de analisis.
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4.6.7 Limite de cuantificacién (LC)/Casiopeina ligly. El LC se determino utilizando el
mismo procedimiento que para LD, considerando ahora la siguiente formula: LC= 10r, por
lo tanto LC= 10 (1.1)=11.0 pg / mL, ( donde r es el nivel de ruido expresado en pg/ mL ).

4.7 Método Analitico para Casiopeina lll-i en materia prima

4.7.0 Condiciones cromatogréficas de trabajo Casiopeina lll-i.
Fase movil Metanol/ Fosfatos/ Hexansulfonato de Sodio (40:55:5) v/v, pH = 6.9

4.7.1 Especificidad.

La evaluacion de la especificidad se presenta en las siguientes figuras: 19y 20.
Tiempo de retencién de la Casiopeina lll-i: T.R.= 5.7 minutos.

Tiempo de retencién de la Furosemida (estandar interno): T.R.= 8.6 minutos.

et e e o et T e e P e S S S T e L e T
—— CARICPEINA B8
(TR
Name

STD FURDZEMIDA

CASIOPEINA 1l

L :::j\ :

Sl ||

Fig.19 Cromato grama de Casiopeina lll-i en fase mévil,30 pg/mL con estandar interno ( Furosemida
2.5 pg/mL ) Tiempo de retencién Casiopeina lll-i= 5.7 min., Tiempo de retencién Furosemida =8.6 min.
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Fig.20 SOLUCION A: Cu-4,4 dimetil en fase mévil, con estandar interno (Furosemida 2.5
pg/mL) Tiempo de retencién SOLUCION A: Cu-4,4 dimetil = 4.6 min., Tiempo de retencién
Furosemida =8.9 min.

4.7.2 Linealidad del Sistema/ Casiopeina lll-i.
La Tabla 10 muestra los resultados de la linealidad del sistema para la Cuantificaciéon de

la Casiopeina lll-i en solucion (agua).

Tabla 10 Linealidad del sistema para Casiopeina Ill-i.

Curva 1 Curva 2 Curva3 Promedio
Conc.(ug/mL) *R altura 1 |*R altura 2|*R altura 3| *R altura 3 | Desvest CV%
20 0.3186 0.3097 0.3155 0.3146 0.004558 1.44
25 0.4723 0.4637 0.4695 0.4685 0.004393 0.93
30 0.5730 0.5520 0.5586 0.5612 0.01072 1.91
35 0.6620 0.6433 0.6391 0.6481 0.01202 1.88
40 0.7568 0.7470 0.7593 0.7544 0.00647 0.85

*Relacion de alturas = Altura de la Casiopeina lll-i / Altura estandar de Furosemida
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La curva promedio de las tres curvas es la siguiente:

Linealidad del sistema/Casiopeina lll-i
0.8
07 | ¥=0.0212x - 0.0861 Pad
: 2 _
0.6 R%=0.9877
3205
804
g 0.3 rd
0.2
0.1
0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50
(ng/ mL)

Figura 21 Linealidad del sistema para Casiopeina Ill-i

En la figura 21 se presenta la Curva de calibracion de Casiopeina lll-i en solucion
( Metanol: agua, 1:1 viv) a 274nm, cuya ecuacion fue Y= 0.0212X -0.0061, r2=0.9877

4.7.3 Precisién del sistemal Casiopeina li-i.

Repetibilidad.(dia 1).- Se realizo con el andlisis por cuadriplicado de los puntos controles
(concentraciones de casiopeina lll-i, baja: 22 pg/mL, media: 28 pg/mL y alta: 38 pg/mL)
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Tabla 11 Precision del sistema Casiopeina lli-i (dia 1).

Conc. | Rep.1 | Rep.2 | Rep. 3 | Rep. 4 [Promedio| Desv. |C.V.%
(ug/mL) Est.
22 17566 | 17636 | 17275 | 17578 | 17498.75 | 156.838 | 0.89
28 21084 | 21067 | 21003 | 21418 21143 186.62 0.88
38 22266 | 21648 | 21849 | 21614 | 21844.25 | 299.68 | 1.37

Repetibilidad (dia 2).- Los puntos controles se analizaron por cuadriplicado en dos dias
diferentes, verificando que el CV. fuera menor al 2%. Tabla 13.

Tabla 12. Precisién del sistema Casiopeina lll-i (dia 2).

