UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

Desarrollo de una metodologia en fluido biolégico por HPLC,
para cuantificar un nuevo anticancerigeno, Casiopeina® IlI-Ea.

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:

LUIS ANTONIO CAMACHO CAMACHO

Ciudad Universitaria, CD. MX. 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: LENA RUIZ AZUARA

VOCAL: INES FUENTES NORIEGA
SECRETARIO: JUAN MANUEL RODRIGUEZ

ler. SUPLENTE: BLANCA ESTELA RIVERO CRUZ
2° SUPLENTE: KENNETH RUBIO CARRASCO

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA
CONJUNTOE
EDIFICIO DE BIOQUIMICA Y FARMACIA, LABORATORIO 113

ASESOR DEL TEMA: SUPERVISOR TECNICO:

DRA. INES FUENTES NORIEGA M. en C. KENNETH RUBIO CARRASCO

SUSTENTANTE:

LUIS ANTONIO CAMACHO CAMACHO

2 de 98



RECONOCIMIENTO g

2.0 RECONOCIMIENTO

Este trabajo fue posible gracias al financiamiento otorgado por el proyecto PAPIIT
IN221118 con titulo Estudio de las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas del

compuesto con actividad antineopldsica Caslll-Ea.

3 de 98



INDICE g

3.0 INDICE GENERAL

JL0 PORT AD A ... etecretter et reesnesressns sessmsess sneeessen sessen sessnsers susees sueeessen sessanens sueers sueese s ses ane 1
2.0 RECONOCIMIENTO...ccciiiiiineniiissnnnnisssssssnnsssssnssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssnssssssss 3
3.0 INDICE GENERAL..........ieeciieeciteceienieceeceisnessestennssestsnssestensssessensssessensssssssnnssssannsnans 4
4.0 LISTADO DE ABREVIATURAS........ciiittiittnnnniiiciiiienssssiiseniissesssssissessissssssssssssssssssssssnss 8
5.0 INDICE DE TABLAS ...t citeccireceeereceeetteanesettannssessaanssessnnssssssnnsssssannssssssnnsssssanens 10
6.0 LISTADO DE FIGURAS .......ccuueiiiiiiiiientnneiiieiinenssssiieiiiinesssssssisessssssssssssssssssssssssssssssssss 11
7.0 INTRODUCCION .....cueevereeeeriereeneesseesessesseseesessessesessssssssssseseessassssesssensessessassnsenseseans 12
8.0 ANTECEDENTES .....cittieemueiiiiiiiiieennnneiieiiiiseensssssisessiisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns 14
< 0 R 6= o Vol Y SO PRSP 14
8.1.1 Antineoplasicos en qUIMIOTErapia. ......cecevrereeieeeiiiiiiirreereeeeeeeeeicrrreeeeeeeeesennnns 14
8.2 Desarrollo de NUeVOS fArmMacos. .........ueeveeiieecciiiiiieeee e e e 15
e T OF- T o] o111 - 1RO URPP 16
8.3.1 CasiopiNa® HI-EQ ...cccuieeiiiiiieeeeiiieee ettt e e s s 17
8.4 Calidadanalitica por diSefio (AQDD)........cciieieeiireeeieeeee e e 19
8.4.1 Implementacion de AQDD ........cocuuiiiiiiie e a e 20
8.4.2 Perfil de calidad del producto objetivo / Perfil analitico del objetivo........... 20
8.4.3 Atributos criticos de calidad (CQA)/ Caracteristicas de rendimiento del
MELOdO aNAIITICO (AMPC) ...t e e s er e e e e e e s eaaaraeeeeas 21
8.4.3.1 Evaluacion inicial del MeSZ0.....ueeiiiiieiciiiiieeee e 22
8.4.4 Parametros criticos del Proceso (CPP) .....ueeeeieeiiiiieiuireerieeeeeeieicineeeeeeeeeeeennne 22
8.4.5 Disefio de experimentos €n QD ........cccuvviieeiiei i 23
8.4.5.1 Seleccion de disefio experimental.......ccccvveeeeiiiiiiiiiiieeeeeeee e 24
8.4.6 Espacio de disefio (DS)/Region de disefio operable del método (MODR).....24
8.4.7 Implementacion de la estrategia de control y mejora continua.................... 25
8.5 Disefio de eXPEriMENTOS ....cvieieeeieciitiieie e e e e et e e e e e eerrre e e e e e s e e e e e snbraaeeeaaeaens 25
8.5.1 Disefio de experimentos en la investigacion.........cccvveeeeeieiieciiireveeeeee e 26
8.5.2 Modelo estadistico y denotaciones..........cceeeveeiieicciiiieeiiee e 26
8.5.3 Conceptos bAsicos €N €l DOE ..........coovviuirveieeieeieeicccreeeee e e e e e 28
RS IOt N 4 o T=T 1 0 Y= | o TN 28
8.5.3.2 RESPUESTA ...cieiiiiiiie e e et e e e e e ettt e e e e e e e ea e e e e e e eeearn e aaane 28
8.5.3.3  FACHON e e e e e e aaaaes 28
ST T 0 S N Y USSP 29
8.5.3.5  Tratamientos. ....ceii i e aaees 29
8.5.3.6  EfECTO PrinCiPal...uueeeeeiiiiieiiiiiieeiee ettt e e e e e 29
TG T A 141 1T - [ ol ol Lo o PR 29
8.5.4 Principios basicos del disefio de experimentos........cccceveeeeeveeicnveeeeeeeeeeeneeennns 29
8.5.5 Disefios faCtoriales. ..o 31
8.5.5.1 Ventajas de los disefios factoriales........cccveeeeeieeieciiriereeiiee e 31
8.5.6 Representacion de los efectos principales y la interaccién de factores. ....... 32
8.5.6.1 Diagrama de Pareto de efeCtOS ........ccovvvrreeeieeeieieciiireee et e e 33

4 de 98



INDICE g

8.5.7 Disminucion del disefio experimental.......cccccceeieviiiiiiniiieee e, 34
8.5.8 Disefios de Cribados.......coccueiiiiiiiee e e 35
8.5.8.1 Disefio Plackett-BUrMan .........ccccviieiiiiiiee e e cciteee e e e e ere e e e e eaanee e 35
8.5.8.2 Disefio Factorial Fraccionado 2 K1 ... .....ocoiviiiiiiieeeeececeeeeeeeeesea 36
8.5.9 Metodologia del disefio de experimentos ........cccccevvveeeeeeeeiecciiiinrreeeeeeeeeeennns 37
8.5.9.1 Reconocimiento y delimitacidn del problema..........ccccoeeeiniiieiiniiiineeens 37
8.5.9.2 Eleccion de los factores, Niveles Y Fangos.........ceveeccrrrreeeeeeeeieesecireeeeeeeeenn 37
8.5.9.3 Eleccidn de la variable de respuesta.......ccccuveeeeeiieieieiiieeeeecceee e 38
8.5.9.4 Seleccion del disefio experimental.......ccccveeeeeieeicciiiieieeeee e 38
8.5.9.5 Realizacion del eXperimento ......cceeivecciiiieeee e 38
8.5.9.6 Anadlisis estadistico de 105 datos ........cceeeevuiieiiiiiiiee e 39
8.5.9.7 Conclusiones y recomMendacioNesS........cccuvveeeeeeeeeecirrieiieeee e e e e eeserrereeeeeeens 39
8.6 Planificacion de |a experimentacion.........cccoecccrrieeieeeeeieicccirreeeee e e 39
8.7 Desarrollo de métodos bioanalitiCoS........cccuveeeiiiiieiciiiee e 40
S R = 1o =T - | 1 1 SRR 40
8.7.2 Métodos bioanalitiCoS ......cuvieeeiiiiie e 41
8.7.3 TEécnicas de eXtraCCion ......cceeeeiiiiieeiciiee et e e e e 42
8.7.3.1 Extraccion de fase SOlida ........cccuveeeeiiiiieieiiie e 42
8.7.3.2 Precipitacion de ProteiNas....ccccccceeeieeiciiirreeeeeeeeeeeeccrreee e e e e e eeearrereeeeeeeeens 42
9.0 (0121 1 2 1 LY 0 1 TN 44
9.1  ODbjJetiVo GENEIAL.....uiiii it e e e e e e anae s 44
9.2 Objetivos PartiCUIAres........ei ittt e e e e rrer e e e e e e e 44
10.0 PARTE EXPERIMENTAL.....ccoiiiiiiiiiennnniiiieiiiannssesisseiinsssnsssssssssssnsassssssssssssssssnsssnss 45
1O A V=T o 1 Yo LRt 45
10.2 Materiales, EQUIPOS € INStrUMENTOS........ccvvvieeieeeeiiecirereee e e e e 45
10.3 Preparacion de SOIUCIONES ..........ueiiiiiei it e et e e e e e e e e e e e e e e e eeannes 46
10.3.1 Solucién stock de Casiopeina® ll1-Ea, 200 PG/ ML...cueeeeveeeereeecreeeeieeeeveeenne 46
10.3.2 Solucién acuosa de Casiopeina® lll-Ea, 10 pug/mML.....ocecveeeeieeeciieecieeeeee e 46
10.3.3 Plasma humano filtrado .........ceeeeeuiiie i 46
10.3.4 Solucién de Casiopeina® IllI-Ea en fluido bioldgico, 20 pg/mL ......cceeeeuveeeeee. 47
10.3.5 FM solucién amortiguadora de Fosfatos pH 6.8, 10 UM acuoso ................... 47
10.3.6 FM solucién amortiguadora de Fosfatos pH 7.4, 10 uM acuoso ................... 47
10.3.7 Fase MOVil: MELANOL. ....uiiiiiiie e 47
10.3.8 Solucidn de sulfato de zinc al 10% aCUOSO ......ceeeeeeeeeeciiiiieeee e a7
10.3.9 Solucion de trabajo @CUOSA ....ccccvvvveeeieeeiiiiiriieeeee et e e e e e eenrrerrereeeeeeas 47
10.4 SOftWare ESPECIAL.....uuuiiei i a e e e e eanees 48
10.5 Estrategia de desarrollo de método bioanalitico y optimizacion.............ccce.uu.e. 48
L1O.5.0 MUBSEIA ..ttt e e e e e et e e e e e e e e e aabb e e e e eeeaabaaan 48
10.5.2 Medicion de 1@ MUESTIa.....ccuuiii ittt e e 48
10.5.2.1 Longitud de ONda ........uuviiieiieiiciiieee et 48
10.5.3 Estudio de estabilidad de la Casiopeina® ll1-Ea.........ccovvvverereeeeiiccnrnnireneeeeenn, 49
10.5.4 Extraccion de la Casiopeina® IlI-Ea de la matriz.......cceeeeeceeeeecciieee e, 50
10.5.5 Protocolo de calidad analitica por disefio (AQDBD) ......ccccvveeeeeeeeerciinrreeeeeeeenn, 53
10.5.5.1 Perfil analitico del objetivo (ATP) .....coocciereeeiieeeeceee e 53

5 de 98



INDICE

10.5.5.2 Atributos criticos de calidad (CQA) / Caracteristicas de rendimiento del

MELOdO aNAlITICO (AMPC)....ciiiiiiiiiieeeee et e e s sabrae e e e e e e e seanees 54
10.5.5.2. 1 EStUAIO PIlOTO ..coieieiiiiieeiee ettt e e e e e e e eenanes 54
10.5.5.2.2 Andlisis inicial del rieSg0 ......ueiiviuiiieiiiiieee e 54
10.5.5.3 Parametros criticos del proceso (CPP).......cccovvveeeeieeiiiiicirrereeeeeeeeeeeevveeenn. 55
10.5.5.4 Seleccion del DOE experimental ........cccouveeeeiiieeeeciiiiee e 55
10.5.5.4.1 Realizacion del eXperimento .......cccccveeeeieecirrreeeeeeeeee e e e e e eeseanns 55
10.5.5.5 Espacio de diSeN0O (DS) ....cccccuireeeiiiieeeeiiee ettt et e e et 56
10.5.5.6 Implementacién de la estrategia de control y mejora continua ............... 56
11.0  RESULTADOS Y DISCUSION .....cveerrreenrrieeseeneseesesseesessssessessssssssesssessessesssesseseanes 57
11.1 Estrategia de desarrollo del método bioanalitico y optimizacidn.............c........ 57
3 I I O Y U 1= T o = T PP PP PPPPPPPPRRN 57
11.1.1.1 Medicion de 1@ MUESLIA .....ccuueieeeciieee ettt e e e aeee s 57
11.1.1.1.1Longitud de onda OPptima......ccccecuueieieiiiiee e e 57
11.1.1.2 Estabilidad de la Casiopeina® H-Ea........ccccevvrreeeeeeeeieicnrrreeeeeeeeeeecnreeeenn 57
11.1.1.3 Extraccion de la Casiopeina® IlI-Ea del fluido bioldgico..........ccceeeeunnneen. 63
11.1.2 Aplicacién del protocolo de calidad analitica por disefio ........ccccceevvvvveeeennnnn. 65
11.1.2.1 Seleccion del perfil analitico del objetivo (ATP) ........eeeevciieeeeciieeeeeiieeee, 65
11.1.2.2 Atributos criticos de calidad (CQA) / Caracteristicas de rendimiento del
MELOdO aNAlITICO (AMPC)....ciiiiiiiiiiieiei e e e e s abba e e e e e e e e seaanees 65
11.2.2. 2. 1EStUAIO PIlOTO ..ccieiiiiieeeee ettt e e e e e e e e e 66
11.1.2.2.2 Evaluacion inicial de ri@Sg0OS ......cuueireeieiieciiiiiiee e e e e 72
11.1.2.3 Pardmetros criticos del proceso (CPP).......ccccvvveeeeieeiieiccirrereeeeee e 73
11.1.2.4 Consideraciones del disefio de experimentos ..........ccecccvvveeeeeeeeeeccecnvvnnnen. 75
11.1.2.4.1Seleccion de factores...cccuuiieieciieee e 75
11.1.2.4.1.1 pHdelafase MOVil......ccccceeeeiiiiicieee e, 75
11.1.2.4.1.2 Proporcién de la fase organica (polaridad de la fase movil)..... 76
11.1.2.4.1.3 Velocidad de flujo......ccuvvmireeeiiiceeeee e, 76
I A 0 S 0o [0 oY o - USRS 76
11.1.2.4.1.5 Temperatura dela columna........cccccceeeeeiiiiiiciiieieeee e, 77
11.1.2.4.1.6 Volumen de iNYECCION ......ceveeieiieiciiieeeee e 77
11.1.2.4.1.7 Metodologia de extraccion de la matriz bioldgica.................... 77
11.1.2.4.2 Niveles de 1rabajo....cccccceeeeeieccciieeeeee et e e e 77
11.1.2.4.3Seleccidn de la variable de respuesta........ccccceeeeeeieiccciiieiieeeee e 78
11.1.2.4.4Seleccidn del disefio experimental.......ccccccvvvveeeeeeeieicciiineeeeeee e 78
11.1.2.5 Aplicacion del disefio de experimento ........cccvvveeeeeeicccciiieeeeeee e, 79
11.1.2.5.1DiseN0 de “SCre@NING" ......ccieiieerrrreeieeeeeeeecirreee e e e e e eerrrreeeeeeeeeeeeeanns 79
11.1.2.5.1.1 Aplicacién del diseio tipo Plackett Burman .......ccccccceoeuunnneenn. 80
11.1.2.5.2 DiseNo de OptimizacCion ........cccccvveeeieeieeieciiiirreeeeeeeeeeerrreeee e e e e e e 86
11.1.2.5.2.1 Aplicacién del disefio de optimizacion: Disefio factorial
fraccioNado 2% .. .o ettt ereens 86
11.1.2.6 Espacio de disefio/Region de disefio operable del método...................... 87
11.1.2.6.1.1 Combinacion éptima de niveles de los factores. ...................... 88

11.1.2.7 Estrategia de control y mejora continua ..........cccceeeeieecciiiieeeeee e, 89

6 de 98



INDICE

12.0 CONCLU

SIONES Y ACCIONES.......ccceerrntiirninisnniisnninsnnissnsnssnsssssnsssssssssssssssnnes

13.0 REFERENCIAS......uuuueeeriitiiiciintnntttittinnciinennsteeiisisssssnssassettsssesssssanssssesssessssssssanses

14.0 ANEXOS

7 de 98



LISTA DE ABREVIATURAS g

4.0 LISTADO DE ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

°C Grados Celsius
1LY Micromol
ABC Area bajo la curva
ADME Absorcion, Distribucién, Metabolismo y Excrecion
ADN Acido desoxirribonucleico
Analytical Method Performance Characteristics/
AMPC Caracteristicas de rendimiento del método analitico
ANOVA Analysis of variance/Andlisis de varianza
API Active pharmaceutical ingredient/Principio activo
AQbD Analytical Quality by Design/Calidad analitica por disefio
ATP Analytical Target Profile/Perfil analitico del objetivo
CI50 Concentracion inhibitoria 50
Cmax Concentracion sérica maxima
Critical Process Parameters/Parametros criticos del
CPP proceso
CQA Critical Quality Attributes/Atributos criticos de calidad
DL50 Dosis letal 50
DoE Design of Experiments/Disefio de experimentos
DS Design Space/Espacio de disefio
g Gramo
kg Kilogramo
MAD Multiple ascending dose/Dosis ascendentes multiples
mg Miligramo
mL Mililitro
mm Milimetro
MODR Method Operable Design Region/Region de disefio
operable del método
NIR Near Infrared/Infrarrojo cercano
nm Nanometro
PDT Photodynamic therapy/Terapia fotodindmica
QbD Quality by Design/Calidad por disefio
Quality Target Product Profile/Perfil de calidad del product
QTPP objetivo
ROS Reactive oxygen species/Especies reactiva de oxigeno
SAD Single ascending dose/Dosis ascendente simple
Structure—activity relationship/Relacion estructura-
SAR actividad
SCE Suma de cuadrados del error

8 de 98



LISTA DE ABREVIATURAS

Tmax
Hg
ML.
um

Tiempo maximo
Microgramo
Microlitro
Micrometro

9 de 98



LISTADO DE TABLAS g

5.0 INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Subfamilias de CasioPEINA® ........cocuiiieiiiiiie e e rae e e e e aae e e e 17
Tabla Il. Caracteristicas fisicoquimicas de Casiopeina® ll-Ea........cccccevuvveeeeeeeeieccccinrreeeennnn. 19
Tabla lll. Condiciones de estabilidad sometidas a la Casiopeina® Ill-Ea..........cccceeeeenneeennes 49
Tabla IV. Condiciones de la precipitacion de proteinas .......ccccceeeeeeeecciirieeeeeee e, 52
Tabla V. Estabilidad de Casiopeina® lll-Ea en diferentes condiciones. .........ccccoveeeeiiiveeeenns 58
Tabla VI. Remanente de Casiopeina® HH-EQ.......ccccouiiieiriiiieiiiiieee e e e e a e 61
Tabla VII. Estimacion del t90 de degradacion de Casiopeina® lll-Ea. .......c..oeeeeeviieeeenieenn. 62
Tabla VIII. Resultados de extraccidn por precipitacion de proteinas. .......ccccceevveeeeriveeennne. 64
Tabla IX. Factores considerados para el disefio en medio acuoSO ........cccceeeeeeeeeccivrieeeenennn. 67
Tabla X. Disefio factorial 2°* de Casiopeina® IlI-Ea en medio acuoso. .........cceevrveevreerenne. 68
Tabla XI. Analisis de Varianza para Tiempo de retencidn......ccccceeeeecciiieeee e, 69
Tabla XIl. Analisis de Varianza Para Ar€a ......o.oeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eenne 71
Tabla Xlll. Controles criticos del ProCeso. .......cuuueieeieiiccccciiiee e 74
Tabla XIV. Factores y niveles estudiados. .......ccvveeeeieeiiiiciirieeeeeeec e 78
Tabla XV. Matriz de disefio Plackett BUrMan 27........cocceeveiuieiecieeireccreceeeeeere e 80
Tabla XVI. Factores considerados para el disefio tipo Plackett Burmann ........ccccccvvveeeeeen. 81
Tabla XVII. Resultados de la aplicacion del disefio de Plackett Burmann...............ccoeeee... 82
Tabla XVIII. Analisis de varianza para Simetria. ....ccccoeeeeeivveeeee e e 83
Tabla XIX. Andlisis de varianza para ResSolUCION. ........cccvuviiieieie i 84
Tabla XX. Resultados de la aplicacion del disefio factorial fraccionado 241.............c..c........ 87
Tabla XXI. Combinacion éptima de niveles de los factores. ......ccoovveeciviiieieeiiiiccccceeeee, 88
Tabla XXIl. Valores de la respuesta en la combinacion éptima de los factores. ................. 88
Tabla XXIIl. Reporte de validacién de métodos analiticos para la cuantificacion de