Conc. | Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep. 4 |Promedio| Desv. [C.V.%
(vg/mL) Est.
22 15496 | 15741 | 15929 | 15800 | 15741.5 | 181.52 1.15
28 18726 | 18539 | 18636 | 18464 | 18591.25 | 114.138 | 0.61
38 21899 | 21648 | 21849 | 21614 | 21752.5 | 14245 | 0.65
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4.7.4 Reproducibilidad/ Casiopeina lll-i.- Con los datos de repetibilidad se evalua la
reproducibilidad del sistema entre el dia 1 y dia 2 verificando que el CV. fuera menor al

2%. Tabla 14.
Tabla 13 Reproducibilidad del sistema Casiopeina Ill-i.
Conc. Desv. C.V.
Rep.1| Rep.2 | Rep.3 | Rep.4 | Rep.5 | Rep.6 | Rep.7 | Rep. 8 Prom
pg/mL Est. %
22 17566 | 17636 | 17275 | 17578 | 15496 | 15741 | 15929 | 15800 | 16627.6 960.6 577
28 | 21084 | 21067 | 21003 | 21418 | 18726 | 18539 | 18636 | 18464 | 19867.125 | 1371.46 | 1.90
38 22266 | 21648 | 21849 | 21614 | 21899 | 21648 | 21849 | 21614 | 21798.375| 222.69 | 1.02

4.7.5 Exactitud del sistema/ Casiopeina lll-i

Con base en los resultados de repetibilidad y reproducibilidad del sistema, se calcul6 la

concentracién para cada uno de los puntos controles (baja 22ug/mL, media 28ug/mL, alta

38 pg/mL) en funcién al valor nominal de cada concentracion, por medio de la formula:

(Concentracion real- Concentracion experimental / Concentracion real) * 100

El valor obtenido se interpola en la curva de calibracion (que se corre el mismo dia del

andlisis) se compara el valor obtenido experimentalmente y el valor de referencia, ambos

resultados deben presentar concordancia segln lo especificado en la guia de validacion
para métodos analiticos Q2A Noviembre 1996, ICH. ( Tablas 15y 16).
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Tabla 14 Exactitud del sistema Casiopeina Ill-i (Dia 1)

CASI CASIO
CASIO | FURO 9 FURO _ | FURO
. .| Conc. | M- . | Conc. - .| Conc
i SEMI | AJAsi SEMI | AJAsi SEMI | AJAsi
Inter | 28pg/ Inter | 38pg/ Inter
22pg/mL DA DA DA
mL mL
REP
17566 | 40992 | 0.428 | 18.37 | 21084 | 34953 | 0.603 | 27.72 | 28736 | 36328 | 0.791 | 37.78
1
REP
) 17636 | 40077 | 0.440 | 18.99 | 21067 | 34671 | 0.607 | 27.96 | 28745 | 35792 | 0.803 | 38.42
REP
3 17275 | 39251 | 0.440 | 18.99 | 21003 | 34378 | 0.610 | 28.14 | 28918 | 36534 | 0.791 | 37.80
REP
" 17618 | 39360 | 0.445 | 19.26 | 21418 | 36122 | 0.592 | 27.17 | 28505 | 35555 | 0.801 | 38.35
PROM | 17498.75 18.90 | 21143 27.75 38.09
DESV 156.83 0.375 | 186.62 0.419 0.345
EST ' _ - ’ ’ —_— ——— ' —_— — | — '
CV% 0.89 maemnanin Lo | 108 0.88 1.51 0.90

Relacion de alturas (A/Asi) = Altura de la Casiopeina Ill-i / Altura estandar de Furosemida.
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Tabla 15 Exactitud del sistema Casiopeina lll-i. (Dia 2).

CASIO CASIO CASIO
FURO FURO FURO
1l-i 1l-i Hi-i Conc.
SEMI . Con SEMI | Conc. SEMI :
22ug/ AlAsi 28pg/ A/Asi 38ug/ A/Asi | Inter
DA Inter DA Inter DA
mL mL mL

REP

4 15496 32473 | 0.477 | 20.98 | 18726 | 32431 | 0.577 | 26.34 | 21899 | 31352 | 0.698 | 32.82
REP

2 15741 32324 | 0.486 | 21.50 | 18539 | 32649 | 0.567 | 25.83 | 21648 | 30956 | 0.699 | 32.87
REP

3 15929 33022 | 0.482 | 21.26 | 18636 | 32690 | 0.570 | 25.95 | 21849 | 31028 | 0.704 | 33.13
REP

4 15800 32902 | 0.480 | 21.14 | 18464 | 32229 | 0.572 | 26.10 | 21614 | 30751 | 0.702 | 33.06

PROM | 157415 | . fuuicciinen 5o G T U —— — 26,06 | 21782 | s | nions 32.97

i 181.52 0.22 114.13 0.221 0.146

i : {2 o Sl et et e . 142.4 .

EST

CV % A [ 1.03 {1 R P 0.84 BAE Licsmsman | o 0.44

Relacion de alturas (A/Asi) = Altura de la Casiopeina llI-i / Altura estandar de Furosemida.
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476 Limite de deteccién (LD)/Casiopeina Ill-i.- Para la determinaciéon de LD se
utilizaron muestras blanco (agua), en los cromato gramas obtenidos se determiné
el nivel de ruido (r) el cual fue 0.1 ug / mL, y con este valor se calcula LD con la
siguiente formula: LD=3 r, por lo tanto LD=3(0.1) =0.3 ug / mL ( donde r es el nivel

de ruido expresado en pg / mL ).

La concentracion correspondiente se determina con la curva de calibracion del mismo
dia de andlisis.

4.7.7 Limite de cuantificacién (LC)/Casiopeina lll-i.- E| LC se determino utilizando el
mismo procedimiento que para LD, considerando ahora la siguiente férmula: LC=
10r, por lo tanto LC= 10 (0.1)= 1 r (donde r es el nivel de ruido expresado en pg/
mL).

La concentracion correspondiente se determina con la curva de calibracion del mismo dia

de analisis.
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5 ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1 Densidad real, aparente y velocidad de flujo

Los tres lotes analizados de Casiopeina ligly y Casiopeina Ill-i No presentaron diferencias
en los resultados de densidad aparente y real, en los analisis de velocidad de flujo los tres
lotes presentaron el mismo comportamiento, lo que nos indica que no hay diferencia en los
resultados entre un lote y otro.

Por lo tanto se considera que el proceso de sintesis entre lote y lote es consistente.

5.2 Tamaiio de particula.
Para la determinacién del Tamafio de Particula de Casiopeina ligly se analizaron tres

lotes:

- A) Casiopeina ligly, lote 02MRG3101024f, sintetizada en la Facultad de
Quimica, Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad Nacional
Auténoma de México.

- B) Casiopeina ligly, lote 59MRG230402, sintetizada en la Facultad de Quimica,
Departamento de Quimica Inorganica, de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

- C) Casiopeina ligly, lote 152MEB100203, sintetizada en la Facultad de Quimica,
Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad Nacional Autonoma de
México.

En el analisis del Tamaiio de particula los resultados entre los lotes A, B y C presentaron
resultados parecidos, ya que el intervalo total de todos los lotes se encontré entre >40 <50
micras, que representa un 70% a 80% de un total de 100 particulas medidas, estos
resultados nos indican que no existe diferencia significativa del compuesto en cuanto a

disefio y sintesis se refiere, ademas que nos proporciona informacién confiable acerca de
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la uniformidad de particula que tiene el lote. Por Ultimo cabe mencionar que los tres lotes
analizados (A, B y C), presentaron caracteristicas de homogeneidad. Apéndice | (Fig.1y2)
Para la determinacion del Tamaifio de Particula de Casiopeina lll-i se analizaron tres
lotes:
- Casiopeina lll-i, lote 11IMRG0402031f , sintetizada en la Facultad de Quimica,
Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad Nacional Auténoma de

México.

- Casiopeina lll-i, lote 33MRG050402, sintetizada en la Facultad de Quimica,
Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

- Casiopeina lll-i, lote Meb 145, sintetizada en la Facultad de Quimica,

Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

En los tres lotes analizados (A, B y C), no se presenta mucha variacion entre un lote y
otro, se observa que la mayoria de las particulas se encontraban en el intervalo
comprendido entre >50 <60, lo que representa aproximadamente un 40% de un total de
100 particulas analizadas. Los tres lotes presentaron caracteristicas de homogéneas
.Apéndice | (Fig. 2y 3)

5.3 Espectroscopia uv-visible.

5.3.1 Uv-Visible Casiopeina ligly.- Con el barrido espectral realizado a la Casiopeina

ligly en la region de UV-Visible, podemos observar que la concentracion de 10
Hg/mL se detectan dos picos maximos de absorcidon en una longitud de onda de
274 nm y 209 nm, con una absorbancia de 0.957 y 1.227 respectivamente.
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Estos picos se deben a la presencia de dobles ligaduras que tiene el compuesto en su
estructura, ya que este tipo de analisis detecta las transiciones electrénicas de los
electrones (I1) presentes en los dobles enlaces de los grupos cromoforos de las

moléculas.