Casiopeina llI-EA en solucion glucosada al'5 %. ....ccccuvveeeeeeeiieicciiiieeeeee e e e nnanns 97
Tabla XXIV. Reporte de validacidon de métodos analiticos para la cuantificacién de

Casiopeina llI-EA en solucion salina al 0.9 %. ......ccccvvveeeiee e e 98

10 de 98



INDICE DE FIGURAS g

6.0 LISTADO DE FIGURAS

Figura 1. Estructura de la Casiopeina® H-Ea........ccccoureieiiiiie et 18
Figura Il. Correlacion entre toxicidad aguda y actividad citostatica. 4,7-diMephen,

Casiopeina® IlI-Ea; 4,4-diMebipy, Casiopeina® H-1a .......ccccoveeeeiiieeeeeiieeee e 18
Figura lll. Ejemplo de diagrama de Ishikawa.........cccceeeiiviiiiiiiiiiieeeee e, 22
Figura Ill. Factores y variables de Un ProCeso. ........eeiiecccciiiiiee et 29
Figura IV. Grafica de efectos principales. El efecto de B es mayor que el de A.................. 33
Figura V. Ejemplo de diagrama de Pareto........ccccveeeeeeiiecciiiieiieeee et 34
Figura VII. Proceso para la extraccion en cartuchos SPE Strata-X, Phenomenex. .............. 51
Figura VIII. Proceso de extraccién por precipitacion de proteinas. ......cccocceeeeeeeeeccivvveenenn. 53
Figura X. Espectro de absorcion en UV-VIS de Casiopeina® llI-Ea. .......ccoovveeeeeeeeerccrvnvennnnn.. 57
Figura X. Estabilidad de Casiopeina® IlI-Ea en solucién salina 0.9%. .......ccccccveevvveercreeennnen. 59
Figura Xl. Estabilidad de Casiopeina® llI-Ea en solucion glucosada 5%. ........ccoeveuvvrvennnnnnn. 60
Figura XII. Estabilidad de Casiopeina® Ill-Ea en agua destilada..........cccccecvveeeeiiieeeeennnenn. 60
Figura Xlll. Resultado visual del proceso de extraccién por precipitacion de proteinas. ...64
Figura XIV. Diagrama de Pareto estandarizado para tiempo de retencion....................... 70
Figura XV. Diagrama de Pareto estandarizado para area......cccccccceeevccrrveeeeeeeeeeencinvveeeneenn. 72
Figura XVI. Evaluacion inicial de rieSg0S......cocccuiiiiieeei ettt vrare e 73
Figura XVII. Curva de la potencia para disefo de Plackett-Burmann ........ccccccccoevvvrveennne.. 81
Figura XVIII. Diagrama de Pareto para Simetria.....ccccccoeeecciiiiiieii e 84
Figura XIX. Diagrama de Pareto para ReSOlUCION...........coccvmvieiieiieeicireeeee e 85
Figura XX. Grafica de contornos de la optimizacidon de ambas respuestas. ........ccccveeeeee... 87
Figura XXI. Cromatograma con las condiciones optimizadas. .......ccccccevvveeeeieeeiiccinnreennnnnn. 89

11 de 98



INTRODUCCION g

7.0 INTRODUCCION

Las Casiopeinas® son un grupo de medicamentos recién sintetizados disefiados para tratar

el cancer. Estos complejos de cobre muestran actividades citostaticas, citotoxicas,
genotdxicas y antineoplasicas a través de diferentes mecanismos de accién (1). La
Casiopeina® lll-Ea es un complejo de cobre con actividad anti-proliferativa y anti-tumoral,
destinada a actuar a través de mecanismos alternativos al cisplatino, siendo un farmaco

prometedor para el tratamiento del cancer (2).

Céncer es el nombre que se le da a una enfermedad que se caracteriza por la acumulacién
de células, provocando la formacion de un tumor, que siempre es fatal si no se trata. En
México, el cadncer ha seguido siendo una de las primeras5 causas de muerte, en el afio 2021
se encuentra como la cuarta causa de muerte, después de las enfermedades del corazon,
COVID-19y diabetes mellitus. En México el afio 2020, la muerte derivada de problemas de
la salud por cancer representd el 9% del total de defunciones (3). En el mundo, el cancer es
la segunda causa de muerte (8.97 millones de muertes en 2018) después de la cardiopatia
isquémica, pero probablemente se convertira en la primera en el afio 2060

(aproximadamente 18,.63 millones de muertes) (4).

Generalmente, la terapia contra el cancer combina quimioterapia, radioterapia y cirugia.
Aunque la gran mayoria de los compuestos quimioterapéuticos son moléculas organicas,
en las ultimas cinco décadas ha surgido una importante investigacion sobre los sistemas
inorganicos como una alternativa importante y util a los tratamientos mas comunes. Los
compuestos a base de platino, como el cisplatino, se han utilizado clinicamente para tratar
varios tipos de cancer, incluidos el cancer de pulmodn, colorrectal, de préstata y de ovario
(1). Sin embargo, esta clase de compuestos presenta severos efectos secundarios, que
incluyen nefrotoxicidad, cardiotoxicidad y caida del cabello, entre otros. Para superar estas
desventajas, nuevos farmacos contra el cdncer basados en metales enddgenos;
principalmente hierro y cobre, se han desarrollado con resultados prometedores (5). En
este sentido, las Casiopeinas® han sido desarrolladas con la premisa de que los metales
enddgenos son menos toxicos, las Casiopeinas® se han estudiado en modelos in vitro e in

Vivo.
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Lral Biofarmacia es una disciplina que aborda la relacidon existente entre las propiedades

fisicoquimicas del fdrmaco, la forma farmacéutica y la via de administracion en la velocidad

y cantidad de fdrmaco absorbido (6).

Antes de probar un farmaco en personas, fases clinicas, los investigadores averiguan el
comportamiento de estos farmacos en diferentes matrices o animales. Estos estudios
proporcionan informacion detallada sobre farmacocinética y la toxicidad del fdrmaco. Para
ello, se emplea el bioanalisis, que se refiere a la identificacién y cuantificacion de analitos
en varias matrices bioldgicas (sangre, plasma, suero, saliva, orina, heces, piel, cabello,
tejido de d6rganos) (7). Los farmacos investigados estan presentes en concentraciones
bajas, mientras que los compuestos enddgenos son numerosos y abundantes. Por esto,
existe la necesidad de procedimientos confiables y eficientes para realizar andlisis tanto

cualitativos como cuantitativos con metodologias rentables y tiempo de andlisis reducido

(8).
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8.0 ANTECEDENTES

8.1 Cancer

El cdncer es un término general que describe una clase diversa de enfermedades en las que
las células experimentan un crecimiento descontrolado con el potencial de volverse
malignas mediante la adquisicion de diversas caracteristicas aberrantes (es decir,
autosuficiencia en las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales anti-crecimiento,
potencial replicativo ilimitado, angiogénesis sostenida, evasion de la apoptosis,
desregulacion y reprogramacién de vias metabdlicas celulares, evasién inmune,
inestabilidad genética o epigenética e inflamacién promovida por tumores) durante su

desarrollo como resultado de factores genéticos o ambientales (9-11).

El cdncer es una de las principales causas de muerte en el continente americano. En el afio
2008, el cancer representd 1.2 millones de muertes, de las cuales, el 45% ocurrié en
América Latina y el Caribe. Se proyecta que la cantidad de muertes por cancer en el
continente americano aumenté de 1.2 millones a 2.1 millones entre 2008 y 2030. Muchos
cancerestienen una alta probabilidad de ser eliminados si se detectan temprano y se tratan

adecuadamente (12).

En México, desde la década de 1960 el cancer se ubicd entre las diez principales causas de
muerte. Entre los afios de 1960 y 1970 fue el sexto motivo de mortalidad ascendiendo, para
1990 ocupd la segunda posicién hasta 2004, donde descendid al tercer lugar, mismo que
ocupa hasta el 2014. En el afio 2014, el cdncer representd el 12.2% de las defunciones,
Unicamente por debajo de las enfermedades cardiacas (19.2%) y la diabetes mellitus
(14.8%). Mostrando datos donde la mortalidad por neoplasias fue mayor en mujeres
(13.97%) que en hombres (10.74%). EI 43.7% de las muertes correspondieron a poblacion

en edad productiva (15-64 anos) y 54.4% a poblaciéon adulta mayor (65 afios o mas) (13).

8.1.1 Antineoplasicos en quimioterapia.
Los diferentes farmacos antineopldsicos pueden actuar sobre una o varias fases del ciclo
celular o sobre los mecanismos de control de la proliferacién celular (14). La respuesta que
se obtiene con la administracion del medicamento se relaciona directamente con la

capacidad proliferativa de la célula, que esta determinada por el tiempo de duplicaciéon del
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tumor. Es decir, a mayor proliferacién se prevé una mayor respuesta al tratamiento

citostatico (15):
¢ Alquilantes: Estos farmacos, son los mas utilizados en la quimioterapia, daifian el ADN
e interfieren en la replicacion celular. Provocan su accién citotoxica mediante la
formacion de enlaces covalentes entre sus grupos alquilo y diversas moléculas
nucledfilas presentes en las células, especialmente las bases nitrogenadas del ADN
(14). La ciclofosfamida, es el agente alquilante mas utilizado. Es una molécula inactiva
gue requiere activacion hepatica, con la que da lugar a la fosforamida, que es el

principal metabolito activo.

e Antibidticos citotdxicos: Son sustancias de origen natural generadas principalmente
por hongos. Estas sustancias son capaces de alterar el crecimiento de otras células

(14).

e Antimetabolitos: Estos farmacos tienen una estructura similar a la de los
componentes que participan en la sintesis de acidos nucleicos, de modo que

interfierenen su metabolismo y en concreto en la sintesis de acidos nucleicos. Ejercen

su accion principalmente sobre tumores en rapido crecimiento (15).

8.2 Desarrollo de nuevos farmacos.
El descubrimiento moderno de farmacos ha sido en gran medida objetivo y principalmente
impulsados por enfoques quimiocéntricos, es decir, enfoques basados en un compuesto
especifico o clase de compuesto que sirvié como punto de partida para una mayor
optimizacion. Estos quimiotipos se descubrieron a través del conocimiento etnobotanico o
se derivaron de sustancias y ligandos naturales. Con el reciente conocimiento de los
métodos modernos de biologia molecular y del genoma humano, el descubrimiento de
farmacos ahora se ha transformado en un enfoque que incluyen objetivos basados en el
cribado (target-based screening), cribado fenotipico, la modificacién de sustancias

naturales y los enfoques basados en la biotecnologia (16).
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8.3 Casiopeinas®

En las ultimas décadas, los agentes terapéuticos con un centro metalico han ganado un
interés significativo como agentes quimioterapéuticos. Uno de los enfoques hacia el
tratamiento contra el cancer es la quimioterapia, de la cual en la actualidad se han disefiado
nuevas moléculas para actuar especificamente dentro de una célula cancerosa. Dentro de
este grupo de nuevas moléculas se encuentran las Casiopeinas®, cuyo nombre proviene de
“la constelacion Casiopea”, formada por seis estrellas, ordenadas con el mismo arreglo

central de estos compuestos (17).

Las Casiopeinas® son una familia de mas de cien compuestos de coordinacion, los cuales
han sido caracterizados y reorganizados en subfamilias al tener variaciones en la férmula
general. De estos mas de cien compuestos, se eligieron veinticuatro, de los cuales se
seleccionaron diez vy, finalmente tres, los mds prometedores por su solubilidad vy
selectividad. Estas dos moléculas llevan el nombre de Casiopeina® ligly y Casiopeina® Ill ia
y Casiopeina® lll Ea , de los cuales hasta el momento se tienen nueve subfamilias, con

distinta actividad in vivo e in vitro (18).

Las Casiopeinas® son un grupo de compuestos de coordinacidn con un centro de dtomo de
cobre, disefiadas como agentes quimioterapéuticos sobre la base de que los compuestos
con cobre se metabolizan mds facil que otros cationes metalicos, con un menor riesgo de
efectos secundarios y una mayor eficacia (19). Las Casiopeinas® poseen dos férmulas
generales, [Cu(N-N) (O-N)]NO3s, y [Cu(N-N) (O-O)]NOs3, donde N-N es una diimina aromatica
substituida (1,10-fenantrolina o 2,2'-bipiridina), N-O es un a- o B-aminodcidatos, y O-0 es
un donador de oxigeno (acetilacetona o salicilaldehido). Estos compuestos son capaces de
catalizar la reaccion de Fenton, generando multiples ROS como radicales libres hidroxilo

(*OH) y superdéxido (#02-), ademads de perdéxido de hidrégeno (H202) (20).

Diferentes aspectos quimicos fueron considerados para el disefio de las Casiopeinas®, estos
aspectos incluyen: a) la presencia de un metal esencial el cual disminuya el riesgo de
toxicidad; b) la presencia de diiminas aromaticas con una alta afinidad relativa por
complejos de cobre, que favorecen la configuracion Cis alrededor del metal, brindandole a

la molécula una estructura plana estable debida a su sistema de anillos aromaticos; c)
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ligandos secundarios con baja toxicidad y alta afinidad al cobre. En conjunto, estas

caracteristicas estructurales brindan una amplia estabilidad, reactividad y solubilidad

oleosa, que modulan las propiedades de esta familia de moléculas (18).

Estudios previos, usando diferentes modelos experimentales tanto in vivo como in vitro,
han mostrado que las Casiopeinas® exhiben un mayor efecto antiproliferativo que el
Cisplatino, esto ha sido reportado para cancer murino y humano, entre esos; de mama,
leucemia, adenocarcinoma colorectal y carcinomas cérvico uterino, neuroblastomas,
carcinoma de pulmon, entre otros. Ademas, las Casiopeinas® han mostrado tener efectos
citostaticos y citotoxicos in vitro en algunas células tumorales e in vivo en tumores
implantados en ratones (18). Recientemente, se ha reportado que las Casiopeinas® son
capaces de producir fragmentacion del ADN y oxidacién de bases, en la cual su accién
parece ser relacionada a la generacion de ROS después de la reduccién del cobre. También
puede inducir disfuncién mitocondrial por sobre produccién de ROS, provocando la muerte

celular (21).

Tabla I. Subfamilias de Casiopeina® (22).

"~ Subfamilia Formla General

Casiopeina®| Cu(4,7-difenil-fenantrolina)(O-N)NO;
Casiopeina®ll Cu(4,7-dimetil-fenantrolina)(O-N)NO;
Casiopeina®lll Cu(N-N)(O-O)NO;

Casiopeina® IV Cu(4,4’-dimetil-bipiridina)(O-N)NO;
Casiopeina®V Cu(5R-fenantrolina)(O-N)NO;

Casiopeina® VI Cu(5,6-dimetil-fenantrolina)(O-N)NO;
Casiopeina® VIl Cu(fenantrolina)(O-N)NO;

Casiopeina® VI Cu(3,4,7,8-tetrametil-fenantrolina)(O-N)NO;
Casiopeina® IX Cu(bipiridina)(O-N)NO;

8.3.1 Casiopeina®lll-Ea
La Casiopeina® IlI-Ea [Cu(H20)(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(acetilacetonato)]NO3, es un
complejo de cobre con actividad antiproliferativa y antitumoral, disefiada como una
alternativa a los diferentes compuestos de platino (2). Los estudios estructura-actividad
han asociado la influencia de la estructura de las Casiopeinas® con su toxicidad y su

actividad, permitiendo seleccionar las moléculas mdas prometedoras. En un ensayo,
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veintiun compuestos fueron probados empleando Cisplatino como referencia donde Ia

Casiopeina® lll-Ea mostré el mas bajo CI50 en laslineas celulares HeLa y SiHa. Este complejo

provee una mayor actividad citostatica que Casiopeina® Ill-la (23).

NO,

Figura I. Estructura de la Casiopeina® lll-Ea (23).
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Figura Il. Correlacion entre toxicidad aguda y actividad citostatica. 4,7-dimephen,
Casiopeina® lll-Ea; 4,4-dimebipy, Casiopeina® lll-la (23).
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Tabla Il. Caracteristicas fisicoquimicas de Casiopeina® lll-Ea (23-25).

| Caracteristica Descripcion

Peso molecular 450.94 g/mol

Analisis elemental C:50.37%; N: 9.40%; H: 4.46%
Absorbancia maxima 273 nm

pKa 5.01

Solubilidad pH 6.8 y 180 mg/mLy 170 mg/mL
7.4

Log D -0.81

Dosis terapéutica 0.8 mg/kg

IC 50 18 a 47 uM

8.4 Calidad analitica por disefio (AQbD)
La calidad por disefio (QbD) es un concepto desarrollado por primera vez por el pionero de
la calidad, el Dr. Joseph M. Juran. El Dr. Juran creia que la calidad debe disefiarse en un
producto y que la mayoria de las crisisy problemas de calidad se relacionan con la forma

en que se disefid un producto en primer lugar (26).

La calidad por diseifo es un enfoque que tiene como objetivo garantizar la calidad de los

medicamentos mediante el empleo de metodologia estadistica, analiticay de gestidon de

riesgos en el disefio, desarrollo y fabricacién de medicamentos (27).

La calidad por disefio se centra en el uso de andlisis multivariante, a menudo en
combinacién con métodos modernos de quimica analitica de procesos y herramientas de
gestiéon del conocimiento para mejorar la identificacién y comprensiéon de los atributos
criticos de los materiales y los parametros criticos del proceso de desarrollo de los
medicamentos. Esta mayor comprension del producto y el proceso se utiliza para
incorporar la calidad en el desarrollo y proporcionar la base para la mejora continua de los

productos y procesos (27).

Asimismo, entre los investigadores existe la necesidad de adoptar este concepto en el
desarrollo de métodos analiticos, es por ello por lo que se ha informado de un nuevo
concepto, calidad analitica por disefio (AQbD). AQbD ayuda en el desarrollo de un método
analitico robusto y rentable que sea aplicable durante todo el ciclo de vida del producto,

para facilitar la flexibilidad regulatoria en el método analitico. Significa la libertad de
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cambiar los pardmetros del método dentro del espacio de disefio de un método,

denominado region de disefio operable del método (MODR) (28).

Entre los investigadores analiticos, hasta la fecha la experiencia o exposicion con el enfoque
AQbD para métodos analiticos es limitada o es insignificante. Al igual que hoy, lasindustrias
farmacéuticas tienen muchas preguntas y requieren muchas mas discusiones sobre la
implementacion de AQbD vy su correlacién con otros componentes de los sistemas de

calidad farmacéutica (28).

8.4.1 Implementacionde AQbD
La aplicacién del concepto QbD al método analitico es justificable, debido a muchas
variables que afectan significativamente los resultados del método. Estas variablesson la
configuraciondel instrumento, lascaracteristicas dela muestra, los parametros del método

y la eleccién de modelos de calibracion (28).

La técnica cromatografica es la herramienta analitica mas comun en el control de calidad
farmacéutica, y el numero de variables involucradas en la fase de desarrollo del método
analitico es casi equivalente al nimero de variables involucradas en la formulacién y
protocolos de desarrollo para la forma farmacéutica. La implementacion de QbD brinda la
oportunidad de lograr flexibilidad regulatoria, pero requiere un alto grado de solidez,
calidad del producto y comprensién del método analitico. Se recomienda adoptar un
protocolo de disefio de experimentos (DOE) adecuado en el enfoque AQbD para identificar
un MODR validado para un alto grado de comprension del método analitico-producto-

proceso (28).

8.4.2 Perfil de calidad del producto objetivo (QTPP) / Perfil
analitico del objetivo (ATP)

AQbD se inicia con un perfil analitico del objetivo o ATP, que es andlogo a QTPP. ATP define
el objetivo del proceso de desarrollo del método analitico, relacionando los resultados del
método para lograr el QTPP. En términos generales, el ATP se puede definir como una

declaracion que define el propdsito del método que se utiliza para impulsar las actividades
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de seleccion, disefio y desarrollo del método. El ATP es un pardmetro clave en AQbD que

facilita una mayor mejora continua de los métodos analiticos y su eleccion (29).

La identificacion del ATP incluye la seleccidn de requisitos del método, como los analitos
objetivo (producto e impurezas), la categoria de la técnica analitica y las especificaciones
del producto. Se realizaria una evaluacion de riesgo inicial para anticipar los requisitos del
método vy las criticidades analiticas. El ATP general para los procedimientos analiticos es el

siguiente (29):
v Seleccién de analitos objetivo (APl e impurezas),
v’ Seleccién de técnica (HPLC, GC, HPTLC, cromatografia idnica, HPLC quiral, etc.),

v’ Seleccién de los requisitos del método (ensayo o perfil de impurezas o disolventes

residuales).