En la concentracion de 7ug/mL se presentan maximos de absorcién con una longitud de
onda de 274 nm y 208.5nm, con una absorbancia de 0.629 y 0.882 respectivamente, lo
que nos indica que los picos de absorcién aparecen en las mismas longitudes de onda,
siendo practicamente los mismos para fines de identificacion del compuesto,
observandose una variabilidad muy baja entre los maximos de absorcion de ambas
soluciones (10 pg/mL y 7 pg/mL). Por lo tanto se establece que existe una
proporcionalidad entre la concentracion y la absorbancia.

5.3.2 Uv-visible para Casiopeina lll-i.- En el espectrograma obtenido en el analisis por
UV-visible para la Casiopeina lll-i, se observa que en la concentracion de 5 pg/mL se
presentan picos de absorcién en una longitud de onda de 295.5 y 208 con una absorcion
de 0.229 y 0.563 respectivamente, los cuales representan los grupos (cromoforos) de

dobles ligaduras que estan asociadas al compuesto en su estructura.

En la concentracion de 7 pg/mL se presentan maximos de absorcion a una longitud de
onda de 295.5nm y 208 nm con una absorbancia de 0.296nm y 0.817 respectivamente, en
esta concentracion se presentan los mismos maximos de absorcion que se presentan en
la solucién de 5 pg/mL, pero las absorbancias cambian a 0.296nm y 0.817nm presentando
proporcionalidad con respecto a la concentracién. Con los maximos de absorcion
obtenidos podemos identificar a la Casiopeina lll-i por que estas sefiales son especificas
para este compuesto, ademas con la ayuda de otras técnicas instrumentales (IR, CLAR )
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5.4 Espectroscopia de Infrarrojo.
Se realiz6 el analisis por espectrofotometria de Infrarrojo a la Casiopeina llgly,

observandose que el compuesto presentd las siguientes sefales (grupos funcionales),
tabla 16.

Tabla 16 Espectroscopia de Infrarrojo Casiopeina ligly

VALORES
VALORES
TEORICOS
GRUPO FUNCIONAL EXPERIMENTALES
Nidmero de Onda:
Numero de Onda: cm-1
cm-1
AMINA SECUNDARIA 3100-3500 3000-2850
GRUPO NO3 1380 ~1380
CARBONILO 1601 1601
1620 1524
1510 1429
FENANTROLINA
850 871
725 726
-C=N 1689-1471 1524

Estas sefales representan la huella digital del compuesto, con las cuales se pueden
identificar plenamente a los grupos funcionales que tiene la Casiopeina ligly, con un alto
grado de confiabilidad por medio de este tipo de analisis instrumental.

Se realizéd el andlisis por espectrofotometria de Infrarrojo a la Casiopeina lll-i,
observandose que el compuesto presentd las siguientes sefales (grupos funcionales),
tabla 17.
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Tabla 17 Espectroscopia de Infrarrojo Casiopeina Ill-i

VALORES
VALORES
TEORICOS
GRUPO FUNCIONAL EXPERIMENTALES
Numero de Onda:
Numero de Onda: cm-1
cm-1
AMINA SECUNDARIA 3100-3500 3464, 3031
GRUPO NO3 1380 ~1384
AROMATICO 1601 1587
1610 1617
1490 1491
BIPIRIDINA
775 777
730 730
-C=N 1689-1471 1525

Estas sefales representan la huella digital del compuesto, con las cuales se pueden
identificar plenamente a los grupos funcionales que tiene la Casiopeina Ill-i, con un alto
grado de confiabilidad por medio de este tipo de analisis instrumental.

5.5 Analisis térmico

5.5.1 Casiopeina |ligly.- Por DSC se observa una ftransicion endotérmica
aproximadamente de 70°C que puede deberse a la eliminacion de disolvente contenido en
la muestra y alrededor de 261.5°C una transicion endotérmica debida a la temperatura de
sublimacion del compuesto.

Por TGA se tiene en la curva de calentamiento tres pérdidas de peso, una

aproximadamente a 70°C, otra a 225°C y por ultimo a 355°C, estas sefiales nos indican
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En DTG se verifican las pérdidas de peso como transiciones endotérmicas y en DTA se
corroboran los resultados de DSC con un pico menor de resolucion.

5.5.2 Casiopeina Ill-i.- Por DSC se observa una transicion endotérmica alrededor de 70°C
debida a la presencia de material volatil (que puede ser disolvente: metanol) y una
transicién endotérmica en 100°C la cual se debe a la deshidratacion con pérdida de una
molécula de agua( verificado por TG), posteriormente aparece un pico exotérmico
alrededor de 250°C, probablemente se deba a la sublimacién del compuesto.

Por TGA/ STDA: en la grafica de la curva se observaron las pérdidas que se mencionan
en DSC, disolvente, agua y temperatura de sublimacion.

En DTG se verifican las pérdidas de peso como transiciones endotérmicas y en DTA se

corroboran los resultados de DSC con un pico menor de resolucion.

5.6 Validacién del método analitico para cuantificar

Casiopeina ligly como materia prima.

5.6.1 Especificidad / Casiopeina ligly

En los cromato gramas mostrados en las figuras 16 y 17, el tiempo de retencion obtenido
para la casiopeina ligly fue de 2.7 minutos. No se presentd interferencia alguna de otra
sustancia para el tiempo de retencion de la casiopeina ligly. El posible compuesto de
descomposicion fue [Cu Il (4,7-dimetil-1,10-fenantrolina] el cual se demostré, mediante su
andlisis por CLAR, que el tiempo de retencion obtenido para éste compuesto fue de 3.02.
el cual no muestra interferencia alguna en comparacion con el T.R. de casiopeina ligly, de
esta forma el sistema para determinar casiopeina ligly en solucién como materia prima es

especifico por lo anteriormente expuesto.
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5.6.2 Linealidad/ Casiopeina ligly.

El sistema en solucion para casiopeina ligly fue lineal dentro del intervalo de
concentraciones establecidas de 10 a 100 pg/mL, el coeficiente de correlacion “r" fue de
0.9992. La ecuacion de la curva promedio de casiopeina lll-i en solucién fue, y = 0.0237x-
0.0869 y el coeficiente de determinacion r2=0.9986, el coeficiente de variacion(%CV) fue
0.47 a 1.84 esto implica que el método fue lineal en el intervalo de concentraciones

empleadas.

5.6.3 Precisién/ Casiopeina ligly

Repetibilidad.

Al evaluar este parametro de precision se observé que cumple de los criterios de
aceptacion, puesto que el coeficiente de variacion (%CV) en cada uno de los niveles de
concentraciones empleadas (40, 60, 90 pug/mL casiopeina ligly fue menor al 2% (0.81,
0.83, y 1.62 respectivamente).

Al evaluar la precision se encontré6 un aumento del coeficiente de variacion conforme
disminuye la concentracion de casiopeina ligly, lo anterior puede ser originado por errores
en el manejo del instrumental empleado en la técnica. En un segundo dia de analisis de
los puntos control de casiopeina ligly se observé que el coeficiente de variacion tiene los
siguientes valores 0.77, 0.96, 1.41, los cuales cumplen con el criterio de ser menores al
2% de %CV, lo que nos indica que el método es precision en los niveles bajo, medio y

alto.

5.6.4 Reproducibilidad/ Casiopeina ligly.

Tomando como referencia los valores de las repeticiones para las muestras de control
de calidad del dia1 y dia 2 de repetibilidad se evalud el parametro de reproducibilidad en
el cual se observo que no cumple con los criterios de aceptacion, puesto que el coeficiente

de variacion en cada uno de los niveles de concentraciones empleadas baja, media y alta
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(40, 60 y 90ug/mL) fue mayor al 2% obteniéndose los siguientes datos de coeficiente de
variacion 3.44, 4.47 y 4.97, con estos resultados podemos observar que la reproducibilidad

del sistema disminuye conforme aumenta la concentracion.