8.43  Atributos criticos de calidad (CQA)/ Caracteristicas de
rendimiento del método analitico (AMPC)

Los CQA son una propiedad o caracteristica fisica, quimica, biolégica o microbiolégica que
debe estar dentro de un limite, rango o distribucion apropiados para asegurar la calidad
deseada del producto. Los CQA generalmente se asocian con la sustancia farmacéutica, los
excipientes, los productos intermedios (materiales en proceso) y el producto farmacéutico
(30). Los Atributos Criticos del Material (CMA) consisten en propiedades fisicas, quimicas,
bioldgicas o microbioldgicas que el material de entrada debe cumplir para asegurar el CQA

deseado (31).

Las AMPC se definen para satisfacer las necesidades de ATP. El AMPC puede clasificarse en
dos categorias, segun la fuente del error: a) variabilidad sistematica (sesgo), que incluye
precision, especificidad y linealidad; y b) variabilidad aleatoria (aleatoria), que incluye
precision, limite de deteccidén y limite de cuantificacion. Ademas, el alcance y la robustez
también se pueden establecer en la definicion de AMPC. La seleccién de la técnica analitica
(como ensayos cromatograficos, espectrofotométricos o microbioldgicos) debe basarse en

las definiciones de ATP y AMPC (31).
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La gestion de riesgos de calidad se puede utilizar para priorizar la lista de CQA/AMPC

potenciales para una evaluacién posterior. Los CQA/AMPC relevantes pueden identificarse
mediante un proceso iterativo de gestién de riesgos de calidad y experimentacion que
evalla hasta qué punto su variacion puede tener un impacto en la calidad del producto

farmacéutico (30).

8.4.3.1 Evaluacidninicial delriesgo
La evaluacidn de riesgos es un proceso basado en la ciencia que se utiliza en la gestion de
riesgos de la calidad y puede identificar los atributos del material y los parametros del
método (ATP). La evaluacion de riesgos se puede realizar desde la etapa inicial del
desarrollo del método hasta el monitoreo continuo del método. El enfoque AQbD implica
la identificacion de riesgos en las primeras etapas de desarrollo, seguida de planes de
mitigacion adecuados con estrategias de control que se estableceran. En general, el

diagrama de espina de pescado de Ishikawa se puede utilizar para la identificacién y

evaluacion de riesgos (29).

Equipment Analyte Analyst

Degradation
Injector > Sonication

Detector Solubility Weighing

— ik

r Gradient
Buffer salt Vaporization 4 identification

elution
Organic Room Dilation
modifier temperature method
Materials Lab environment Method operation

Figura Illl. Ejemplo de diagrama de Ishikawa (29).

8.44  Parametros criticos del proceso (CPP)
La evaluacion de riesgos es un valioso proceso basado en la ciencia que se utiliza en la
gestion de riesgos de la calidad que puede ayudar a identificar qué atributos y parametros
de proceso tienen un efecto potencial en los CQA del producto. La evaluacion de riesgos se

realiza normalmente al principio del proceso de desarrollo farmacéutico y se repite a

medida que se dispone de mads informacion y se obtiene un mayor conocimiento (30).
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Las herramientas de evaluacidn de riesgos se pueden utilizar para identificar y clasificar

pardmetros (por ejemplo, procesos, equipos, materiales de entrada) con potencial para
tener un impacto en la calidad del producto, basdndose en el conocimiento previo y los
datos experimentalesiniciales. La listainicial de parametros potenciales puede ser bastante
extensa, pero puede ser modificada y priorizada por estudios adicionales (por ejemplo, a
través de una combinacién de disefio de experimentos, modelos mecdnicos). La lista se
puede refinar alin mas mediante la experimentacién para determinar la importancia de las
variables individuales y las interacciones potenciales. Una vez que se identifican los
parametros significativos, se pueden estudiar mas a fondo (mediante una combinacién de
disefio de experimentos, modelos matematicos o estudios que conduzcan a lacomprensién

mecanicista) para lograr un mayor nivel de comprensién del proceso (30).

8.45 Disefiode experimentos en QbD
A principios del siglo XX, Sir Ronald Fisher introdujo el concepto de aplicar el analisis
estadistico durante las etapas de planificacion de la investigacién en lugar de al final de la
experimentacion. Cuando se aplica el pensamiento estadistico desde la fase de disefio,
permite incorporar la calidad al producto mediante la adopcion del enfoque de
conocimiento profundo de Deming, que comprende el pensamiento sistémico, la

comprension de variaciones, la teoria del conocimiento y la psicologia (32).

Entre varios enfoques de modelado matematico, el disefio de experimentos se utiliza
ampliamente para la implementacion de QbD tanto en la investigacién como en entornos
industriales. En QbD, la comprension del producto y del proceso es el factor clave para
asegurar la calidad en el producto final. El conocimiento se logra estableciendo modelos
que correlacionan las entradas con las salidas del proceso. Las relaciones matematicas de
los parametros criticos del proceso y los atributos del material con los atributos criticos de
calidad definen el espacio de disefio. En consecuencia, la comprensién del proceso esta
bien asegurada y conduce racionalmente a un producto final que cumple con el perfil de

producto objetivo de calidad (32).
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8.45.1 Seleccidonde disefio experimental

La selecciéon del mejor disefio experimental debe considerar varios aspectos, como los
objetivos definidos, el nUmero de factores de entrada y las interacciones que se estudiaran,
la validez estadistica y la eficacia de cada disefio. Con el fin de proporcionar una mejor
comprension de la aplicacion del DoE, los disefios experimentales se pueden dividir en dos

tipos: a) disefios de deteccidn; y b) disefios de optimizacién (31).

8.4.6 Espacio de diseiio (DS)/Region de disefio operable del
método (MODR)

El DS se define segiin como la combinacién e interaccién multidimensional de variables de
entrada y parametros de proceso que se ha demostrado que proporcionan garantia de
calidad. Por tanto, la combinacion e interaccion multidimensional de la variable de entrada
corresponde a un subespacio, el denominado DS, donde se ha demostrado la garantia de
calidad. El DS esta necesariamente englobado dentro del dominio experimental, que es el
espacio multidimensional formado por los rangos de factores utilizados durante el
desarrollo del método. En el marco del desarrollo del método, el DS puede considerarse
como una zona de robustez tedrica ya que no deben observarse cambios drasticos en los
niveles de los CQA del método. Por lo tanto, para definir un DS analitico, un nimero
sabiamente seleccionado de factores, también llamados factores operativos de pardmetros
de proceso critico (CPP) (por ejemplo, tiempo de retencién en cromatografia, temperatura
de la columna y concentracién de reactivos) que impactan en la técnica analitica en
desarrollo tienen que ser estudiados simultdneamente. Por lo general, los CPP se obtienen
a partir de un analisis de riesgos y una estrategia de priorizacién. El DS analitico es
finalmente un dominio multivariable de factoresde entrada que asegura que lasrespuestas
elegidas criticamente se incluyan dentro de limites predefinidos con un nivel aceptable de
probabilidad. El método analitico se identifica mediante un rango de condiciones de

operacion que son definidas por el DS analitico (33).
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8.4.7 Implementacion de la estrategia de control y mejora

continua
En QbD de productos, la estrategia de control estd disefiada para garantizar la produccién
instantdnea del producto con la calidad requerida (28). La estrategia de control es un
conjunto planificado de controles, derivado de la naturaleza del analito y la comprensién
de MODR. La estrategia de control del método se puede establecer en base a los datos
estadisticos completos recopilados durante las etapas DoE y MODR como se discutid
anteriormente. Usando estos datos experimentales estadisticos, se pueden establecer
correlaciones entre el método y los atributos del analito para la capacidad de cumplir con
los criterios de ATP. La estrategia de control resolverd la inconsistencia de los parametros
del método (por ejemplo, grado de reactivo, marca o tipo de instrumento y tipo de
columna). La estrategia de control del método no parece dramaticamente diferente bajo
el enfoque AQbD en comparacién con el enfoque tradicional. Sin embargo, los controles
del método se establecen en funcion de los datos experimentales de CQA, DoE y MODR

para garantizar un vinculo mas sélido entre el propdsito del método y el rendimiento (29).

8.5 Diseiode experimentos
El disefio de experimentos se define como una metodologia que aplica sistematicamente
la estadistica en la experimentacion. Consiste en realizar una serie de experimentos en los
gue se inducen cambios deliberados en las variables de un proceso, de manera que es
posible observar e identificar las causas de los cambios en la respuesta de salida. Con esta
técnica se puede conseguir, por ejemplo, mejorar el rendimiento de un proceso y reducir

su variabilidad o los costos de produccién (34).

El disefio de experimentos es la forma mas eficaz de hacer pruebas. El disefio de
experimentos consiste en determinar cudles pruebas se deben realizary de qué manera,
para la obtencién de informacidn, que puede ser analizada y comprendida con el fin de
proporcionar evidencia objetiva que permita responder a las interrogantes planteadas, y

con ello clarificar aspectosinciertos de un proceso, resolver un problema o una mejora (35).
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El disefio de experimentos es un conjunto de técnicas que son activas, es decir, no espera

gue el proceso mande sefiales que pueden ser observadas, sino que el proceso se manipula

para que proporcione informacién de calidad que se requiere para su mejoria (35).

8.5.1 Diseifiode experimentos enlainvestigacion
El objetivo en la investigacion es generar nuevas ideas y mejores respuestas a las
interrogantes del investigador. Investigadores de practicamente todos los campos de
estudio llevan a cabo experimentos. La planeacidn es una actividad que permite eficacia,
eficienciayefectividad en el trabajo. En lainvestigacidn experimental, la planeacién implica
disefiar el experimento. El disefio estadistico de un experimento da la posibilidad de que
éste sea realizado de una manera eficiente, es decir, con el minimo de recursos materiales
y tiempo. Un experimento es una prueba o serie de pruebas en las que se hacen cambios
deliberados en lasvariables de entrada de un proceso o sistema con el objetivo de observar

e identificar los cambios que pudieran reflejarse en la respuesta de salida (36).

La buena planeacion de la experimentaciéon ayuda al cientifico a organizar las tareas
necesarias para un estudio de investigacion. El estudio individual exige que el cientifico

tome una serie de decisiones criticas (36).

8.5.2 Modelo estadistico y denotaciones
Al igual que en el andlisis de regresion, el DoE se ocupa de modelar la dependencia de una
variable objetivo-aleatoria Y en dependencia de un nimero de variables deterministas
controlables x4, ..., X« (Ilamadas factores). El objetivo principal del DoE es encontrar
configuraciones para x = (X4, ..., X x) fuera de una regién dada V c R * conduzcan a
resultados “Optimos” para la variable objetivo bajo consideracion. Las diferentes
configuraciones X (, ..., X o para los factores se resumen en un disefio estadistico d .=
(x @, ..., X ) € Vndesizen. El criterio de optimalidad generalmente se define a través de
alguna funcién objetivo, por ejemplo, la informacion o entropia asociada con un
experimento, la varianza de algun predictor Y(x*) para una configuracion no observada

X*=X:.% ..., X etc. Las principales dreas de preocupacion en el DoE son (37):
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a. disefio estadistico en analisis de regresion y analisis de varianza

b. disefios factoriales

c. identificacién y eliminacion de influencias perturbadoras (blogueo)

Esto a menudo incluye, como primer paso, el disefio del tamafio del experimento; es decir,
el nimero de observaciones n que deben tomarse para lograr un objetivo predefinido. La
funcién mediade Y=Y (x) dadox = (x,, ..., X« ) € V se llama superficie de respuesta,

generalmente denotada por 11(x) = EY (x) y el modelo se convierte en
Yx)=nx) +e,xeV

donde se supone que el término de error aleatorio es independiente de x vy tal que E(¢g)
= Var(e) = o= Interpretando X como la realizacién de un vector aleatorio X =
(X, ..., X&), la respuesta de la funcién es simplemente la funcién de regresién de
Y w.r.t. X. La superficie de respuesta desconocida a menudo se modela a través de una

configuracion lineal

TI(X) = ﬁo + ﬁ1jz(X) + ...+ ﬁrfr(X)

con funciones dadas [7,..., [r. Por ejemplo, (X) podria ser una configuracién polinomial
de segundo orden

k k
mz) = Po+ ). Bizi + D BiTix;

i=1 i<j=1
que surge de una expansion de Taylor de segundo orden de 7. Aqui, la primera suma
contiene todos los efectos principales X, ..., Xy la segunda suma contiene las

interacciones (de segundo orden) x; x; (37).
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8.5.3  Conceptos basicos en el DoE

8.5.3.1 Experimento
Un experimento se puede definircomo una prueba o serie de pruebas en las que se realizan
cambios intencionados en las condiciones de entrada de operacién de un sistema o
proceso, con el objetivo de medir e identificar el efecto de estos cambios sobre una o varias

respuestas de salida (34).

8.5.3.2 Respuesta
Variable o variables cuyo valor viene determinado por el efecto o los resultados de cada
prueba experimental, por lo que puede ser caracteristica de la calidad de un producto y/o
variables que miden el desempefio de un proceso. El valor depende de igual manera de la

combinacién de factores y niveles establecidos (34).

8.5.3.3 Factor

Un factor es una variable de interés que es controlada hasta cierto punto por el
experimentador, de la cual se desea estudiar sus efectos en una o varias respuestas.
Cuando se considera que un factor puede influir en la respuesta o respuestas, estos se
denominan factores potenciales o perturbadores del disefio. Estos factores, son los del
interés del experimentador, ya que le permitira encontrar las condiciones deseadas. Los
factores estudiados pueden ser controlables o no controlables (34,38).

e Factores controlables: Son las variables de un proceso o caracteristicas de los
materiales experimentales que se pueden fijar en un nivel dado, por ejemplo,
temperatura, velocidad de agitacién, cantidad de reactivo, etc. Alos factores
controlables también se les Ilama variables de entrada, condiciones de proceso 6
variables de disefo (35).

e Factores no controlables o de ruido: Son variables o caracteristicas de los materiales
y métodos que no se pueden controlar durante la experimentacion o la operacién

normal del proceso, por ejemplo, la humedad, luz, etc (35).
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8.5.3.4 Nivel

Un nivel se puede definir como las diversas categorias de un factor, es decir, los diferentes

valores que se pueden asignar a cada factor estudiado en un disefio experimental (34,38).

8.5.3.5 Tratamientos

Son una combinacidn de niveles de todos los factores estudiados (35).

8.5.3.6 Efecto principal
Indica la contribucién de cada factor tiene sobre las variables de respuesta. Se define como
el cambio en la respuesta producido por un cambio en el nivel del factor. El efecto principal

o efectos principales se refieren a los factores de interés primario en el experimento (34).

8.5.3.7 Interaccion

Existe una interaccion cuando uno de los factores no produce el mismo efecto en la
respuesta con niveles diferentes de otro factor, el efecto de un factor depende del nivel en

que esta el otro (35).

Factores controlables

X, Xo X

]

Entrada_ Salida _
—_— Proceso om——

]

Factores no controlables

Figura IV. Factores y variables de un proceso (38).

8.5.4  Principios basicos del disefio de experimentos
El disefio de experimentos es el proceso de planear el experimento de tal forma que los
datos recabados puedan analizarse con métodos estadisticos, con el fin de obtener
conclusiones validas y objetivas. El enfoque estadistico del disefio experimental sera (til al

momento de obtener conclusiones significativas de los datos analizados (34).
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En el disefio de experimentos existen tres principios basicos, realizacion de réplicas,

aleatorizaciony la formacion de bloques (34).

e Réplicas: Las réplicas son la repeticion del experimento basico. La realizacién de
réplicas tiene dos objetivos. El primero, permite que el experimentador obtenga una
estimacion del error experimental, con el que se determinan las diferencias
observadas en los datos y concluir si son significativamente diferentes. La segunda, si
se utiliza la media muestral para estimar el efecto de un factor en el experimento, el

experimentador obtiene una estimacién mds precisa de este efecto (34).

¢ Aleatorizacidn: Es la base en |la que se fundamenta el uso de métodos estadisticos en
el disefio experimental. La aleatorizaciéon se define como la realizacion de las corridas
experimentales en orden aleatorio (al azar) y con la asignacion de material
experimental al azar. Esto aumenta l|la probabilidad de que el supuesto de
independencia (variablesaleatorias con distribuciones independientes) de los errores
se cumpla, lo cual es un requisito para la validez de las pruebas estadisticas que se
realizan. De igual manera, se asegura que las pequeias diferencias provocadas por
los factores no controlados se repartan de manera homogénea en todos los
tratamientos, por el contrario, de no realizar la aleatorizacidn, la experimentacion
estaria en un sesgo sistematico de los resultados experimentales (35). En ciertas
ocasiones, los experimentadores se encuentran con situaciones en las que la
aleatorizacion es complicada por distintos aspectos. Sin embargo, existen métodos
de diseno estadistico para resolver restricciones en la aleatorizacion: el disefio
anidado y el disefio de parcelas subdivididas (34).

e Formacion de bloques: Es una técnica de disefio que se utiliza para mejorar la
precision de las comparaciones entre los factores de interés. Consiste en nulificar o
tomar en cuenta, todos los posibles factores que puedan afectar la respuesta
observada. Frecuentemente, la formacién de bloques se utiliza para reducir o
eliminarlavariabilidad transmitida por los factores que puedan influir en la respuesta
experimental, pero en los que no hay un interés especifico. En general, un bloquees

un conjunto de condiciones experimentales relativamente homogéneas (35).
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8.5.5 Disenos factoriales

En la mayoria de los experimentos, se estudian el efecto de dos o mas factores. El objetivo
de un disefo factorial es estudiar el efecto de varios factores sobre una o variasrespuestas,
cuando elinterés sobre los factores es el mismo, determinando una combinacion de niveles
y factores que permitan tener el desempefio dptimo del proceso. En el disefio factorial se
investigan todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores en cada ensayo o

réplica (35).

En la experimentacidn surge la necesidad de estudiar conjuntamente mads de un factor con
diferentes niveles y combinaciones, es decir, que los factores interactien, ya que, si un
factor se estudia por separado, el resultado puede ser diferente al estudio conjunto, por
ello son empleados los disefios factoriales. De igual forma se emplean los disefios
factoriales cuando se requiere optimizar una respuesta, encontrando la combinacién de los

niveles y factores que brindaran una respuesta éptima (35).

Suponemos que la superficie de respuesta puede describirse suficientemente bien
mediante un polinomio de gradog =1 en k = 2 factoresx ,, ..., X . Para garantizar la no
singularidad de la matriz de informacién es necesario que cada factor pueda tomar al
menos g + 1 valores diferentes, estos ultimos se denominan niveles de los factores. Un
disefio factorial significa entonces un disefio que define un subconjunto de todas las
combinaciones posibles de los niveles de los k factores. Se dice que es un disefio factorial
completo si contiene todas las (g + 1) * combinaciones de los niveles; de lo contrario, se
dice que es un disefo factorial fraccional. En la mayoria de las aplicaciones, |la superficie de
respuesta se investiga de forma secuencial. En un primer paso, se debe realizar un cribado
de los factores esenciales, utilizando herramientas del analisis de regresién o del analisis

multivariado (por ejemplo, andlisis de componentes principales) (37).

8.5.5.1 Ventajas de los disenos factoriales

Los disefios factoriales son mas eficientes que los disefios de un solo factor cuando se

requiere estudiar dos o mas factores. Ademas, con los disefios factoriales se pueden
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mostrar las interacciones presentes con el fin de evitar llegar a conclusiones incorrectas.

Algunas otras ventajas son las siguientes (35):

e Permiten estudiar el efecto individual y la interaccién entre distintos factores.

e Se pueden aumentar, en el caso que se requiera de una exploracién mas completa.

e Pueden realizarse fracciones de los disefios factoriales, los cuales en las primeras
etapas son de gran utilidad cuando el experimento involucra muchos factores.

e Pueden ser utilizados en combinacién con el diseiio de bloques en ciertas situaciones
en las que no pueda realizarse todo el diseio factorial bajo las mismas condiciones.

e Lainterpretacion y calculo de los efectos en el disefio experimental se puede realizar

con calculos sencillos, en especial cuando se trata de solo dos niveles.

8.5.6  Representacidondelos efectos principalesylainteraccionde

factores.
El efecto principal de un factor es mejor representado de manera visual, mediante una
gréfica. El efecto principal indica la contribucidon de cada factor sobre la o lasvariables de
respuesta. La grafica consiste en colocar en el eje vertical la escala que representa la
magnitud de la variable de respuesta (Y), después uno de los dos factores se representa
con sus dos niveles en el eje horizontal y en direccion vertical de cada uno de estos niveles
se coloca un punto que representa la respuesta promedio en cada nivel del otro factor. Al
final, cada punto del lado izquierdo se une con su correspondiente punto del lado derecho
mediante una linea recta. Cuando existe interaccidn las lineas obtenidas tienen una
pendiente muy diferente, en cambio cuando no hay interaccién las lineas tienen una

pendiente similar y son aproximadamente paralelas (35).
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Figura V. Grafica de efectos principales. El efecto de B es mayor que el de A (35)

Definir Ay B.

Cuando se llega a la conclusion de que existe una interaccion con dos factores, su
interpretacidn tiene prioridad sobre los correspondientes efectos principales, aunque estos

sean significativos (35).

8.5.6.1 Diagrama de Pareto de efectos
Paraobservar laimportancia de los efectos de los factores, ademas del analisisde varianza,
existen métodos graficos que lo complementan, por ejemplo, el diagrama de Pareto de
efectos. El diagrama de Pareto de efectos sin estandarizar representa la manera gréfica de
observar cudles efectos son mas grandes respecto a su magnitud, pero sin considerar

supuestos distribucionales (38).

Con el diagrama de Pareto, muchas veces se logran detectar los efectos que son
significativos, y con el ANOVA sélo se confirma lo que se ha encontrado en estos graficos

(38).
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Figura VI. Ejemplo de diagrama de Pareto (38).

Cada barra en el diagrama es la representacion del efecto estandarizado de cada factor,

que es calculado mediante (38):

bs(efect : / :
“_“L‘({)‘J_ vy Q = <\,/('.\1,.,.,.,,,./(u-'zk z))

El diagrama, de igual forma muestra una linea de referencia, con la cual indica cudles
efectos son estadisticamente significativos. Asi, los efectos estandarizados se ordenan de

mayor a menor y la linea se calcula mediante (38).

t(gl.’r!'or’ xX= 2)

8.5.7 Disminucion del disefio experimental.
Cuando en el ANOVA 'y en los gréaficos anteriores se detecta que un factor particular no es
significativo, ya que su efecto principal y todas las interacciones en las que interviene no

son importantes, este puede ser eliminado completamente del analisis, con lo que el disefio

se reduce (35).

En general, si hay factores que se pueden eliminar, los datos se convierten en un disefio

factorial 2%k~P con 2 P repeticiones en cada punto (35).
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8.5.8 Disefios de cribados

Un "disefio de cribado" se refiere a un disefio experimental que se puede aplicar cuando se
debe examinar un gran nimero de factores causales potenciales, para identificar los mas
importantes que pueden tener un efecto en una o mas respuestas de interés. Esto reducird
el numero de factores que se investigaran en la experimentacion adicional. Para eliminar
factores sin importancia antes de invertir tiempo y dinero en un experimento mas

elaborado, se podria realizar un disefio tipo Plackett-Burman (39).

8.5.8.1 DiseioPlackett-Burman
Los procesos pueden refinarse identificando los factores que influyen de una manera
menos costosa. Minimizar el nUmero de experimentos y maximizar la informacion es el

objetivo final de un disefo tipo Plackett-Burman (39).

El disefio Plackett-Burman, desarrollado por RL Plackett y JP Burman en 1946, fue disefiado
para mejorar el proceso de control de calidad que podria usarse para estudiar los efectos
de los pardmetros de disefio en el estado del sistema para que se puedan tomar decisiones
inteligentes. Las matrices ortogonales disenadas por Plackett y Burman son utiles para el
cribado, que producen estimaciones imparciales de todos los efectos principales en el
disefio mas pequefio posible. Pueden seleccionarse varios factores de nimero o'g 'en un
disefio de Plackett-Burman 'g + 1'. Un rasgo caracteristico es que el tamafio de la muestra

es un multiplo de cuatro en lugar de una potencia de dos (4 k observaciones con k=1, 2,

Los disefios Plackett-Burman han sido utilizados para investigar x « — 1 variables en n
experimentos que proponen disefios experimentales para mas de siete factores y
especialmente para n24 experimentos, es decir, 8, 12, 16, 20, etc., que son adecuados para
estudiar hasta 7, 11, 15, 19, etc., factores respectivamente. Dichos disefios se conocen
como disefos saturados. La principal ventaja de los disefios saturados es el nimero minimo
de observaciones necesarias para calcular un efecto para un determinado factor. Una
seleccién de disefios Plackett-Burman de dos niveles es igual a los disenos factoriales

fraccionados saturados. Esto significa que siete factores se analizan con factorial fraccional
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(27-4) y con un disefio Plackett-Burman que requieren ocho observaciones. Para estudiar

11 factores, se usa disefo Plackett-Burman con 12 corridas, mientras que los disefios
factoriales fraccionales requieren 16 observaciones. De este modo, el disefio Plackett-
Burman requiere menos experimentos que los disefios factoriales altamente fraccionados
gue incluyen el mismo numero de factores. La propiedad proyectiva del disefio Plackett-
Burman es que permite al experimentador seguir un disefio inicial con corridas que
permiten una separacién eficiente de los efectos principales y los efectos de interaccién.
Los disefios Plackett-Burman son disefios de la Resolucion Il con el atributo de requerir el
menor numero de corridas, pero no permiten la estimacién de interacciones entre factores;
puede identificar los principales factores importantes que conforman las posibles

interacciones significativas (39).

Un analisis mds detallado de los factores principales importantes permitiria al analista
identificar y estimar los términos de interaccién significativos. Por lo tanto, el uso de un

disefio de Plackett-Burman es apropiado para la deteccion (39).

8.5.8.2 Disefio Factorial Fraccionado 2 ¥2
Un disefio factorial fraccionado es un disefio en el cual los investigadores solo realizan un
subconjunto seleccionado o "fraccion" de lascorridas experimentalesincluidas en el disefo
factorial completo. Los disefos factoriales fraccionados son una opcién adecuada cuando
los recursos son limitados o el nUmero de factores incluidos en el diseiio es grande, porque

utilizan menos corridas que los disefios factoriales completos (40).

Un disefio factorial fraccionado utiliza un subconjunto de un disefio factorial completo, por
lo que parte de los efectos principales y las interacciones de 2 factores se confunden y no
se pueden separar de los efectos de otras interacciones de orden superior. Por lo general,
los investigadores estan dispuestos a presuponer que los efectos de orden superior son
insignificantes para obtener informacién sobre los efectos principales y las interacciones

de orden bajo con menos corridas (40).
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8.5.9 Metodologiadel diseiio de experimentos

Un diseno de experimentos implica decidir cuales pruebas o tratamientos se van a realizar
y cuantas repeticiones de cada uno se requieren, de tal forma que se obtenga la maxima
informacidn con los minimos recursos. El arreglo formado por los distintos tratamientos
gue seran llevados a cabo, tomando en cuenta las repeticiones, recibe el nombre de matriz
de disefio o disefo. Para ello hay considerar varias etapas, previas y posteriores a la
ejecucion para que un estudio experimental sea exitoso. En este sentido, lamasimportante
etapa es la planeacion del disefio experimental. A continuacion, se presentan las pautas

principales del desarrollo de un disefio de experimentos (34).

8.5.9.1 Reconocimientoydelimitaciondel problema
En esta etapa es conveniente realizar una lista de los problemas o preguntas especificas a
abordarse en el experimento. La enunciacién clara del problema ayuda a tener una mejor
comprension de los fendmenos bajo estudio y a encontrar la solucién del problema, de tal
manera que quede claro que se va a estudiar, la importancia del problema y la magnitud
de este. En esta etapa se debe definir el objetivo principal, ya que en un experimento
pueden existir demasiados objetivos. El objetivo debe tener ciertas caracteristicas, debe
ser establecidos a partir de perspectivas diversas, debe ser especifico y debe ser medible

(34).

8.5.9.2 Eleccidonde los factores, niveles y rangos
Cuando un factor se considera que puede influir sobre la respuesta, el experimentador
clasifica estos factores como factores potenciales del disefio o factores perturbadores.
Estos factores son los que se desean varian en el experimento. En el disefo, es frecuente
encontrarse con muchos factores potenciales, es por ello por lo que se deben ser
clasificados adicionalmente como factores del disefio, factores que se mantienen
constantes y factores que pueden variarse. Los factores que se mantienen constantes
tienen un cierto efecto sobre la respuesta, pero no son de interés, por lo que se mantienen
fijos. Los factores del disefio son los que se seleccionan para ser estudiados en el

experimento. Cuando el experimentador ha seleccionado los factores del disefio a estudiar,
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tiene que elegirlos rangos en los que se variaranestos factores, de igual maneralos niveles

en los que se llevardn a cabo las corridas, como los controlard y como va a medirlos, para
ello es indispensable el conocimiento del proceso. Resulta importante investigar todos los
factores cuando se encuentra en las fases iniciales de la experimentacioén. En general, dos
niveles brindan buena informacidn en los estudios de tamizado de factores. En el tamizado
de factores, el rango debe ser amplio. Conforme se conozcan las variables y niveles que

afectan la respuesta, el rango se volverd mds estrecho (34).

8.5.9.3 Eleccionde lavariable de respuesta
La eleccidn de la variable o variables de respuesta es de suma importancia, ya que ella el
experimentador refleja el resultado de las pruebas. Suele ser de suma importancia
identificar los aspectos relacionados con la definicion de las respuestas de interés y como
seran medidas antes de realizar el experimento. Con ello, se debe garantizar que los
instrumentos y/o métodos de medicidon son capaces de repetir y reproducir una medicion

de manera precisa y exacta (34).

8.5.9.4 Seleccidndel diseiio experimental
Existen muchos disefios experimentales para poder estudiar los diversos problemas que
ocurren en la practica. La eleccién del disefio implica la consideracién del tamaio de
muestra, seleccién del orden de las corridas, las restricciones sobre la aleatorizacion,
numero de factores a estudiar, nivel de los factores, los efectos de interés, el costo, tiempo
y precision deseada. Al seleccionar el disefio adecuado, es importante considerar el

objetivo global (34).

8.5.9.5 Realizaciondel experimento
En esta parte de la experimentacidon es comun la realizacidn de pruebas iniciales o piloto.
Se utilizan para estimar de manera preliminar la varianza del error experimentaly afinar las
técnicas experimentales. Cuando el experimento ya es llevado a cabo, se debe monitorear
el proceso con el fin de asegurar que todo se estd realizando conforme a la planeacién,

cualquier error podria hacer que el experimento pierda validez (34).
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8.5.9.6 Analisis estadistico de los datos

En esta etapa se espera obtener resultados y conclusiones objetivas. En la actualidad,
existen varios paquetes de software disefiados para auxiliar el analisis de datos. De la
experimentacion se desean resolver muchas preguntas, que se pueden insertar en el marco
de la prueba de hipétesis. Un procedimiento confiable en la estadistica inferencial es el
[lamado contraste de hipdtesis. La técnica estadistica central en el analisis de los
experimentos es el llamado andlisis de varianza ANOVA. Los métodos estadisticos
agregardn una gran objetividad al proceso para la toma de decisiones. Estas técnicas
estadisticas en conjunto con un buen conocimiento del proceso y ademas sentido comun,

[levardn a una conclusién sdlida y objetiva (34).

8.5.9.7 Conclusiones yrecomendaciones
Una vez analizados los datos, el experimentador debe obtener conclusiones objetivas de
los resultados y recomendar un curso de accion. Es recomendable realizar corridas de
seguimiento o pruebas de confirmacidn para validad las conclusiones del experimento. Los
métodos graficos suelen ser Utiles en esta etapa para presentar los resultados. Para que el
experimento se exitoso, se requiere conocer los factores importantes, los rangos en los que
se varian estos factores, el nUmero apropiado de niveles y las unidades de medicién de
estas variables. En su mayoria, se aprenden sobre la marcha estas respuestas, a medida
gue avanza la experimentacién, se incorporan, se abandonan o se modifican algunas
variables de respuesta. Es por ello que la experimentacién se realiza en forma secuencial

(34).

8.6 Planificacion de la experimentacion
En el campo de la investigaciény de la industria es comun realizar experimentos o pruebas
con el objetivo de resolver un problema o comprobar una hipotesis. El objetivo de llevar a
cabo la experimentacién es obtener informacion de calidad, que permita comprender
mejor un sistema (3). Hay varias formas de realizar un experimento o pruebas, la primera
es en base al ensayo y error, apelando a la experiencia y a la intuicion, en vez de seguir un

método que garantice una buena respuesta de las interrogantes medidas. La segunda
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ocurre con el analisis de datos experimentales, donde se realiza un andlisisinformal en base

a laintuicidn, ya que no es un analisis riguroso de toda la informacidn obtenida. A pesar de
esto, en ocasiones, se logran mejoras a pesar de que el experimento o prueba es en base a
esto. Estas experimentaciones requieren mucho tiempo y muchos recursos. En ciertas
situaciones, no es suficiente aplicar este tipo de experimentacién, ya que el experimento
requiere una forma eficaz que garantice la obtencién de las respuestas a lasinterrogantes

en un corto plazo y empleando los minimos recursos (35).

8.7 Desarrollo de métodos bioanaliticos

8.7.1 Bioanalisis
Inicialmente, en la etapa de descubrimiento, el objetivo del bioanalisis podria ser
simplemente proporcionar valores razonables de concentraciones y/o exposicion que se
usarian para formar una base cientifica para la identificacién y/o discriminacién entre
varios candidatos principales. Por lo tanto, el objetivo del analista en esta etapa debe ser
desarrollar un ensayo simple y rdpido con un rendimiento significativoque actie como una
excelente herramienta de deteccidn para informar algunos parametros predefinidos de

varios contendientes principales en todos los diversos andamios quimicos (41).

El bioanalisis tiene un papel importante en el desarrollo de farmacos. Hoy en dia, el
bioanalisis es una parte esencial en la evaluaciéon toxicoldgica y en los estudios
farmacocinéticos y farmacodindmicos durante el desarrollo de farmacos. El desarrollo de
métodos bioanaliticos es uno de los cuellos de botella para el desarrollo de farmacos. El

procedimiento de bioanalisis incluye muestreo, preparacion de muestras, analisis,

calibraciény evaluacion e informes de datos (42).

En el bioandlisis moderno se requiere una buena preparacidon de la muestra y una
instrumentacidn con guiones. En las empresas de investigacion farmacéutica, el desarrollo

de métodos bioanaliticos integrales es muy importante durante el proceso de

descubrimiento y desarrollo de farmacos (42).
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8.7.2 Meétodos bioanaliticos

Para cumplir con los tramites de comercializacion y de uso en humanos, los patrocinadores
del desarrollo de nuevos medicamentos deben presentar estudios de farmacocinética (PK)
incluyendo estudios de farmacologia y toxicologia no humana y estudios preclinicos, para
tal fin es necesario desarrollar un método bioanalitico. Generalmente, los métodos

bioanaliticos se desarrollan en matrices biolégicas como sangre, suero, plasma u orina (43).

Antes del inicio del desarrollo del método bioanalitico, hay muchos puntos a considerar.
Estos puntos son la estructura quimica del analito, el valor de pKa, las propiedades de
solubilidad y estabilidad. El desarrollo de métodos bioanaliticos incluye dos secciones

principales, preparaciéon de muestras y separacion y deteccién de muestras (43).

La medicion de la concentracidon de un farmaco o farmacos en matrices biolégicas (como
suero, plasma, sangre, orina y saliva) es un importante aspecto para considerar en el
desarrollo de productos medicinales (44). Antes del desarrollo de la metodologia
bioanalitica, el desarrollador debe comprender el analito de interés (propiedades
fisicoquimicas del farmaco, unién a proteinas, etc.) y considerar aspectos de mayor
prioridad que los que serdn aplicados (45). La informacidn obtenida de la medicién de la
concentracion de farmaco o farmacos en la matriz biolégica apoyard la aplicacion de
actividades subsecuentes, que daran sustento a la seguridad y eficacia del farmaco o

farmacos de interés (44).

El propdsito de el desarrollo de una metodologia analitica es definir el disefio, condiciones
de operacién, limitaciones e idoneidad del método, para garantizar que el método esta
optimizado para su validacién. Esta metodologia puede ser desarrollada mediante un
disefio experimental, sin embargo, la experiencia previa, ademas de la bibliografia
soportard esta metodologia. Si el fdrmaco de interés sera sometido a alguna entidad
regulatoria, es necesario realizar una validacién completa, pero si la metodologia es

exploratoria o con fines de investigacion, puede no requerir una validacién rigurosa (43).
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8.73 Técnicas de extraccion

La preparacion de muestras es el paso masimportante y criticoen el desarrolloy validacién
de métodos bioanaliticos. La tarea principal es eliminar las interferencias presentes en la
muestra y hacer la muestra con la mayor concentracién de analito, lo que contribuye a la

sensibilidad del método (46).

8.73.1 Extraccionde fase sdlida
En la extraccion en fase sélida, el reparto se produce entre la fase liquida y la sélida. La
principal ventaja de SPE es eliminar las impurezas presentes en el analito, lo que ayuda a
aumentar la sensibilidad del método. La eliminacién de materia particulada del analito es
un resultado importante de SPE. En SPE la recuperacion de la muestra es mayor. Se emplea
una pequeiia columna o cartucho desechable para la division. EI SPE consiste en una jeringa
médica que estd empaquetada con 0.1-0.5 g de sorbente, generalmente silice C18. Se
agregan muestras liquidas al cartucho y se selecciona el solvente de lavado para retener
fuertemente o deshacer la retencion del analito. Para minimizar la presencia de
interferencias, este método es ventajoso. Aunque el analito quede retenido en el cartucho,
las interferencias se pueden eluir o lavar, lo que da como resultado que el analito esté libre
de interferencias. Luego, el analito se eluye con disolvente de elucién y se inyecta
directamente o se evapora hasta sequedad seguido de la dilucién con lafase movil de HPLC

(46).

8.7.3.2 Precipitacidonde proteinas
La precipitacién de proteinas es uno de los métodos para hacer que la matriz esté libre de
interferencias. Esto se puede lograr mediante desnaturalizaciéon y precipitaciéon. Varios
disolventes orgdnicos como metanol, acetonitrilo, acetona y etanol son la opcién mas
amplia para eliminar las proteinas plasmaticas y son compatibles con la cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) como fase mévil. Una parte de la matriz de la muestra
se diluye con tres o cuatro partes del agente de precipitacién y luego se lleva a cabo una
mezcla con vértice. Después de esa centrifugacion, se realiza una filtracién para eliminar la

masa de proteina. El liquido sobrenadante o filtrado obtenido se analiza directamente para
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el analito de interés. Para el andlisis cuantitativo, el sobrenadante puede aislarse,

evaporarse hasta sequedad y luego reconstituirse con un disolvente adecuado antes del
anadlisis. En el método de precipitacion de proteinas, el analito debe ser libremente soluble
en el disolvente reconstituyente. Ya sea convirtiendo la proteina soluble a un estado
insoluble que sal o por la adicién de un solvente de precipitacién miscible en agua o
solventes organicos como acetona, etanol, acetonitrilo o metanol, esta técnica se puede

lograr (46).
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9.0 OBJETIVOS

9.1 Objetivo General

Desarrollar un método bioanalitico sensible y selectivo desde un enfoque de la calidad por
disefio, aplicando el disefio de experimentos como herramienta para cuantificar la
Casiopeina® lll-Ea en plasma humano por medio de cromatografia de liquidos de alta

resolucién acoplado a un detector UV-VIS.

9.2 Objetivos Particulares

e Desarrollar un método bioanalitico optimizado con ayuda del disefio de
experimentos aplicando los principios de la calidad por disefio por cromatografia de

liquidos de altaresolucién para cuantificar de Casiopeina® Ill-Ea en plasma humano.

e Definir los factores cromatograficos influyentes significativos para la cuantificacién

de Casiopeina® lll-Ea en plasma humano por cromatografia de alta resolucién.

e Obtener parametros fisicoquimicos que permitan una correcta manipulacién vy

futura investigacién en modelos animales.
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10.0 PARTE EXPERIMENTAL

10.1 Reactivos

Estdndar de Casiopeina® lll-Ea, sintetizado por el Departamento de Quimica
Inorganica y Nuclear de la Facultad de Quimica de la UNAM de acuerdo con la

patente correspondiente.
e Metanol grado HPLC, JT Baker.
e Fosfato monobasico de sodio, JT Baker.
e Fosfato dibasico de sodio, JT Baker.
e Clorurode zinc, JT Baker.
e Hidroxido de sodio, JT Baker.
e Plasma humano proveniente de Medica Sur®.

e Agua desionizada, procesada en el laboratorio de trabajo con el sistema Millipore

con resistencia de 18 MQ

10.2 Materiales, Equipos e Instrumentos

Cromatoégrafo de liquidos Agilent modelo 1100 series.

e Balanza analitica Sartrourious.

e Centrifuga.

e Bortex.

e Desionizador de Agua Milli-Q, Millipore.

e Filtrador de disolventes Millipore

e Sonicador

e Concentrador Waters

e Cartuchos SPE Strata-X, Phenomenex, 33 um, 60 mg, 3cc.

e Vialesambar, 1.5 mL
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e Insertos de pldstico, 200 pL

e Columna Cromatografica Zorbax Eclipse Plus C18; 4.5x150 mm; 5 um, Agilent

Technologies.
e Columna Cromatografica Eclipse Plus C8; 4.6x150 mm; 3.5 um,
o Agilent Technologies.
e Pre-columna Eclipse Plus C8 4.6 x 12.5 mm; 5 um; Agilent Technologies.
e Extraccion en fase solida: Cartuchos SPE Strata-X, Phenomenex, 33 um, 60 mg, 3cc.
e Micropipeta BRAND 100-1000 pL.
e Micropipeta BRAND 10-100 pL
e Matraz volumétrico de 25.0 mL

e Matraz volumétrico de 50.0 mL

10.3 Preparacion de soluciones

10.3.1 Solucién stock de Casiopeina® Ill-Ea, 200 pug/mL
Se pesd 10.0 mg de Casiopeina® lll-Ea y se transfirié a un matraz volumétrico de 50.0 mL.
Se colocd aproximadamente 20 mL de agua desionizada, se disolvid la Casiopeina® lll-Eay
posteriormente se llevd al aforo con agua desionizada. La solucién es almacenada en un

frascoambar en refrigeracion.