5.6.5 Exactitud/ Casiopeina ligly.

Al evaluar el parametro de exactitud se observé que cumple con los criterios de
aceptacion segun lo especificado en la guia de validacién para métodos analiticos Q2A
Noviembre 1996, ICH, se compara el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia, ambos resultados deben presentar concordancia segin lo especificado en la
guia Q2A, ya que en los valores obtenidos experimentalmente fueron 36.5, 60.5 y 90.6
Hg/mL para cada uno de los niveles de concentracion empleados (40, 60,90 pg/mL), lo que
indica que cada nivel de concentracién se presenta una ligera variabilidad con respecto al
valor exacto empleado

En un segundo dia de anélisis de los puntos control de casiopeina ligly se encontré que
los valores obtenidos experimentalmente fueron 35.16, 59.0 y 103.3 3 pg/mL para cada
nivel de concentracién empleados (40, 60 y 90 pg/ mL) en este caso se observa una
mayor variabilidad con respecto al dia anterior, este incremento en la variabilidad puede
ser debido a la mala manipulacién del instrumental al realizar los aforos, tomar las

alicuotas o incluso al mismo pesado de las materias primas.

5.6.6 Limite de Deteccion/ Casiopeina ligly.

El limite de deteccion para la casiopeina llgly fue de 3.3 pg/mL ya que en esta
concentracion la sefal de la casiopeina lll-l en solucién es tres veces mayor que el nivel
de ruido, considerandose que en esta concentracion la Casiopeina llgly puede ser aun
detectable, calculada por medio de la formula LD= 3 r ( donde r es el nivel de ruido

expresado en pg/mL ).
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5.6.7 Limite de Cuantificacién/ Casiopeina ligly.
El limite de Cuantificacion para la casiopeina ligly es de 11.0 pg/mL, este parametro se
determina igual que el LD, pero el valor numeérico se calcula por medio de la formula LC=

10 r ( donde r es el nivel de ruido expresado en pg/ mL ).

5.7 Validacién del método analitico para cuantificar
Casiopeina lll-i, como materia prima.

5.7.1 Especificidad/ Casiopeina lll-i

En los cromato gramas mostrados en las figuras 18 y 19, el tiempo de retencion
obtenido para la casiopeina lll-i fue de 5.7 minutos. No se presenté interferencia alguna de
otra sustancia para el tiempo de retencion de la casiopeina lll-i. El posible compuesto de
descomposicion fue la solucién A: Cu-4,4 dimetil el cual se demostrd, mediante su analisis
por CLAR, que el tiempo de retencién obtenido para éste compuesto fueron 4.6. No
mostré interferencia alguna en comparacion con el T.R. de casiopeina lll-i, de esta forma
el sistema para determinar casiopeina Ill-i en solucién como materia prima es especifico

por lo anteriormente expuesto.

5.7.2 Linealidad/ Casiopeina lll-i

El sistema en solucion para casiopeina lll-i fue lineal dentro del intervalo de
concentraciones establecidas de 20 a 40 ug/mL, el coeficiente de correlacion “r* fue de
0.9938. La ecuacioén de la curva promedio de casiopeina lll-i en solucién fue, Y= 0.0212x-
0.0061 y el coeficiente de determinacion r2=0.9877, el coeficiente de variaciéon( %CV ) fue
0.85 a 1.91 esto implica que el método fue lineal en el intervalo de concentraciones

empleadas.
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5.7.3 Precision/ Casiopeina lll-i.

Repetibilidad

Al evaluar este parametro de precision se observé que cumple de los criterios de
aceptacion, puesto que el coeficiente de variacion (%CV) en cada uno de los niveles de
concentraciones empleadas (22, 28, 38 pg/mL) casiopeina IlI-l fue menor al 2%
obteniéndose valores de CV de 0.88,0.89,1.37 ug/mL.

Como se puede observar al evaluar la precision se encontré un aumento del coeficiente
de variacion conforme disminuye la concentracion de casiopeina lll-i, lo anterior puede ser
originado por errores en la preparacion de la muestra o del manejo del instrumental
empleado en la técnica.

En un segundo dia de analisis de los puntos control de casiopeina lll-i se observé que el
coeficiente de variacion tiene los siguientes valores 0.61, 0.65, 1.15, los cuales cumplen
con el criterio de ser menores al 2% de %CV, lo que nos indica que el método es repetible
en los niveles bajo, medio y alto.

5.7.4 Reproducibilidad/ Casiopeina lll-i.

Tomando como referencia los valores de las repeticiones para las muestras de control
de calidad del dia 1 y dia 2 de repetibilidad se evalué el parametro de reproducibilidad en
el cual se observo que no cumple con los criterios de aceptacion, puesto que el coeficiente
de variacién en cada uno de los niveles de concentraciones empleadas baja, media y alta
(22,28, y 38 pg/ mL) fue mayor al 2% obteniéndose los siguientes de % en los
coeficientes de variacion 1.02, 5.77 y 6.9 pg/mL, con estos resultados podemos observar

que la reproducibilidad del sistema no es consistente.
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5.7.5 Exactitud/ Casiopeina llI-i.
Al evaluar el parametro de exactitud se observd que cumple con los criterios de

aceptacion segun lo especificado en la guia de validacion para métodos analiticos Q2A
Noviembre 1996, ICH, se compara el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia, ambos resultados deben presentar concordancia segtin lo especificado en la
guia Q2A, ya que en los valores obtenidos experimentalmente fueron 18.9, 27.75 y 38.0
pg/ mL para cada uno de los niveles de concentracion empleados ( 22, 28 y 38 ug/ mL), lo
que indica que en cada nivel de concentracion se presenta una ligera variabilidad con
respecto al valor exacto empleado

En un segundo dia de analisis de los puntos control de casiopeina ligly se encontré que
los valores obtenidos experimentalmente fueron 21.2, 26 y 35.9 pg/mL para cada nivel de
concentracion empleados (22, 28, y 38 pg/ mL) en este caso se observa una ligera
variabilidad con respecto al dia anterior, este incremento en la variabilidad puede ser
debido a la mala manipulacién del instrumental al realizar los aforos, tomar las alicuotas o
incluso al mismo pesado de las materias primas.

Estos resultados nos permite observar que el método para la casiopeina lll-i es exacto

en el rango de las concentraciones empleadas.

5.7.6 Limite de Deteccion/ Casiopeina lll-i.

El limite de deteccion para la casiopeina lll-i fue de 0.3 pg/mL ya que en esta
concentracion la sefial de la casiopeina lll-i en solucion es tres veces mayor que el nivel
de ruido, calculada por medio de la formula LD= 3 r ( donde r es el nivel de ruido

expresado en pg/ mL).

5.7.7 Limite de Cuantificaciéon/ Casiopeina lll-i.
El limite de Cuantificacion para la casiopeina lll-i es de 1.0 pg/mL, este parametro se
determina igual que el LD, pero el valor numérico se calcula por medio de la férmula
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6.1 CONCLUSIONES

Las pruebas fisicas realizadas (descripcion, densidad aparente, densidad real, velocidad
de flujo y Tamaio de Particula), son parametros importantes para ser evaluados en el
Control de Calidad de una materia prima, nos proporciona informacién acerca de las
diferencias que existe entre un lote y otro para una misma materia prima, los resultados
obtenidos muestran que los lotes analizados son homogéneos entre ellos, ademas
podemos predecir su comportamiento en el producto final desde el punto de vista de
formulacion del medicamento.

En la determinacién de espectroscopia por UV-visible se obtuvieron los maximos de
deteccion especificos para las materias primas analizadas (Casiopeina ligly y lll-i), los
cuales se pueden tomar como un parametro de referencia l|dentidad para la
caracterizacion de estos compuestos, finaimente se logran detectar las transiciones
electrénicas que se dan en estos compuestos manifestadas por los maximos de absorcion
a diferentes longitudes de onda.

Al obtener los espectrogramas en la region de infrarrojo para cada una de las materias
primas, se obtienen las sefiales caracteristicas que nos proporcionan informacién acerca
de los grupos funcionales que forman la molécula, por medio de estas sefiales podemos
identificar y caracterizar la familia de las Casiopeinas.

El método analitico para determinar Casiopeina ligly en solucién por CLAR, es
especifico, lineal, exacto, preciso y repetible en el intervalo de concentraciones 10,30, 50,
70 y 100 pg/mL, el Limite de Deteccién es 3.3 pyg/mL y el Limite de Cuantificaciéon 11.0
pg/mL.

El método analitico para determinar Casiopeina lll-i en solucién por CLAR, es especifico,
lineal, exacto y preciso en el intervalo de concentraciones 20,25, 30, 35 y 40 pg/mL, el
limite de deteccién es 0.3 pg/mL y el Limite de Cuantificaciéon es 1.0 pg/mL.
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Fig.22 Micrografia Casiopeina ligly, con un aumento de ocular 10X
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Fig.23 Micrografia Casiopeina ligly, con un aumento de ocular 40X
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Fig. 24 Micrografia Casiopeina Ill-i, con un aumento de ocular 10X
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