10.3.2 Solucién acuosa de Casiopeina® IlI-Ea, 10 pg/mL

Se transfirieron 1.25 mL de la solucién stock de Casiopeina® Ill-Ea 200 pg/mL a un matraz

volumeétrico de 25.0 mL y se aford con agua desionizada.

10.3.3 Plasma humano filtrado
El plasma humano fue proveniente de Medica Sur®, el cual se filtré por medio de filtros
Whatman® 40. Una vez filtrado, se transfiri6 a un frasco ambar y se mantuve bajo

refrigeracion a temperatura entre 4-8°C.
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10.3.4 Solucion de Casiopeina® IlI-Ea en fluido biolégico, 20 ug/mL

Se transfirieron 2.5 mL de la solucién stock de Casiopeina® IlI-Ea a un matraz volumétrico
de 25.0 mL. Se llevé al aforo con plasma humano. Esta solucién se prepara el dia de uso de

esta.

10.3.5 FM solucion amortiguadora de Fosfatos pH 6.8, 10 uM

acuoso
En un matraz volumétrico de un 1000.0 mL, se agregd aproximadamente 0.3976 g de
fosfato dibdsico de sodio anhidro y 0.9934 g de fosfato monobasico de sodio anhidro en
200 mL de agua desionizada. Se disolvid y posteriormente se llevé al aforo con agua

desionizada.

10.3.6 FM solucion amortiguadora de Fosfatos pH 7.4, 10 uM

acuoso
En un matraz volumétrico de un 1000.0 mL, se agregd aproximadamente 0.8657 g de
fosfato dibdsico de sodio anhidro y 0.6121 g de fosfato monobasico de sodio anhidro en
200 mL de agua desionizada. Se disolvid y posteriormente se llevd al aforo con agua

desionizada.

10.3.7 Fase movil: metanol.

Se filtré el Metanol grado HPLC JT, Baker, en filtros de 0.22 micras Millipore.

10.3.8 Solucidon de sulfato de zinc al 10% acuoso

Se pes6 10.0 g de sulfato de zinc y se disolvié en 50 mL de agua desionizada. Se transfirid a

un matraz volumétrico de 100.0 mL. Se lleva al aforo con agua desionizada.

10.3.9 Solucion de trabajo acuosa

Se transfirieron 1.25 mL de la solucién stock de Casiopeina® 200 pug/mL en un matraz de

25.0 mL. Se llevo al aforo con agua desionizada.
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10.4 Software especial

e Agilent ChemStation®
e Statgraphics Centurion 18°®

e Minitab®

10.5 Estrategia de desarrollo de método bioanalitico y optimizacion

10.5.1 Muestra
La muestra se obtuvo del Estandar de Casiopeina® llI-Ea, sintetizado por el Departamento
de Quimica Inorgdnica y Nuclear de la Facultad de Quimica de la UNAM de acuerdo con la
patente correspondiente. La muestra se almacend en un tubo Eppendorf de 2 mL sellado

con papel Parafilm y envuelto en papel aluminio dentro de un desecador.

10.5.2 Maedicionde la muestra
La medicidn de la muestra de Casiopeina® lll-Ea se realiza por Cromatografia de liquidos de
alta resolucién acoplado a un detector de UV-VIS, en donde las respuestas directas que
obtenemos de este equipo son el area de los picos cromatograficos, el tiempo de retencion
de estos picos, la simetriay como respuesta indirecta se puede obtener la concentracion

de Casiopeina® lll-Ea en la matriz.

10.5.2.1 Longitud de onda
Para obtener la longitud de onda se realiza un barrido en el espectrofotometro de 200 a
400 nm de una muestra de Casiopeina® Ill-Ea de una concentracién de 5 ug/mL. Para esto,
se prepara la solucién de 5 pg/mL a partir de la solucién stock de 200 pg/mL. Se

transfirieren 0.625 mL de la solucién stock a un matraz volumétrico de 25.0 mLy se afora

con agua destilada.

Una vez teniendo la solucién de trabajo de 5 pg/mL, se toma 1 mL y se transfiere a una

celda de cuarzo para su posterior lectura en el espectrofotémetro.
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En el espectrofotdmetro, se selecciona la opcidon de barrido de 200 a 400 nm. A
continuacién, se afade el blanco, el cual es agua destilada y se realizé el barrido con la

muestra recién preparada.

10.5.3 Estudiode estabilidad de la Casiopeina® lll-Ea
Una vez encontrada la longitud de onda dptima a la cual se realizardn las lecturas de la
Casiopeina® lll-Ea por medio del espectrofotémetro, se realizdé un pequefio estudio de

estabilidad de la Casiopeina® IlI-Ea en agua destilada, solucidn salina y solucién glucosada.

Estos estudios de estabilidad incluyeron diversos factores como lo es la temperatura alta,

temperatura baja, presencia o limitacion de luz.

La estabilidad se determind a partir de la solucion stock de 200 pg/mL, de la cual se
transfirieron 0.625 mL a un matraz volumétrico de 25.0 mL y se aford con solucién salina
isotdnica, solucidn glucosada al 5% o agua destilada. Posteriormente fueron tomados 5 mL
de cada una de las soluciones y transferidos a tubos de ensayo con tapdn de rosca, este
proceso se repitio hasta completar 4 tubos de ensayo con la muestra (4 de cada solucion).

Ya con las muestras en los tubos de ensayo, se sometieron a las siguientes condiciones:

Tabla lll. Condiciones de estabilidad sometidas a la Casiopeina® lll-Ea

Agua destilada

Disolvente Solucidn salina 0.9 % Solucidn glucosada 5 %

37°C 37°C 37°C

Condicié 4°C 4°C 4°C
SREICON Presencia de luz Presencia de luz Presencia de luz
Limitacion de luz Limitacion de luz Limitacion de luz

La condicién de 37°C se logré gracias a un bafo de temperatura controlada, en el cual se
colocaron los tubos de ensayo de cada solucién. La temperatura fue de 4°C en el
refrigerador con el que cuenta el laboratorio, el cual tiene un indicador digital de
temperatura y tiene un control de temperatura. La ausencia o limitacion de luz fue en
condiciones de temperatura ambiente con los tubos cubiertos y no cubiertos con papel

aluminio.

49 de 98



PARTE EXPERIMENTAL g

Cuando las muestras se sometieron a las distintas condiciones, se tomaron muestras de 1

mL al tiempo 0, 24 horas y 48 horas después, las cuales se leyeron en celdas de cuarzo en

el espectrofotémetro con la longitud de onda seleccionada del barrido.

Todo el proceso anterior fue realizado por triplicado para una obtencién confiable de un
tamafo de muestra representativo. Cabe sefialar que en el laboratorio se llevé a cabo una
validacion de la metodologia analitica para cuantificar Casiopeina® lll-Ea en solucién salina

al 0.9% y solucién glucosada al 5%, lo cual puede observarse en el anexo 1y 2.

10.5.4 Extraccion de la Casiopeina® lll-Ea de la matriz
La extraccion de la Casiopeina® lll-Ea fue limitada a los recursos del laboratorio a 2 procesos
simples:
a) Extraccion en fase sélida

La extraccion de la Casiopeina® IllI-Ea por fase sélida se llevé a cabo mediante los cartuchos
SPE Strata-X, Phenomenex, 33 um, 60 mg, 3cc, debido a la naturaleza de la Casiopeina® llI-
Ea y a las condiciones del disefio, el objetivo es trabajar en fase reversa en el HPLC. Estos
cartuchos contienen una fase sdélida polimérica que permite la extraccién de Casiopeina®

[lI-Ea.

Para la extraccion, se siguieron las recomendaciones del fabricante, las cuales se detallan a

continuacion:
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1 mL de metanol Acondicionamiento

4

1 mL de metanol 5% Equilibrio

g

[ 2 mL de agua desionizada + ]

1 mL de mu_est,ra_ en la matriz Carga
biologica
1 mL de metanol 5 % Lavado
1 mL de metanol Elucion

Figura VII. Proceso para la extraccion en cartuchos SPE Strata-X, Phenomenex.

b) Precipitacion de proteinas
La precipitacion de proteinas fue un proceso sencillo en el cual la extraccion de la
Casiopeina® de la matriz bioldgica por precipitacion de proteinas fue realizada por medio
de una técnica previamente reportada (I. Fuentes, 2005), la cual fue empleada para la
precipitacién de proteinas. Se tratd de optimizar esta técnica, cambiando las condiciones,

las cuales se describen a continuacion:
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Tabla IV. Condiciones de la precipitacion de proteinas

Volumen de
Volumen Volumen

Numero de muestra en

. Precipitantel Precipitante2 adicionadode adicionadode .
experimento o w matriz
Precipitantel Precipitante 2 o
biolégica

— Metanol

— Metanol ZnSO4 600 pL 100 pL 500 pL
— Metanol - 500 pL - 500 pL
— Acetonitrilo ZnSOs4 400 pL 100 pL 500 pL
— Acetonitrilo ZnSOa4 600 pL 100 L 500 pL
— Acetonitrilo - 500 pL - 500 pL
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La técnica de extraccion utilizada se resume a continuacion:

500 pL de muestra

.

Precipitante 1

Agitacion en vortex 60 segundos

(=

Precipitante 2

Agitacion en vortex 60 segundos

.

Centrifugado, 15 minutos a
15,000 rpm

4

Filtrar el sobrenadante

Figura VIII. Proceso de extraccidn por precipitacion de proteinas.

10.5.5 Protocolo de calidad analitica por diseiio (AQbD)
10.5.5.1 Perfil analitico del objetivo (ATP)

El ATP fue planteado con base en el objetivo principal de este proyecto, el cual es la base
de toda esta experimentacion. Este objetivo se enuncidé con ciertas caracteristicas, las
cuales son que es un objetivo especifico y medible. Este objetivo fue elaborado tomando
en cuenta todos los recursos disponibles, como lo fue material, equipo, molécula, recursos

econdmicos, tiempo, calidad, etc.
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Es este punto se establecieron las caracteristicas de la metodologia aalcanzar, que incluyen

caracteristicas de desempeiio deseadas para el método. Para esto, se consideré6 como

caracteristicas de desempefio las siguientes condiciones:
e Tiempo de las corridas analiticas en el cromatdgrafo de alta resolucion.
e Interferencias del pico cromatografico de Casiopeina® lll-Ea
e Selectividad y sensibilidad correspondiente a la Casiopeina® Ill-Ea.

e Eficiencia enrecursos y disminucién de residuos toxicos.

10.5.5.2 Atributos criticos de calidad (CQA) / Caracteristicas de
rendimiento del método analitico (AMPC)

Laidentificacion de lascaracteristicas de rendimiento del método analiticofue definida por

medio de un analisis de riesgos posterior a la realizaciéon de un estudio piloto.

10.5.5.2.1 Estudio piloto
El estudio piloto fue llevado a cabo utilizando la Casiopeina® lll-Ea como analito de interés
disuelta en agua desionizada para su medicién en HPLC acoplado a UV-Vis y para este
estudio se empled un disefio factorial fraccionado. Se prepard una solucién de Casiopeina®
IlI-Ea en agua desionizada a una concentracién de 10 um, se filtré por medio de las
membranas de nylon de 0.45 umy se depositd en los viales correspondientes. La muestra
fue preparada por triplicado para cada corrida, obteniendo asi 3 lecturas de muestras

independientes.

Las condiciones y las respuestas fueron definidas por medio de la bisqueda en la literatura
cientifica y trabajos de investigacion sobre la cuantificacién de los demds compuestos

pertenecientes a la familia de Casiopeinas®.

10.5.5.2.2 Anadlisis inicial del riesgo
Una vez realizado el estudio piloto, lo siguiente fue establecer los factores controlables y

no controlables del proceso de cuantificacion de la Casiopeina® lll-Ea por medio del HPLC
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UV-Vis. Definidos estos factores, se definieron las caracteristicas de rendimiento del

método analiticoy los parametros criticos del proceso.

Este analisis fue llevado a cabo por medio de la aplicacién de una de las herramientas de la

calidad, el diagrama de Ishikawa o de espina de pescado.

10.5.5.3 Parametros criticos del proceso (CPP)
Aligual que las caracteristicas de rendimiento del método analitico, los parametros criticos
del proceso fueron definidos posterior a la realizacidn de las pruebas piloto y después de

la aplicacién del analisis de riesgos.

10.5.5.4 Seleccion del DoE experimental
Cuando el objetivo, los factores, niveles y variable de respuesta se establecen, la seleccion
del disefio experimental es el siguiente paso. La seleccién del diseiio dependié de diversas
circunstancias como lo fue el tamafio de muestra, nimero de factores, niveles de los
factores y principalmente el costo de realizacién del experimento y no menos importante,

el tiempo invertido en la experimentacion.

10.5.5.4.1 Realizacion del experimento
En esta parte, antes de comenzar con la realizacién del experimento, se tratd de disminuir
el sesgo aleatorizando las corridas, para ello se empleé el software Statgraphics centurion®
18. La realizacion del experimento se planted con ejecucion de pruebas iniciales o pruebas
piloto, esto con el objetivo de disminuir la probabilidad de errores durante Ia

experimentacion que permitiera controlarlos, ademas de existir la posibilidad de cambiar

los factores, niveles, respuestas, etc.

Cuando las pruebas piloto fueron finalizadas, lo siguiente fue la realizacion del experimento

gue permitiera cumplir con el objetivo principal del experimento.
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10.5.5.5 Espaciode diseiio (DS)
En este punto se llevé a cabo la eleccidon del espacio de disefio operable, formado por los
rangos de los factores utilizados durante el desarrollo del método. Estos valores fueron
procesados por medio del software Statgraphics®, con lo cual se definié la regién operable,

asi como las condiciones dptimas para tener una mejor respuesta.

10.5.5.6 Implementacion de la estrategia de control y mejora

continua
La estrategia de control se implementé con base alos CMA y CPP que estan dentro de los
limites esperados. Por lotanto, los controles del método se establecerdn en funcién de los
datos experimentales de CQA, DoE y MODR para garantizar un vinculo mas sélido entre el

propdsito del método y el rendimiento.
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11.0 RESULTADOS Y DISCUSION
11.1 Estrategia de desarrollo del método bioanalitico y optimizacion

11.1.1 Muestra

11.1.1.1 Medicionde la muestra

11.1.1.1.1 Longitud de onda 6ptima
Se obtuvo el espectro de absorcion de la molécula mediante una disolucién de Casiopeina®
[1I-Ea de 5 ug/mL en agua destilada con un barrido de 200 a 400 nm, en el cual se encontré

gue la Casiopeina® IlI-Ea, tiene un maximo pico de absorcién en 209 nm y 273 nm, siendo
273 nm la longitud de onda seleccionada para realizar el estudio, debido a que la

reproducibilidad del pico fue mas constante en comparacion del pico de 209 nm.
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Figura IX. Espectro de absorcion en UV-VIS de Casiopeina® Ill-Ea.

Una vez seleccionada la longitud de onda a la cual se medira la respuesta, se desarroll6 el

método para su cuantificaciéon por HPLC mediante el detector de UV-VIS ajustado a 273 nm

para lograr una deteccion mds sensible de Casiopeina® llI-Ea.

11.1.1.2 Estabilidad de la Casiopeina® lllI-Ea

Antes de comenzar la experimentacion, se considerd necesariorealizar un pequefo estudio

piloto de estabilidad de la Casiopeina® que permitiera conocer las condiciones de

almacenamientoy tratamiento de la Casiopeina® lll-Ea.
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La estabilidad de la Casiopeina® IlI-Ea se determind a cuatro condiciones, temperatura de
4 °C, temperatura de 37 °C y a temperatura ambiente en ausencia o presencia de luz (Tabla
V). Los resultados de la absorbancia de las muestras de Casiopeina® II-Ea en las distintas

soluciones se muestran en la siguiente tabla:

Tabla V. Estabilidad de Casiopeina® lll-Ea en diferentes condiciones.

Condicién s:;ic::c(;gn% glu?:zlsl::ji:r; % Agua destilada

0.511 0.506 0.503

37°C 0.515 0.499 0.509
0.516 0.505 0.501

0.517 0.497 0.504

4°C 0.518 0.500 0.502

0.520 0.491 0.512

0.516 0.506 0.500

Presenciade luz 0.513 0.501 0.508
0.517 0.511 0.503

0.521 0.502 0.504

Limitacion de luz 0.515 0.519 0.506
0.522 0.507 0.501

0.482 0.462 0.459

37°C 0.487 0.464 0.462
0.484 0.462 0.455

0.502 0.487 0.487

4°C 0.505 0.492 0.480

0.506 0.482 0.489

0.499 0.475 0.472

Presenciade luz 0.495 0.472 0.476
0.496 0.478 0.473

0.517 0.493 0.495

Limitacion de luz 0.512 0.505 0.492
0.514 0.497 0.493

“ 37°C 0.441 0.415 0.419
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Absorbancia

0.520

0.510
0.500
0.490
0.480
0.470
0.460
0.450
0.440
0.430

0.432 0.421 0.413

0.438 0.412 0.416

0.502 0.478 0.480

4°C 0.505 0.482 0.472

0.506 0.473 0.477

0.465 0.459 0.460

Presenciade luz 0.469 0.465 0.466
0.461 0.468 0.467

0.502 0.487 0.488

Limitacion de luz 0.499 0.496 0.485
0.505 0.484 0.487

Solucidén salina0.9 %

e 37°C

— 1°C
=== Presencia de luz

@ | imitacién de luz

0 24 48
Tiempo (h)

Figura X. Estabilidad de Casiopeina® lll-Ea en solucién salina 0.9%.
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Absorbancia

Figura

Absorbancia

Como puede observarse, la estabilidad de la Casiopeina® Ill-Ea se vio afectada por la
temperatura y la presencia de luz. A continuacion, se realizo el calculo de t90 para cada
condicion, se calculdinicialmente el remanente de Casiopeina® lllI-Ea en cada condicién y

posteriormente se calculé el orden de reaccién de la descomposicién de la Casiopeina® Ill-

0.510
0.500
0.490
0.480
0.470
0.460
0.450
0.440
0.430
0.420
0.410
0.400

Solucidn glucosada 5 %

—37°C
p——
Presencia de luz

e | imitacion de luz

0 24 48
Tiempo (h)

XI. Estabilidad de Casiopeina® IllI-Ea en solucién glucosada 5%.

Agua destilada

~

e 37°C

— °C

Presencia de luz
e | imitacién de luz

0 24 48
Tiempo (h)

Figura XII. Estabilidad de Casiopeina® lll-Ea en agua destilada.

60 de 98



RESULTADOS Y DISCUSION g

Ea en SS 0.9%, SG 5% y AD. El orden de la reaccién de degradacion se determiné por el

método de integracidn, el cual consistiéo en medir la concentracion de la Casiopeina® IlI-Ea

a diferentes intervalos de tiempo y sustituir los resultados en las siguientes ecuaciones:

- [A] = —kt + [A]o: Orden cero.

- In[A] = —kt + In[A] : Primer orden.

- =kt+ —: Segundo orden.

[a] [A]
La ecuacion gue mantuvo mas constante el valor de la constante de rapidez durante la serie

de intervalos es la que mejor corresponde al orden correcto de la reaccion.
Tabla VI. Remanente de Casiopeina® lll-Ea.

T'e(hm)” Medio 37°C a°c PL LL

SS 0.9% 100% 100% 100% 100%
SG 5% 100% 100% 100% 100%
AD 100% 100% 100% 100%
SS 0.9% 94% 98% 96% 99%
SG 5% 92% 98% 94% 98%
AD 91% 96% 94% 98%
SS 0.9% 85% 96% 90% 98%
SG 5% 83% 96% 92% 97%
AD 82% 94% 92% 97%

SS:Solucidn salina; SG: Solucion glucosada; AD: Agua destilada; PL: Presencia de luz; LL: Limitacion de luz.

La cinética calculada para cada una de las condiciones fue de orden cero, a continuacion,

se presenta un ejemplo del calculodel orden de la reaccién de degradacion en SS 0.9% a
37°C.

t(h)=0, 24y 48.

(%)= 100, 98, 96

Cinética de orden cero: R? calculado en excel =0.9827

Cinética de orden uno: R2 calculado en excel = 0.9767
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Cinética de orden dos: RZ calculado en excel = 0.9699

Posteriormente se realizé el calculo del t90 de degradacién de la Casiopeina® lll-Ea que se

presenta a continuacion:

Tabla VII. Estimacién del t90 de degradacion de Casiopeina® Ill-Ea.

Tiempo Condicion SS 0.9% SG 5% AD

37°C 32h 27 h 27h
4°C 124 h 113 h 81h
Presenciade 49 h 57 h 61h
luz

Il_l:r;wltauon de 219 h 142 h 143 h

Como puede observarse en los resultados, la Casiopeina® Ill-Ea fue mas estable en
condiciones de limitaciéon de luz y a una temperatura baja. Al comparar los resultados en
las graficas XII, Xlll y XIV, se puede observar que todas presentan las mismas tendencias, y
presentan el mismo comportamiento. Esto indica que el principal mecanismo de
degradacionde la Casiopeina® llI-Ea es el de latemperatura, estos, es bien conocido debido
a que la mayoria de los compuestos quimicos presentan un incremento en la velocidad de
degradacion en relaciéon con el incremento de la temperatura. En todos los casos, al
incrementar la temperatura a 37°C, el t90 (tiempo en el que se alcanza el 90 % de la
concentracion) disminuye drdstica mente a comparacién de las demds condiciones. Otro
mecanismo de degradacioén que presenté la Casiopeina® lll-Ea es el de fotodegradacion. La
luz proveniente de la radiacion solar comprende diferentes longitudes de onda, que inicia
desde el infrarrojo (> 700 nm) y termina en el ultravioleta (>400 nm) a la cual se le asocia
una energia (170-390 390 kJ-mol-1), por lo que es de esperarse que la energia de la
radiaciéon UV rompa enlaces C-H (energia de enlace de 340 kJ-mol-1). Lo que provoca una

especie excitada e inestable de Casiopeina® llI-Ea en la disolucién.

Como puede observarse, en la tabla del calculo del t90, las condiciones de almacenamiento
de la Casiopeina® Ill-Ea deben ser en ausencia de luz y a temperatura baja, por lo que, para
comenzar con la experimentacién, se preparé el material necesario para su

almacenamiento correcto.
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11.1.1.3 Extraccion de la Casiopeina® llI-Ea del fluido bioldgico
Para poder continuar con la experimentacion, se realizaron estudios de extraccion de la
Casiopeina® lll-Ea de la matriz biolégica que permitieran tener con mayor pureza a la
Casiopeina® lll-Ea para que pudiera ser medida eficazmente en el detector del HPLC. Para

ello se emplearon 2 metodologias: extraccion en fase sélida y precipitacién de proteinas.

a) Extraccion en fase sdlida
La extraccion en fase solida se llevd a cabo por medio de cartuchos Phenomenex® Strata -
X de acuerdo con la figura VIII, con la cual se siguié todas las recomendaciones del
fabricante. Estos cartuchos fueron seleccionados debido a que poseen un adsorbente
polimérico funcionalizado de fase inversa que proporciona una fuerte retencién de
compuestos neutros, acidos o basicos en condiciones de lavado altamente orgdnico vy
agresivas. Este adsorbente se basa en 3 mecanismos de retencién: enlace pi-pi, enlace de

hidrégeno (interacciones dipolo-dipolo) e interaccion hidrofébica.

De acuerdo con estudios previos, se conoce que la Casiopeina® Ill-Ea es una base débil y de
acuerdo con su estructura (cuyo acido conjugado es la sal nitrato de Casiopeina®), puede
sufrir interacciones débiles, tipo dipolo-dipolo (puentes de hidrégeno), por lo que la
eleccidon de este tipo de cartucho facilitd su extracciéon de la matriz bioldgica. No obstante,
es una metodologia complejay costosa, que requiere de una amplia experiencia el poder

realizar los tratamientos.

En este caso, la metodologia no se modificd ni fue alterada, debido a que la metodologia

del fabricante ya ha sido probada y validada por el mismo fabricante.

b) Precipitacion de proteinas
La precipitacién de proteinas se llevd a cabo con las condiciones descritas en la tabla V y
con lametodologia de la figura 9. Los resultados, mas que evaluados de forma cuantitativa,
fueron evaluados de forma cualitativa, siendo +++ el resultado visual con mayor turbidez y

+ el de menor turbidez.
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Tabla VIII. Resultados de extraccion por precipitacion de proteinas.

Volumen Volumen Volumen de Resultado

Numero de - - adicionado adicionado muestra en visual
. Precipitantel Precipitante 2 .
experimento de de matriz

Precipitante 1 Precipitante2 bioldgica

Metanol

7 Metanol ZnS0O4 600 pL 100 pL 500 pL ++
= Metanol - 500 pL - 500 pL ++
0 Acetonitrilo ZnSO4 400 pL 100 pL 500 pL +++
5 Acetonitrilo ZnSO4 600 ulL 100 pL 500 L ++
_ Acetonitrilo - 500 pL - 500 pL +++

Figura XIIl. Resultado visual del proceso de extraccién por precipitacion de proteinas.

Con los resultados obtenidos, se prefirié continuar con la metodologia reportada por
Fuentes, 2005. Debido a que esta técnica empleando el metanol y sulfato de zinc a esas
proporciones, permitié una menor turbidez, lo que permite pasar con facilidad el filtro de
nylon de 0.45 um y asi evitar generar un gasto extra en cuanto a este filtro, ya que, al
intentar filtrar las demas muestras, los filtros se tapaban con facilidad, generando un

consumo mayor en el nimero de filtros.
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11.1.2 Aplicaciéon del protocolo de calidad analitica por diseiio

11.1.2.1 Seleccion del perfil analitico del objetivo (ATP)
La seleccion del ATP fue delimitado y enfocado a el objetivo principal de Ia
experimentacion. El problema de esta experimentacion fue desarrollar una metodologia
gue permitiera cuantificar la Casiopeina® Ill-Ea en fluido biolégico en un intervalo util que
posibilite estudios de farmacocinética futuros por medio de cromatografia de liquido de
alta resolucidn acoplada a un detector de UV-VIS. Para cumplir con esto, se plantearon las
siguientes declaraciones, en las que se consideré lo que debe medirse, en qué debe

medirse, cuando y porqué debe medirsey el valor objetivo:

e Tiempo de la corrida analitica por muestra en el cromatégrafo de liquidos de alta
resolucién para una mayor optimizaciéon de tiempo y recursos, asi como el

aseguramiento de la estabilidad de la muestra que sea menor a 10 minutos.

e Resolucion del pico cromatografico correspondiente a Casiopeina® lll-Ea como
respuesta proporcionada por el cromatégrafo de liquidos de alta resolucién al final
de la corrida analitica como indicador de interferencia del pico cromatografico

mayor a 1.5.

e Area del pico cromatogréfico correspondiente a Casiopeina® Ill-Ea proporcionada
por el cromatégrafo de liquidos de alta resolucién al final de la corrida analitica

como un indicador de sensibilidad que pueda ser cuantificable.

11.1.2.2 Atributos criticos de calidad (CQA) / Caracteristicas de

rendimiento del método analitico (AMPC)
La identificacion de las caracteristicas de rendimiento del método analitico fue el siguiente
paso, las cuales fueron definidas para cumplir con los ATP. En este sentido, al no existir
informacidn previa del desarrollé de una metodologia de cuantificacién de Casiopeina® IllI-
Ea en una matriz bioldgica, especificamente, plasma humano, tanto las AMPC/CQA como
los CPP, se desconocen, por lo que se realizd un pequefio estudio piloto de cuantificacion
de la Casiopeina® en agua desionizada para poder realizar la primera evaluacién de riesgos

del proceso. Asi como definir qué tipo de disefio experimental se podra aplicary conocer
65 de 98



RESULTADOS Y DISCUSION g

mas sobre el proceso. No obstante, derivado de las caracteristicas del equipo a emplear,

las AMPC/CQA empleadas fueron area y tiempo de retencion del pico cromatografico

correspondiente a la Casiopeina® lll-Ea.

11.1.2.2.1 Estudiopiloto

Previo a realizar la experimentacidn, se decidid realizar un pequeno estudio piloto que

permitiera comprender las necesidades de material, equipos a emplear, cantidad de

reactivos a utilizar, sensibilidad del equipo, capacitacién del operador y organizacion del

tiempo en funcién de la estabilidad de la Casiopeina® Ill-Ea.

Este estudio se realizd con la Casiopeina® lll-Ea disuelta en agua desionizada a una

concentracién de 10 pug/mL. Para este estudio se tomé en cuenta lo siguiente:

Los factores de la metodologia de extraccién y volumen de inyecciéon no fueron
incluidos en este estudio, debido a que el analito se encontraba en agua desionizada

y el volumen de inyeccion no fue relevante en esta etapa de aprendizaje.

El objetivo del estudio piloto fue el de aportar ala experiencia sobre el uso y manejo
de la Casiopeina® lll-Ea, equipo e instrumentos, ademds de proporcionar una
metodologia que permita cuantificarla en agua desionizada para estudios

posteriores.

Se consideré la estabilidad de la Casiopeina® IlI-Ea, por lo que este experimento se
realizd empleando la misma muestra, asi estas pruebas piloto tuvieron una duracion

de 2 dias.

Para la seleccién del disefio experimental, se decidié comenzar con un disefio
factorial fraccionado 2° con 2 réplicas, es decir, 48 corridas aleatorizadas para la

optimizacién de tiempo y recursos.

El disefio se aleatorizd por medio del software estadistico, sin embargo, los

resultados se presentan de forma ordenada.

Debido a que el analito se encuentra en estado “puro”, se decidié tener como

respuestas al area del pico y el tiempo de retencidn.
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e Los factores, asi como los niveles, fueron seleccionados de diversas fuentes
bibliograficas, en donde se cuantifica a las diferentes Casiopeinas® por medio de
cromatografia de liquidos de alta resolucién, concluyendo que se tomaran en

cuenta los factores de la tabla X.

Tabla IX. Factores considerados para el disefio en medio acuoso
Factor Valor bajo (-) Valor alto (-)

pH de la fase movil 6.8 7.4
Pr0|loo.rC|on de fase 35 % 65 %
organica
Columna C18 C8

0.5 mL/min 1.0 mL/min
Temperaturadela 25 °C 30 °C

columna

Una vez teniendo en cuenta la informacion previa, se procedid a realizar la
experimentacion. Se prepararon las muestras y se inyectaron al cromatdégrafo de liquidos
de alta resolucién acoplado a un detector UV-Vis. De este modo se obtuvieron los

siguientes resultados presentados en la tabla XI.
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Tabla X. Disefio factorial 2°"* de Casiopeina® IlI-Ea en medio acuoso.

Factores REN JIENEN
Proporcion | pHdela Velocidad Temperat , . .
de FO Columna de Flujo uradela Area 2 Area3
columna
40 6.7 Cc8 0.5 30 221.9 218 231.2 5.7 5.7 5.7
60 6.7 Cc8 0.5 25 333.8 3279 289.6 4.3 4.3 4.3
40 7.4 Cc8 0.5 25 244.4 235.7 235.8 5.6 5.6 5.6
60 7.4 c8 0.5 30 396.2 405 400 4.1 4.1 4.1
40 6.7 C18 0.5 25 249.1 256 249.2 5.1 5.1 5.1
60 6.7 C18 0.5 30 393.2 395.8 381.2 33 3.9 3.9
40 7.4 C18 0.5 30 248.5 259 251.8 5.0 5.0 5.0
60 7.4 Cc18 0.5 25 385.8 396.8 384.9 3.9 3.9 3.9
40 6.7 c8 1 25 104.1 112.9 107.3 2.8 2.8 2.8
60 6.7 c8 1 30 188.5 196.1 191.7 2.1 2.1 2.1
40 7.4 c8 1 30 128.1 134.3 125.7 2.7 2.7 2.7
60 7.4 Cc8 1 25 206.8 209.9 203.2 2.1 2.1 2.1
40 6.7 C18 1 30 128.8 130.1 126.9 2.5 2.5 2.5
60 6.7 C18 1 25 236.7 240.1 238.8 2.0 1.9 1.9
40 7.4 C18 1 25 124.3 127.7 124.7 2.5 2.5 2.6
60 7.4 Cc18 1 30 206.0 208.6 203.7 1.9 1.9 1.9

Tr=Tiempo de retencién; FO=Fase organica; FM=Fase movil
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A continuacion, se realizé el analisis estadistico, en donde se muestra el andlisis de variancia

y el diagrama de Pareto, en donde se observa que hay efecto de los factores estudiados en

las respuestas de tiempo de retencién y drea del pico cromatografico de Casiopeina® Ill-Ea

en agua desionizada.

Tabla XI. Analisis de Varianza para Tiempo de retencién

Fuente

A: Proporcionde la FO
B:pHde laFM
C: Columna

D: Velocidad de flujo

E: Temperaturadela
columna

>
(9]

o)
(@]

0|0
m (O

Total (corr.)

Sumade
Cuadrados

11.702
0.017
1.505

66.505

0.060

0.010
0.047
1.577
0.017
0.047
0.002
0.017
0.255
0.005
0.010
0.253
82.030

R R R R R R R R R R

w
N

47

Tr=Tiempo de retencién; FO=Fase orgdnica; FM= Fase movil

Cuadrado
Medio

11.702
0.017
1.505

66.505

0.060

0.010
0.047
1.577
0.017
0.047
0.002
0.017
0.255
0.005
0.010
0.008

Valor-P

Razon-F

1478.1
2.1 0.154
190.1
8400.7
7.6
1.3 0.265
5.9 0.021
199.2
2.1 0.154
5.9 0.021
0.2 0.630
2.1 0.154
0.7 0.423
1.3 0.265

El andlisis de varianza demostrd que los factores de proporcién de la fase organica, tipo de

columna, velocidad de flujo y temperatura de la columna tienen un efecto estadisticamente

significativo con un 95% de confianza (color verde) sobre el tiempo de retencion. El pH de

la fase maévil demostrd no tener un efecto significativo sobre el tiempo de retencidn, ya
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gue como se muestra en la tabla, tiene un valor-P mayor a 0.05, por lo que no afecta el

tiempo de retencion en el intervalode pH de 6.8 a 7.4.

En el diagrama de Pareto se puede observar estas mismas aseveraciones sobre la

significancia estadistica de los factores que afectan el tiempo de retencién.

D:Velocidad de flujo
A:Proprocion de la FO
AD

C:Columna

CD

il

20 40 60 80 100
Efecto estandarizado

Figura XIV. Diagrama de Pareto estandarizado para tiempo de retencion

Como se observa en el diagrama de Pareto y en andlisis de varianza, el pH no tiene un
efecto significativo sobre el tiempo de retencién, aunque el pH modifica la naturaleza de la
fase movil, no es un factor que estadisticamente afecte el tiempo de retencién como lo es
el tipo de columna o la temperatura de la columna. El pH de |la fase movil es un parametro
importante, principalmente en compuestos idnicos que se disocian mds a ciertos valores
de pH. El pH de las fases moéviles se suele controlar para estabilizar la retencién vy la
resolucioén. Al ser el pKa de la Casiopeina® de IlI-EA de 5.01 y al ser una base débil, a los
valores de pH de 6.8 y 7.4 (pH cercano al fisiolégico), la Casiopeina® IllI-Ea se encontrara
débilmente ionizado en ambos pH. El fabricante de las columnas sugiere mantener el pH
de la fase mévil por lo menos a 1 unidad arriba del pKa, es por ello por lo que, se selecciond
este tipo de pH en la fase movil. Por lo tanto, el pH de la fase mévil no tuvo efecto sobre el

tiempo de retencidén, no obstante, el pH se debe controlar para obtener resultados

reproducibles.
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En cuanto al analisis de varianza del area, se presenta a continuacion:

Tabla XII. Anélisis de Varianza para Area

Sumade Cuadrado )
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

145728.000 145728.000
1850.080 1850.080
5200.000 5200.000
238826.000 238826.000

E: Temperatura de ka 436.813 436.813
columna

3068.1
39.0
109.5
5028.1

L 1esom 1 165.021 3.5
445.301 1 445.301 9.4
D 5949650 1 5049.650  125.3
L 128707 1 128.707 2.7
5338.300 1 5338300 1124
D 1825330 1 1825330  38.4
B 1 17.521 0.4
320.333 1 320.333 6.7
1948.200 1 1948200 410
| 1642680 1 1642680 346
366.391 2 183.196 3.9

Total (corr.) 411614.000 47

Tr=Tiempo de retencién; FO=Fase orgdnica; FM= Fase movil

Como puede observarse, todos los factores muestran una respuesta significativa, por lo
gue, deben de ser considerados y estudiados en la experimentacion de la Casiopeina® Ill-
Ea en fluido biolégico. Esto es confirmado en el diagrama de Pareto que se muestra a

continuacion:
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Figura XV. Diagrama de Pareto estandarizado para area

Para el caso del 4rea, todos los factores jugaron un papel muy importante, debido a que
los factores muestran un efecto estadisticamente significativo con un 95 % de confianza.
Demostrando que las variaciones en estos factores pueden afectar significativamente el

area.

Posterior a este analisis, se realizd mediante software la optimizacion de ambas respuestas.
Como se observd en los resultados, los factores que tienen un mayor efecto sobre las
respuestas son la velocidad de flujo y la proporcion de la fase organica (porcentaje de
metanol). Estos factores tienen una tendencia, al ser ajustada la proporcién de lafase mévil
en su valor alto, se presenta una mayor area del pico correspondiente a Casiopeina® Ill-Ea,

esto es debido a que la Casiopeina® al estar poco ionizada y al ser mas soluble.

11.1.2.2.2 Evaluacion inicial de riesgos
Una vez finalizado el estudio piloto, se llevd a cabo un andlisis de la evaluacién de riesgos,
principalmente para identificar las AMPC/CQA, ademas de los CPP. Tal como se establece
en la ICH Q8 R2, al inicio del desarrollo de una metodologia se debe llevar a cabo una
evaluacion de riesgos para tener un monitoreo continuo del proceso. Asi, la identificacion
AMPC/CQA y CPP permitiran establecer estrategias de control. Para ello, se procedid a
utilizar una de las herramientas de la calidad, el diagrama de espina de pescado o diagrama

de Ishikawa, el cual se presenta a continuacion.
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Tiempo de analisis Resolucion
\Velocidad de flujo
Sistema cromatografico \ Presién de la columna
\ Disponibilidad de recursos Columna
\ Operador \ Temperatura de la columna
\ Equipos \ Polaridad dela FM Cuantificacion

de Casiopeina
IlI-Ea en plasma
humano por

/ HPLC
Tipo de extraccién de la muestra Sensibilidad del detector

Aaturacién dela columna L
Concentracién de la muestra
A:)ntamlnacion Aureza de la muestra
Aolumen de inyeccion /

Z

pH de la FM

Simetria Deteccidn del pico

Figura XVI. Evaluacioninicial de riesgos.

11.1.2.3 Parametros criticos del proceso (CPP)

Con ayuda de la evaluacidon de riesgos realizada anteriormente, se establecieron los
parametros criticos del proceso que pueden tener un impacto directo o indirecto en los
ATP. A continuacidn, se muestra una tabla a manera de resumen, en donde se presentan

los CPP, que son los factores que pueden ser controlables o no controlables.
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Tabla XIll. Controles criticos del proceso.

Velocidad de flujo
Columna
Temperatura de la columna
Polaridad de la fase movil
Controlables
pH de la fase movil
Tipo de extraccién de la muestra
Volumen de inyeccion
Concentracion de la muestra
Presion de la columna
Sistema cromatografico
Disponibilidad de recursos
Operador
No controlables Equipos
Saturacién de la columna
Contaminacion (impurezas)
Sensibilidad del detector

Pureza de la muestra

Una vez obtenidos estos factores o controles criticos del proceso, fueron agrupados como
controlables y no controlables. Los factores controlables, fueron la velocidad de flujo,
columna, temperatura de la columna, polaridad de la fase mévil, pH de la fase mavil, tipo
de extracciéon de la muestra en la matriz, volumen de inyeccién y concentracion de la
muestra. Estos parametros fueron clasificados como controlables, debido a que son faciles
de controlar, muchos de ellos mediante el software del equipo como la temperatura de la

columna, volumen de inyeccién y la velocidad de flujo, otros cambiando la proporcion de
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lafase orgdnicaen lafase movil, entre otros. Por lo que, su control puede ser llevado a cabo
de forma relativamente facil, haciendo asi estos parametros manipulables y pudiendo ser
modificados para obtener valoresen los que permitan cumplir con los ATP. Por el contrario,
los factores no controlables que se encuentran en la tabla anterior fueron definidos asi
porque son aquellos que son dificiles de controlar, pues se carecen de los recursos, por
ejemplo, para comprar un mejor detector o sintetizar una muestra de Casiopeina® lll-Ea

con mayor pureza.

11.1.2.4 Consideraciones del disefo de experimentos

11.1.2.4.1 Seleccidonde factores
Como se revisé anteriormente en los pardmetros criticos del proceso, existen parametros
o factores que se pueden modificar o controlar con el objetivo de poder cumplir con los
ATP. Estos factores controlables se clasifican en factores cualitativos o cuantitativos. Para
este proyecto, los factores de escala cualitativa fueron la seleccién de la columna y el pH
de la fase movil, mientras que los demas factores fueron de escala cuantitativa. A
continuacion, se muestran los factores seleccionados con sus caracteristicas y pequefia

justificacion.

11.1.2.4.1.1 pH de lafase movil

La Casiopeina® lll-Ea se ha reportado como una base débil, la cual es ionizable por la
variacion del pH en respuesta a su pKa. Cuando el pH es diferente del pKa, la concentracién
de la Casiopeina® IlI-Ea podria verse afectada debido a la presencia simultanea de las dos
especies ionizadas. Por ello, es necesario ajustar el pH de la fase movil mediante soluciones
amortiguadoras, en las cuales la Casiopeina® ha demostrado ser estable. Considerando la
fase movil a un pH de 6.8 y 7.4, debido a que ya ha sido reportada la estabilidad de la
molécula en estos pH. Se considerd una concentracién de la sal de fosfatos baja, debido a
gue, a una alta concentracién de fosfatos, estos pueden coordinarse con la Casiopeina® llI-
Ea. Considerando lo anterior, se emplearon soluciones amortiguadoras de fosfatos de pH

6.8 y 7.4 a una concentracion de 10 puM.
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11.1.2.4.1.2 Proporcion de la fase orgdnica (polaridad de la

fase mavil)
Se utilizd6 metanol en proporcion de la fase organica debido a que ha sido ampliamente
utilizado en estudios previos con diferentes Casiopeinas®, ademds de que se ha encontrado
gue la Casiopeina® es muy soluble en metanol y se ha demostrado su estabilidad. La
proporcion de metanol se varié, de acuerdo con estudios previos, en los que se han
utilizado proporciones de 40 a 60 % de metanol en las fases mdviles. En este estudio, se

selecciond un intervalo mas amplio para el estudio de este factor sobre la respuesta.

11.1.2.4.1.3 Velocidad de flujo

La velocidad de flujo de la fase mévil se vario de igual forma, con el objetivo de tener un
pico con una buena resolucién con un tiempo de retencién aceptable, ya que cada
compuesto tiene una velocidad de flujo éptima y se pretende encontrar el mejor valor de

velocidad de flujo.

11.1.2.4.1.4 Columna

Ya seleccionada la fase mavil, y al ser esta una fase movil polar, la columna debe ser no
polar. Por ello, se seleccionaron 2 columnas ampliamente utilizadas en la cuantificacion de
Casiopeinas®. Ademas de ser estas dos columnas de lasmds empleadas en la cuantificacion
de Casiopeinas®, la fase estacionaria ha demostrado ser tolerante a los cambios de pH y
temperatura. Otro factor para considerar sobre la eleccién de estas columnas fue la
disponibilidad y presupuesto para obtenerlas. Por lo que se trabajé con columnas Agilent
C8 Eclipse XDB y Agilent C18 Eclipse plus, las cuales, de acuerdo con el fabricante son
ideales para el desarrollo de metodologias, son especialmente disefiadas para compuestos
de naturaleza basica y son perfectas para ser empleadas en un rango de pH de 2 a 9. Las
similitudes podrian hacer percibir que emplear cualquiera de estas 2 columnas seria lo
ideal, no obstante, tienen diferencias, como la C8 Eclipse XDB, la cual es mejor en el rango
de pH de 6 a 8, pues los silanoles (donantes de hidrégeno) residuales son mds activos y las
interacciones de colas son mas probables, mientras que en la C18 Eclipse Plus a pH 6-9, la

estabilidad de la columna es superior operando a temperaturas <40 ° C y utilizando
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concentraciones de tampén bajas (en el rango de 0.01-0.02 M), especialmente con
tampones de fosfato y carbonato. Asi mismo, la empresa recomienda el uso de las
columnas Eclipse plus como primera opcion en el desarrollo de metodologias analiticas,

pues posé una tecnologia patentada como fase estacionaria.

11.1.24.1.5 Temperaturade la columna
La temperatura de la columna es un factor que se debe de controlar para para evitar
aumento de presién en la columna. Considerando lo anterior y estudios previos de
estabilidad de la Casiopeina® llI-Ea, se decidié evaluar la temperatura como un factor,

considerando la estabilidad de la molécula, el intervalo de temperatura de 25 °Ca 30 °C.

11.1.2.4.1.6 Volumen de inyeccion
El volumen de inyeccién en toda cuantificacién por cromatografia de liquidos debe ser un
parametro para variar, debido a que del volumen de inyeccidn dependera el area del pico
del compuesto y en su resolucion, al obtener una éptima respuesta, evita uno el saturar la
columna. Es por ello por lo que la seleccion del volumen de inyeccién es de vital
importancia, y lo fue asi cuando se realizé el experimento de la Casiopeina® IlI-Ea en fluido
bioldgico, debido a que los componentes del fluido bioldgico complicaban la resolucién del

pico de Casiopeina® lll-Ea.

11.1.2.4.1.7 Metodologiade extraccion de la matriz bioldgica
La metodologia de extraccién de la Casiopeina® IlI-Ea de la matriz bioldgica igualmente
formo parte de un factor, debido a que la metodologia con la cual se extraia implicaba
diferentes pasos, tiempo y costos, por lo que el empleo de una u otra se debia justificar
para ser empleada como metodologia 6ptima para el cumplimiento del problema del
trabajo. Estas metodologias pueden verse con precisiéon en el apartado 8.1.1 Extraccion

de la Casiopeina® lll-Ea del fluido bioldgico.

11.1.2.4.2 Niveles de trabajo

La seleccidn de niveles es la asignacion de valores a cada factor que se estudiara en el
disefio de experimentos. Para este caso se emplearon 2 niveles, el nivel alto (+) y el nivel
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bajo (-). La seleccién de los niveles se basé de la busqueda enlaliteraturay enlarealizacion
del estudio piloto. Los factores y niveles estudiados en la experimentacion se presentan a

continuacion:

Tabla XIV. Factores y niveles estudiados.

Factor Nivel bajo (+) Nivel alto (-)

pH de la fase movil 6.8 7.4

Proporcidon de la fase organica 40 % 65 %
Velocidad de flujo 0.5 mL/min 1.0 mL/min
Columna C8 C18
Temperatura de la columna 25 °C 30 °C
Volumen de inyeccion 15 uL 25 uL

Metodologia de extraccion Precipitacion de proteinas Fase solida

11.1.2.4.3 Seleccidonde lavariable de respuesta

La seleccidn de lavariable de respuesta se selecciond de acuerdo con el tipo de instrumento
que se empled en la experimentacidn, asi como en la consideracién de las AMPC/CQA para
el cumplimiento de los ATP. El HPLC esta formado por una columna cromatografica que
retiene uno o mas analitos de la fase mévil. Debido a esta capacidad de retencidn, se lleva
a cabo una sefal de la deteccidon de estos analitos que se representa en un cromatograma,
el cual brinda informacidn util del proceso de separaciény deteccidn de estos analitos. Para
este caso, se emplearon 2 respuestas, la simetria del pico correspondiente a la Casiopeina®
llI-Ea y la resolucién de este pico. Estos parametros se determinan directamente por el
software del equipo que interpreta la sefial y brinda un resultado numérico, disminuyendo

asi la posibilidad de malas interpretaciones de las respuestas.

11.1.2.4.4 Seleccidon del diseiio experimental

Para la seleccién del disefio experimental, influyeron varios aspectos, los cuales
determinaron el tipo de disefio que se emplearia.

o Perfil del objetivo analitico (ATP).
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e Numero de factores: El nimero de factores a estudiar fue un punto clave, debido a
gue en general a mayor nimero de factores, mayor nimero de experimentos y por

lo tanto mayor tiempo y costos.

e Numero de niveles: El numero de niveles se simplificé a 2 para poder seleccionar un

disefio experimental de menor complejidad.

e Efectos: Deacuerdo con los efectos que se busca conseguir, en este caso determinar
qué efectos de los factores tienen un impacto significativo en la variable de

respuesta.

e Costo, tiempo y precision: La aplicacidon del disefio experimental, buscé reducir el

ndimero de experimentos y con ello, el tiempo y el costo.

11.1.2.5 Aplicaciondel disefio de experimento

Como ya se pudo describir anteriormente, el disefio de experimentos (DoE) es un método
organizado y estructurado que se emplea para establecer relaciones entre como los
factores de entrada afectan a una o mas respuestas, a través del establecimiento de
modelos estadisticos.

Esta herramienta se aplico al estudio debido a que permite un estudio mas profundo de los
CPP y AMPC/CQA del proceso, determinando como estos influyen en conducir una
respuesta optimizada.

Para lograr esto, se emplearon dos disefios, el primero de ellos un disefio de barrido o
“screening”, debido a que este tipo de disefios experimentales permiten el estudio de un
nuimero amplio de factores, reduciendo asi el nimero de experimentos y disminuyendo los
recurso. Por otra parte, se aplicéd de igual forma un estudio de optimizacién que permitiera

profundizar en los factores que tienen un efecto significativo sobre las respuestas.

11.1.2.5.1 Disenode “screening”
En este sentido, dentro del DoE existen varias opciones que podrian ser consideradas para
hacer un “screening” de los factores, como los disefios factoriales completos de dos niveles,
los disefios factoriales fraccionados y los disefios tipo Plackett-Burman, todos estos son los

disefios de cribado o “screening” mas utilizados debido a sus ventajas rentables.
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Como resultado del andlisis de cada uno de estos aspectos y su relacion entre si, se decidid
emplear inicialmente un disefio tipo Plackett Burman. Este disefio se utilizd partiendo del
supuesto de que lasinteracciones entre los factores son insignificantes. Este tipo de disefios
se emplea en las fases de desarrollo debido a que es un disefio de 2 niveles de resoluciéon
ll, es decir, un disefio 2%, que se emplea para optimizar los recurso, ya que se suelen

emplear cuando el numero de factores es mayor a 5.

11.1.2.5.1.1 Aplicaciondel disefio tipo Plackett Burman
El disefio tipo Plackett Burmann fue seleccionado debido a que el nimero de factores fue
considerable, por lo que incrementaria el tiempo de la experimentacion y por ende los
costos. El disefio se realizé con la Casiopeina® lll-Ea en fluido bioldgico, se consideraron 7
factores (tabla XVI) y 2 respuestas, las cuales, para cumplir con el objetivo de la

experimentacion, se seleccioné la resolucién y el drea del pico como respuestas.

La matriz de disefio tipo Plackett Burmann con la que se realizo el experimento se presenta

a continuacion:

Tabla XV. Matriz de disefio Plackett Burman 2”.
Experimento F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
+ = + = = = +
+ = + - - -
- + - -

+
+

+ + +
+ 4+ + 0+ +

+ 4+ 4+ 0+ 4+

+ 4+ 0+ +

[ @ ]
8
[ & ]
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Tabla XVI. Factores considerados para el diseno tipo Plackett Burmann
Factor Valor bajo (-) Valor alto (-)

pH de la fase movil 6.8 7.4

.z

P f
ror’)o.rcmn de fase 35 9 65 %
organica

cs c18
[Flujp 0.5 mL/min 1.0 mL/min

Temperaturadela 25 °C 30 °C
columna

M Precipitacion Fase solida
15 ut 25 uL

Antes de comenzar, se realizé el calculo prospectivo del nimero de repeticiones por medio
de la herramienta estadistica Minitab, para la cual se consideré una confianza del 95%, una
desviacién estdndar asumida de 1, 7 factores y 12 corridas por bloque, la cual estima que
sean 3 repeticiones para una potencia estadistica 2 80 % para que el disefio sea confiable,
por lo cual el disefio se replicard 2 veces, dando un total de 36 corridas, lo cual es
consistente con lo reportado por Gutierrez-Pulido (2008), el cual recomienda un minimo

de 3 repeticiones en la aplicacidon de disefio de experimentos.

10
Reps, Pts ctrals
— 3.0
08 Supuestos
o 0.05
DaswEst. 1
Mo, de factores 7T
m 0.5 Mo. de puntos axiales 12
v MNao. de términos amitidas 1]
s
1]
-
s
0.4
0.2+
0.0 T
10 0.5 0.0 0.5 1.0

Efecto

Figura XVII. Curva de la potencia para disefio de Plackett-Burmann

Los resultados de la aplicacidn del disefio se presentan a continuacion:
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Extraccion

%F.

Tabla XVII. Resultados de la aplicacion del disefio de Plackett Burmann

Temperatura

Columna

Flujo

Simetria

Resolucion

organica
40
65
65
40
65
65
65
40
40
40
65
40

30
25
30
30
25
30
30
30
25
25
25
25

C8
C18
Cc8
C18
C18
C8
C18
C18
C18
Cc8
Cc8
C8

0.5
0.5

0.5

0.5

0.5
0.5
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6.8
6.8
6.8
7.4
6.8
7.4
7.4
6.8
7.4
7.4
7.4
6.8

25
15
15
15
25
15
25
25
15
25
25
15

0.75
0.64
0.43
0.59
0.49
0.62
0.16
0.44
0.31
0.44
0.63
0.46

0.74
0.72
0.4
0.64
0.55
0.68
0.25
0.37
0.35
0.39
0.68
0.39

0.7
0.61
0.5
0.55
0.58
0.59
0.19
0.45
0.29
0.42
0.65
0.4

0.89
1.5
1.3

1.26
1.3

1.41

0.78

0.78
0.7

1.07

1.57

0.73

0.97
1.68
1.15
1.37
1.33
1.32
0.89
0.67
0.78
1.24
1.48
0.79

0.91
1.64
1.21
1.42
1.15
1.36
0.64
0.92
0.73
1.16
1.69
0.58
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Una vez realizada la experimentacidn, el siguiente paso fue realizar el analisis de los datos
obtenidos, para ello se utilizd la herramienta Statgraphics®. Se seleccioné el disefio de
Plackett Burmann de 2 respuestas y 3 factores, con un nivel de confianza del 95%. El disefio
fue replicado 2 veces, por lo que se generaron 3 bloques. Se analizé cada respuesta por
separado, como se muestra a continuacion:

Tabla XVIII. Analisis de varianza para Simetria.

Sumade Cuadrado >
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P

0311736 1 0.311736 24.1

0.013225 1 0.013225 1.02 0.321
6.94;1:45 ) 6.9451;14E- 0.01 0.94
0.0793361 1 0.0793361 FER
o 0B 00584028 1 0.0584028 451 NS08
D 00393361 1 0.0393361 3.04 0.092
0.00233611 1 0.00233611 0.18 0.674
[ Erortotal  EGEIIEY 28 0.0129353

0.866631 35

El andlisis de varianza para simetria mostré que los factores tipo de extraccién del analito,
tipo de columna y velocidad de flujo tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
la simetria con un 95% de confianza (color verde) al ser la p < 0.05. Los factores de
proporcion de la fase organica dentro de la fase movil, temperatura de la columna, pH de
la fase mévil y volumen de inyeccidon no presentaron un efecto estadisticamente
significativo, por lo que, para la simetria, dentro de estos niveles investigados, el método

es robusto.

A continuacion, se presenta el diagrama de Pareto en el cual se puede observar estas
mismas aseveraciones sobre la significancia estadistica de los factores que afectan la

simetria.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Simetria

-4
4
4
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D:Columna
E:Flujo

F:pH

B:%F. orgéanica
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C:Temperatura

3 4 5
Efecto estandarizado

Figura XVIII. Diagrama de Pareto para Simetria.

Para el caso de la resolucion, los resultados se muestran a continuacion:

Tabla XIX. Andlisis de varianza para Resolucién.

Fuent Sumade Cuadrado Razén-F
HEEE Cuadrados Medio He8

0.868003 1 0.868003 1693 [N<00058
1.14847 1 1.14847 24 NS00
0.0971361 1 0.0971361 1.89

0.046225 1 0.046225 0.9 0.350
T 0.0406694 1 0.0406694 0.79 0.381
D 00521361 1 0.0521361 1.02 0.322
0.0616694 1 0.0616694 1.2 0.282

| Errortotal  [EEEWELEY) 28 0.0512615

3.74963 35

Como se muestra en la tabla anterior, los factores que tienen un efecto estadisticamente
significativosobre la resolucidon con un 95% de confianza es el tipo de extracciéndel analito

y la proporcién de fase organica dentro de la fase mévil. Para los demas factores, se puede
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asumir que, dentro de los niveles investigados, la metodologia esrobusta, pues no causaran

efecto significativo sobre la resolucién.

El diagrama de Pareto muestra mas claramente los factores que ejercen un efecto

significativo sobre la resolucion:

Diagrama de Pareto Estandarizada para Resolucion

-

B.%F. organica

A:Extraccion

C:Temperatura
G:V, inyeccion
F:pH

D:Columna

|

E:Flujo

1 1

2 3 4 5
Efecto estandarizado

o
—

Figura XIX. Diagrama de Pareto para Resolucion.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que solo los factores que
tuvieron un valor de p < 0.05 tuvieron un efecto significativo sobre las respuestas con una
confianza del 95%, para el caso de la simetria, observamos que esta se ve afectada por 3
factores de los 7 factores investigados, la extraccion, % de metanol en la fase movil y el tipo
de columna, mientras que para la resolucion, solo 2 factores tuvieron un efecto
significativo, la extraccidny el % de metanol dentro de la fase orgdnica. Por tanto, solo hay
4 factores que tienen efecto sobre lasrespuestas, esto fue mas claramente observado en
el diagrama de Pareto. Derivado de estos resultados, lo siguiente sera conseguir los niveles
adecuados de estos factores que ejercen un efecto significativosobre las respuestas. Es por
ello, que se decidié realizar un segundo estudio, pero ahora aplicando otro disefio, para
este caso se realizd un disefio factorial 241 (disefio factorial fraccionado de 2 niveles con 4
factores). Los niveles de los factores que no causaron un efecto significativose mantuvieron
se mantuvieron en ciertos niveles de acuerdo con las necesidades de la experimentacion.

La temperatura se mantuvo en el nivel bajo, pues la temperatura al no ser un factor que
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afecta ambas respuestas, si afecta la estabilidad de la Casiopeina® Ill-Ea, como ya se ha
comentado, debido a que la alta temperatura incrementa la degradacién de la Casiopeina®
[lI-Ea. El pH se mantuvo en 6.8 debido a que es el pH masaproximado al de lasangre, siendo
mas factible de amortiguar ese nivel de pH. En cuanto al volumen de inyeccion, se decidié
trabajar con el volumen de 15 plL debido a que a menor cantidad de muestra se inyecte al

equipo, la columna fuera en menor grado saturada, por lo que el tiempo de limpiarla 'y

acondicionarla requerird de un menor gasto de disolventes y tiempo.

11.1.2.5.2 Diseio de optimizacion

Posterior a la realizacion del disefo tipo Plackett Burman, se redujo el nimero de factores
a estudiar, debido a que no presentaban un efecto significativo sobre la variable de
respuesta, indicando que la respuesta no se vera afectada en el nivel alto o bajo de esos

factores.

En este sentido, el numero de factores se redujo a 4, no obstante, continla siendo un
nimero grande factores, por lo que el realizar un disefio factorial 2¥ con 2 réplicas
representa un nimero muy considerable de experimentos. Debido a esto, se empled un
disefio factorial fraccionado para disminuir el nimero de corridas y por lo tanto tiempo y
costo. Este tipo de disefios sacrifica informacion poco util que se obtendria en un disefio

factorial completo en aras de aplicar un disefio manejable, confiable y econédmico.

11.1.2.5.2.1 Aplicacion del disefio de optimizacidon: Disefio

factorial fraccionado 2%
Una vez obtenidos los factores que tienen un efecto significativo sobre la simetria y
resolucion, lo siguiente es encontrar el nivel adecuado de estos factores que permitan
cumplir con los objetivos, por ello se aplicd un nuevo disefio, ahora un disefo factorial
fraccionado, debido a que esta estrategia permitird trabajar de forma en que se optimicen
los recurso, sacrificando informacidén poco importante. Los resultados de la aplicacién del

disefio factorial 241 se presentan a continuacion:
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Tabla XX. Resultados de la aplicacién del disefio factorial fraccionado 241,

% F. . . . 2
Columna Flujo Simetria Resolucién

Extraccion o
organica

11.1.2.6 Espacio de diseiio (DS)/Region de disefio operable del
método (MODR)

Posterior al andlisis de la informacidn, se procedid a utilizar la herramienta de optimizacion
de multiples respuestas, con el objetivo de encontrar los niveles dptimos que permitan
caracterizar el pico correspondiente a Casiopeina® lll-Ea. Este andlisis se realiz6 mediante
la grafica de contornos, en la cual se interceptan las respuestas de simetria y resolucion al
emplear la columna C8 y el proceso de extraccidn en fase sélida, con 64% de metanol y un

flujo de 0.73, como se puede observar en la siguiente grafica.

Grafico Sobrepuesto
Extraccion=1.0,Columna=-1.0

1+ e 9.“1 ! AN "1.21 \ J \
- / / | | \ \ —— Resolucién
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0.9 — / { I 'l \
r / / ! \ L
" [ / | \ \‘-\
osf / ) |' \ \
o o '] l 1
> ) r / | \ \ -
& " | \ . v
07 |- | % \
- / "\
06— - \
- ,l‘l \
- / \ 131
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Figura XX. Gréfica de contornos de la optimizacidon de ambas respuestas.
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La siguiente tabla, fue obtenida en el programa estadistico Statgraphics, en el cual muestra
la combinacidn de niveles de los factores que maximiza lasrespuestas en laregiénindicada.

Muestra la combinacién de actores a la cual se alcanza el punto éptimo, la cual se presenta

a continuacion:

Tabla XXI. Combinacién éptima de niveles de los factores.

Factor Bajo Alto Optimo

[+)
%0 * o4
organica
Precipitacion e e
P solida solida

Columna_|[EEESERET N
Fuio Y 1 om

Los valores de las respuestas, en esa combinacion de los niveles de los factores de acuerdo

con el programa estadistico es:

Tabla XXII. Valores de la respuesta en la combinacion éptima de los factores.

Respuesta  Optimo
150
| Simetria _ [RENCY

11.1.2.6.1.1 Aplicacion de la combinacidon optima de niveles
de los factores.

Posterior a la obtencidon de la combinacién éptima de la combinacién de factores que
habria que controlarse, y de estos factores encontrar los niveles dptimos, se realizé la
confirmacidén de estos supuestos. Esto se realizé con las combinaciones de la tabla XXll, el
pico en color rojo representa el blanco y el color azul la muestra con Casiopeina® Ill-Ea® lo

cual se obtuvo el siguiente cromatograma:
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Figura XXI. Cromatograma con las condiciones optimizadas.

Los resultados obtenidos difirieron un poco a los datos tedricos, no obstante, el resultado
es bastante bueno en comparacion de otros tratamientos. Este resultado podria mejorar al

cambiar a una columna C8 con menos uso, pues la columna empleada fue utilizada en toda

esta etapa de desarrollo.

11.1.2.7 Estrategiade control y mejora continua
La estrategia de control es una medida disefada para garantizar la reproducibilidad de los
resultados en cumplimiento con los ATP. Cuando se llevd a cabo la experimentacion,
existieron diversos puntos criticos del proceso de cuantificacidon de la Casiopeina® llI-Ea
que, al verse afectados, tuvieron un gran impacto sobre las respuestas y otros que al

variarse presentaban una gran tolerancia sobre las respuestas.

Derivado de toda la experimentacidn realizada con la Casiopeina llI-Ea, la estrategia de

control propuesta y no limitativa es la siguiente:
89 de 98



RESULTADOS Y DISCUSION
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Control de los atributos de calidad del principio activo.

Control de los atributos de calidad de los reactivos y columnas utilizados.

Calificacion de equipos y calibracién de instrumentos.
Calificacion del analista.
Programas de monitoreo para el analisis de datos aberrantes.

Validacién de la metodologia bioanalitica.
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12.0 CONCLUSIONES Y ACCIONES

El enfoque de la calidad analitica por disefio (AQbD) es una herramienta que permitié

minimizar el riesgo de fallas o malas decisiones, asi como el incremento en la productividad

y calidad de la metodologia.

Los factores que influyen en las respuestas se determinaron mediante la realizacion de una
variacion simultanea de factores bajo el enfoque del disefio de experimentos (DoE). Esta
metodologia permitié detectar los factores experimentales que tenian un efecto
estadisticamente significativo, y por tanto, seleccionar esos factores y estudiarlos mas

afondo con un nuevo disefio experimental.

Una vez definidos estos factores, se obtuvo la region operable y con ayuda de software
estadistico, se definid el espacio de diseno operable, asi como las condiciones éptimas que
nos ofrecian la mejor respuesta. Posterior, se comprobd todo el analisis por medio de la
realizacion de una corrida de confirmacion, en la cual se obtuvieron resultados similares a

los esperados.

Los resultados demostraron que se cumplieron con la mayoria de los ATP planteados, como
un tiempo menor a 10 minutos por corrida de una muestra analitica y un pico
correspondiente a la Casiopeina® Ill-Ea que puede ser cuantificable y que presenta muy
pocas interferencias. Lamentablemente no se cumplié con el ATP de una resolucién mayor
a 1.5, aunque la resolucion fue de 1.4, no corresponde al ATP planteado, por lo que se

concluye que este valor se pudo haber visto afectado por las condiciones propuestas en la

estrategia de control.

91 de 98



REFERENCIAS g

13.0 REFERENCIAS

1. VidalL, Pimentel E, Cruces M, Hernandez S, Ruiz-Azuara L. Cytotoxic and genotoxic
actions of Casiopeina lll-Ea (Cas lll-Ea) in somatic and germ cells of Drosophila
melanogaster. Journal of toxicology and environmental health Part A. 23 de junio
de 2017;80:1-9.

2. Trejo-Solis C, Palencia G, Zuniga S, Rodriguez-Ropon A, Osorio-Rico L, Luvia ST, et al.
Cas ligly induces apoptosis in glioma C6 cells in vitro and in vivo through caspase-
dependent and caspase-independent mechanisms. Neoplasia. junio de
2005;7(6):563-74.

3. CARACTERISTICAS DE LAS DEFUNCIONES REGISTRADAS EN MEXICO DURANTE 2019.
2021;45.

4. Mattiuzzi C, Lippi G. Current Cancer Epidemiology. J Epidemiol Glob Health.
diciembre de 2019;9(4):217-22.

5. Reina M, Herndndez-Ayala LF, Bravo-Gémez ME, Goémez V, Ruiz-Azuara L. Second
generation of Casiopeinas®: A joint experimental and theoretical study. Inorganica
Chimica Acta. 1 de marzo de 2021;517:120201.

6. Jung Cook H. La Biofarmacia en México: Un breve analisis del pasado y presente.
Revista mexicana de ciencias farmacéuticas. junio de 2013;44(2):5-6.

7. Bioanalytical method validation: new FDA guidance vs. EMA guideline. Better or
worse? Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 20 de febrero de
2019;165:381-5.

8. Novakova L, Svoboda P, PavlikJ. Ultra-high performance liquid chromatography. En
2017.

9. Drake CG, Jaffee E, Pardoll DM. Mechanisms of immune evasion by tumors. Adv
Immunol. 2006;90:51-81.

10. Dunn GP, Old LJ, Schreiber RD. The Three Es of Cancer Immunoediting. Annual
Review of Immunology. 2004;22(1):329-60.

11. Hanahan D, Weinberg RA. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 4 de marzo
de 2011;144(5):646-74.

12. PAHO | Cancer [Internet]. [citado 17 de enero de 2021]. Disponible en:
https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_topics&view=article&id=2&lIte
mid=40735&lang=en

92 de 98



REFERENCIAS

&

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Reynoso Noverdn N, Torres-Dominguez JA. Epidemiologia del cdncer en México:
carga global y proyecciones 2000-2020. Revista Latinoamericana de Medicina
Conductual / Latin American Journal of Behavioral Medicine. 1 de octubre de
2018;8(1):9.

Benedi J, Gdmez Del Rio MA. Formacos antineopldasicos (1). Farmacia Profesional. 1
de febrero de 2006;20(2):60-5.

How does chemotherapy work? [Internet]. informedhealth.org. [citado 17 de enero
de  2021]. Disponible en: https://www.informedhealth.org/how-does-
chemotherapy-work.html

Strovel J, Sittampalam S, Coussens NP, Hughes M, Inglese J, Kurtz A, et al. Early Drug
Discovery and Development Guidelines: For Academic Researchers, Collaborators,
and Start-up Companies. En: Markossian S, Sittampalam GS, Grossman A,
Brimacombe K, Arkin M, Auld D, et al., editores. Assay Guidance Manual [Internet].
Bethesda (MD): Eli Lilly & Company and the National Center for Advancing
Translational Sciences; 2004 |[citado 17 de enero de 2021]. Disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK92015/

Boletines [Internet]. [citado 17 de enero de 2021]. Disponible en:
https://www.dgcs.unam.mx/boletin/bdboletin/2002/2002_0750.html

Chavez-Gonzalez A, Centeno-Llanos S, Moreno-Lorenzana D, Sandoval-Esquivel MA,
Aviles-Vazquez S, Bravo-Gomez ME, et al. Casiopeina Ill-Ea, a copper-containing
small molecule, inhibits the in vitro growth of primitive hematopoietic cells from
chronic myeloid leukemia. Leuk Res. enero de 2017;52:8-19.

de Anda-Jauregui G, Espinal-Enriquez J, Hur J, Alcald-Corona SA, Ruiz-Azuara L,
Hernandez-Lemus E. Identification of Casiopeina Il-gly secondary targets through a
systems pharmacology approach. Comput Biol Chem. febrero de 2019;78:127-32.

Gutiérrez AG, Vazquez-Aguirre A, Garcia-Ramos JC, Flores-Alamo M, Hernandez-
Lemus E, Ruiz-Azuara L, et al. Copper(ll) mixed chelate compounds induce apoptosis
through reactive oxygen species in neuroblastoma cell line CHP-212. J Inorg
Biochem. septiembre de 2013;126:17-25.

Kachadourian R, Brechbuhl HM, Ruiz-Azuara L, Gracia-Mora |, Day BJ. Casiopeina
ligly-induced oxidative stress and mitochondrial dysfunction in human lung cancer
A549 and H157 cells. Toxicology. 9 de febrero de 2010;268(3):176-83.

Osnaya Rosas, Paulina. Desarrollo y validacion de método bioanalitico para la
cuantificacion de casiopeina llI-IA® en plasma humano por HPLC-MS. 2015.

Vértiz G, Garcia-OrtufioLE, Bernal JP, Bravo-Gémez ME, Lounejeva E, Huerta A, et al.
Pharmacokinetics and hematotoxicity of a novel copper-based anticancer agent:

93 de 98



REFERENCIAS g

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

casiopeina lllI-Ea, after a single intravenous dose in rats. Fundam Clin Pharmacol.
febrerode 2014;28(1):78-87.

Campero-Peredo C, Bravo-Gémez ME, Herndndez-Ojeda SL, Olguin-Reyes SDR,
Espinosa-Aguirre JJ, Ruiz-Azuara L. Effect of [Cu(4,7-dimethyl-1,10-
phenanthroline)(acetylacetonato)]NO3, Casiopeina Ill-Ea, on the activity of
cytochrome P450. Toxicol In Vitro. junio de 2016;33:16-22.

Zurita Hernandez, Ervin. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de
solubilidad, pH-solubilidad y coeficiente de particién del compuesto con actividad
antineoplasica Caslll-Ea, mediante el desarrollo y validacion de un método analitico
por espectrofotometria. 2018.

Yu LX, Amidon G, Khan MA, Hoag SW, Polli J, Raju GK, et al. Understanding
pharmaceutical quality by design. AAPS J. julio de 2014;16(4):771-83.

Anonymous. Quality by design [Internet]. European Medicines Agency. 2018 [citado
17 de enero de 2021]. Disponible en: https://www.ema.europa.eu/en/human-
regulatory/research-development/quality-design

Peraman R, Bhadraya K, Padmanabha Reddy Y. Analytical Quality by Design: A Tool
for Regulatory Flexibility and Robust Analytics [Internet]. Vol. 2015, International
Journal of Analytical Chemistry. Hindawi; 2015 [citado 18 de enero de 2021]. p.
e868727. Disponible en: https://www.hindawi.com/journals/ijac/2015/868727/

Raman NVVSS, Mallu UR, Bapatu HR. Analytical Quality by Design Approach to Test
Method Development and Validation in Drug Substance Manufacturing [Internet].
Vol. 2015, Journal of Chemistry. Hindawi; 2015 [citado 18 de enero de 2021]. p.
e435129. Disponible en: https://www.hindawi.com/journals/jchem/2015/435129/

Tietje C, Brouder A, editores. International Conference On Harmonisation Of
Technical Requirements For Registration Of Pharmaceuticals For Human Use. En:
Handbook of Transnational Economic Governance Regimes [Internet]. Brill | Nijhoff;
2010 [citado 17 de enero de 2021]. p. 1041-53. Disponible en:
https://brill.com/view/book/edcoll/9789004181564/Bej.9789004163300.i-
1081_085.xml

Fukuda IM, Pinto CFF, Moreira- C dos S, Saviano AM, Lourenco FR, Fukuda IM, et al.
Design of Experiments (DoE) applied to Pharmaceutical and Analytical Quality by
Design (QbD). Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences [Internet]. 2018 [citado
18 de enero de 2021];54(SPE). Disponible en:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_abstract&pid=51984-
82502018000700405&Ing=en&nrm=iso&ting=en

94 de 98



REFERENCIAS g

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

45,

N Politis S, Colombo P, Colombo G, M Rekkas D. Design of experiments (DoE) in
pharmaceutical development. Drug Dev Ind Pharm. junio de 2017;43(6):889-901.

MuruganR. Design Sapce for Analytical Methods- QbD Concept. Cutting Edge Spinco
Biotech. 21 de febrero de 2014;

Montgomery DC. Design and analysis of experiments. Eighth edition. Hoboken, NJ:
John Wiley & Sons, Inc; 2013. 730 p.

Pulido HG. Analisis y disefio de experimentos. :564.

Kuehl RO, Kuehl RO. Design of experiments: statistical principles of research design
and analysis. 2nd ed. Pacific Grove, CA: Duxbury/Thomson Learning; 2000. 666 p.

Pilz J. Statistical Design of Experiments (DOE). En: Lovric M, editor. International
Encyclopedia of Statistical Science [Internet]. Berlin, Heidelberg: Springer; 2011
[citado 17 de enero de 2021]. p. 1392-6. Disponible en:
https://doi.org/10.1007/978-3-642-04898-2_538

Disefio de Experimentos [Internet]. [citado 17 de enero de 2021]. Disponible en:
https://unam-bibliotecasdigitales-
com.pbidi.unam.mx:2443/read/9786076227558/index

Vanaja K, Rani RH. Design of Experiments: Concept and Applications of Plackett
Burman Design. Clin Res Regul Aff. 10 de octubre de 2008;24:1-23.

Disefios factoriales y factoriales fraccionados [Internet]. [citado 17 de enero de
2021]. Disponible en: https://support.minitab.com/es-mx/minitab/18/help-and-
how-to/modeling-statistics/doe/supporting-topics/factorial-and-screening-
designs/factorial-and-fractional-factorial-designs/

Pandey S, Pandey P, Tiwari G, Tiwari R. Bioanalysis in drug discovery and
development. Pharm Methods. 2010;1(1):14-24.

Moein MM, El Beqqali A, Abdel-Rehim M. Bioanalytical method development and
validation: Critical concepts and strategies. ) Chromatogr B Analyt Technol Biomed
Life Sci. 1 de febrero de 2017;1043:3-11.

Bioanalytical Method Validation Guidance for Industry. 2018;44.

guideline-bioanalytical-method-validation_en.pdf [Internet]. [citado 17 de enero de
2021]. Disponible en: https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-
guideline/guideline-bioanalytical-method-validation_en.pdf

M10_EWG_Draft_Guideline.pdf [Internet]. [citado 17 de enero de 2021]. Disponible
en: https://database.ich.org/sites/default/files/M10_EWG_Draft_Guideline.pdf

95 de 98



&

REFERENCIAS

46. Deshpande MM, Kasture VS, Chavan MM and MJ. Bioanalytical Method
Development and Validation: A Review. Recent Advances in Analytical Chemistry
[Internet]. 10 de abril de 2019 [citado 17 de enero de 2021]; Disponible en:
https://www.intechopen.com/books/recent-advances-in-analytical-
chemistry/bioanalytical-method-development-and-validation-a-review

96 de 98



ANEXOS
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Anexo 1

Validacion de métodos analiticos.

Condiciones espectrofotométricas:

Tabla XXIIl. Reporte de validacion de métodos analiticos para la cuantificacién de
Casiopeina llI-EA en solucién glucosada al 5 %.

Longitud de onda: 273 nm.

Medio: Solucién glucosada 5%.
Blanco: Solucidn glucosada 5%.
Concentracion de la muestra: 5 mg/mL.

La respuesta solo se

Exactitud/Selectividad La respuesta solo se debe al analito a una El método es
i S S deberd al analito longitud de onda de 273 selectivo
nm
rZ 20.98 r= 0.9984
Linealidad del sistema & £ El sistema es lineal
IC{B1) No debe incluir el IC(B1)= 0.0948 a 0.0995
cero
Precision de sistema CV<15% CV=1.03 % H snster:na =
preciso

Exactitud del método

IC{u) debe incluir el 100%
o que el promedio
aritmético del % de

recobro se incluya en el
intervalo: 97-103%

IC(u)=97.92 2 99.22

£l método es exacto

IC(u) Debe incluir el 100
% o el promedio del % de

IC(u)=98.69 2 101.48

CV<3% CVv=0.63 %
r2>0.98 R=0.9503
IC{B1) debe incluirla | a1y _ ¢ 8895 2 1.0625
unidad
IC(B0) de incluirel cero | IC(B0)=-0.3184 a 0.5577
Linealidad del método CVuy < 3% CV=1.79% El método es lineal

recobro
V<2% Cv=1.81
Precisién intermedia CV<3% CVv=113% &l méloda e

reproducible
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Anexo 2

Validacion de métodos analiticos.

Condiciones espectrofotométricas:

Tabla XXIV. Reporte de validacion de métodos analiticos para la cuantificacion de

Longitud de onda: 273 nm.

Medio: Solucién salina 0.9%.
Blanco: Solucion salina 0.9%.
Concentracion de la muestra: 5 mg/mL.

Casiopeina IlI-EA en solucion salina al 0.9 %.

Prueba Criterio de aceptacién Resultado Conclusién
La respuesta solo se

” e La respuesta solo se debera al debe al analito a una . g

Exactitud/Selectividad analito longitud de onda de 273 El método es selectivo
nm
r2debe ser > 0.98 r=0.9993
Linealidad del sistema El sistema es lineal
IC(B1) No debe incluir el cero IC(B1)=0.0948 a 0.0978

Precision de sistema CV<15% CV=0.45% El sistema es preciso

Exactitud del método

IC(p) debe incluir el 100% o que el
promedio aritmético del % de
recobro se incluya en el intervalo:

IC(u)=100.67 a 102.21

El método es exacto

Linealidad del método

97-103%
CV<3% CV=0.72%
r220.98 R=0.8969

IC(B1) debe incluir la unidad

IC(B1) = 0.9162 a 1.0118

IC(B0) de incluir el cero

IC(BO)=-0.0712 a 0.4136

C\/)(/yI <3%

CV=0.99 %

IC(n) Debe incluir el 100 % o el
promedio del % de recobro

IC(w)= 99.10 a 100.71

CV<2%

Cv=1.04

El método es lineal

Precision intermedia

CVv<3%

CV=1.28%

El método es
reproducible

98 de 98




	1. Portada 
	Índice

	2. Reconocimiento

	3. Índice General

	4. Listado de Abreviaturas

	5. Índice de Tablas

	6. Listado de Figuras

	7. Introducción

	8. Antecedentes

	9. Objetivos

	10. Parte Experimental

	11. Resultados y Discusión

	12. Conclusiones y Acciones

	13. Referencias

	14. Anexos


