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RESUMEN

Introduccioén: en los estudios toxicolégicos debe garantizarse una adecuada
dosificacion de las sustancias a evaluar, lo cual se dificulta en el caso de sustancias
cerosas lipofilicas, como el D-002 (alcoholes grasos purificados de cera de abejas) y el
D-003 (acidos grasos purificados de cera de cafa de azUcar), las cuales requieren ser
preparadas como suspensiones acuosas para su administracion a los animales, como
parte de los estudios de toxicologia aguda, crénica y carcinogénesis.

Objetivo: desarrollar una metodologia analitica para el control de calidad de las
suspensiones acuosas empleadas en los estudios toxicoldgicos de las sustancias D-002
y D-003.

Métodos: la metodologia se basoé en la estandarizacion de las suspensiones a una
misma concentracion, de las que se tomd una alicuota para la extraccion de los
alcoholes y &cidos grasos del D-002 y D-003, respectivamente, con disoluciones de
patrones internos en disolventes organicos afines a las sustancias activas de interés;
posteriormente a lo cual, alicuotas de las fases organicas se sometieron a la formacion
de derivados trimetilsisil o ésteres metilicos (alcoholes o acidos, respectivamente) y se
analizaron por cromatografia de gases

Resultados: el método analitico desarrollado cumplié con los criterios de validacion
segun las guias internacionales ICH, permitiendo el control de calidad de las
suspensiones de D-002 y D-003.



Conclusiones: se desarrolldé y validé una metodologia analitica por cromatografia de
gases que puede ser utilizada en el control de calidad de las suspensiones acuosas de
D-002 y D-003 empleadas en los estudios toxicoldgicos.
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ABSTRACT

Introduction: an accurate dosage the substances to be evaluated should be
guaranteed in the toxicological studies. This is particularly difficult with waxy lipophilic
substances, such as D-002 (fatty alcohols purified from beeswax) and D-003 (fatty
acids purified from sugar cane wax). These substances require to be prepared as
aqgueous suspensions in order to be administered to animals used in the acute, chronic,
and carcinogenic toxicological studies.

Objetive: to develop an analytical method for quality control of the aqueous
suspensions used in the toxicological studies of the substances D-002 and D-003.
Methods: target suspensions were standardized at the same concentration, from
these last suspensions an aliquot was taken for extracting the fatty alcohols and acids
of D-002 and D-003, respectively. Internal standard solutions, which organic solvents
had affinity for the active substances of interest were used. After that, aliquots of the
organic phases were submitted to the formation of trimethylsilyl or methyl esters
derivatives (alcohols or acids, respectively) and were analyzed by gas
chromatography.

Results: the analytical method met the validation criteria, according to the
international ICH guidelines, allowing the quality control of D-002 and D-003 solutions
Conclusions: the developed and validated gas chromatography analytical method can
be used for quality control of the D-002 and D-003 aqueous solutions used in
toxicological studies

Key words: toxicological studies, D-002, D-003, suspensions.

INTRODUCCION

Las sustancias farmacoldégicamente activas de origen natural presentan composiciones
quimicas complejas, lo cual dificulta el control de calidad de sus diversas
formulaciones, especificamente en cuanto a la determinacion de sus dosis. Esta
caracteristica complica el desarrollo de los estudios toxicoldgicos, en los que se debe
garantizar una adecuada dosificacién de las sustancias a evaluar. Dentro de este
panorama se inserta la investigacion-desarrollo de sustancias solidas cerosas, como el
D-002 y el D-003, ingredientes activos de caracter netamente lipofilico que requieren
ser formulados como suspensiones acuosas para poder ser administrados a los
animales de experimentacion.



Ambos ingredientes activos, consistentes en mezclas de alcoholes grasos purificados
de la cera de abejas (D-002)* y acidos grasos purificados de la cera de cafia de azlcar
(D-003),2 han demostrado efectos antioxidantes, ademas de efectos antiinflamatorio y
gastroprotector el primero,3® y antiagregante plaquetario, hipolipemiante y
osteoprotector el segundo.° La amplia utilizaciéon de suspensiones acuosas de estas
sustancias en estudios de toxicologia aguda, crénica y carcinogénesis, exigio el
desarrollo y validacién de una metodologia analitica para la determinacion de sus dosis
siguiendo los requerimientos establecidos por las ICH.'° Esta metodologia, en sus dos
variantes, permite la dosificacion individual de los componentes alcohdlicos del D-002
y de los componentes &cidos del D-003 en suspensiones con concentraciones entre 10
y 300 mg mL, siendo la primera vez que se desarrolla una metodologia con este fin
para el D-002, la cual resulta mas sencilla y rapida que la metodologia anteriormente
empleada para el D-003.%2

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar y validar una metodologia analitica para el
control de calidad de las suspensiones acuosas que son empleadas en los estudios
toxicolégicos.

METODOS

Equipos. Se empled un cromatoégrafo de gases GC 14-B (Shimadzu, Japoén).
Condiciones cromatogréaficas: columna capilar HP-5 (30 m x 0,25 mm di, y 0,25 um de
espesor de pelicula (Agilent, USA); volumen de inyeccién 0,50uL en modo splitless;
velocidad lineal del gas portador (hidrégeno) 37 cm/s (1 mL/min); flujo de hidrégeno
40 mL/min; flujo de aire 400 mL/min; temperatura de la columna 70 °C (1 min), 70-
200 °C (30 °C/min), 200-320 °C (8 °C/min), 15 min a 320 °©C; temperatura del
detector y del inyector 320 °C y volumen de inyeccién 0,5 L.

Otros equipos empleados fueron generador de hidrégeno OPGU-1500 S (Shimadzu,
Japoén), balanza analitica (Mettler Toledo, Suiza), termostato seco (Lab-Line Instr.,
USA), compresor de aire (Shimadzu, Japén) y una zaranda.

Reactivos. Se emplearon N-metil, N-trimetilsilil trifluoroacetamida (MSTFA), acido
sulfarico, tolueno, cloroformo, n-hexano, metanol, goma acacia, y patrones de los
alcoholes: 1-eicosanol, 1-tetracosanol, 1-hexacosanol, 1-heptacosanol, 1-octacosanol y
1-triacontanol, y de los &acidos: tetracosanoico, pentacosanoico, hexacosanoico,
heptacosanoico, octacosanoico, honacosanoico, triacontanoico y hentriacontanoico
(todos calidad p.a., Sigma, USA).

Disoluciones para suspensiones de D-002
- Disolucion de patrén interno (DPI): 1-eicosanol a 0,4 mg/mL en cloroformo.

- Disolucion de referencia de alcoholes (DRA): 1-tetracosanol, 1-hexacosanol, 1-
octacosanol a 0,12 mg/mL y 1-triacontanol a 0,20 mg/mL en cloroformo.

- Disolucion matriz de referencia (DMR): 0,5 mL de la DRA se evaporaron a sequedad
a 65 °C con la ayuda de una corriente de aire, se afiadieron 0,15 mL de la DPI y 5000uL
de MSTFA, se tap0 y se calenté a 65 °C durante 15 min.



Disoluciones para suspensiones de D-003

- Disolucion de patréon interno (DPI): acido nonadecanoico a 1 mg/mL en n-hexano.
- Disolucion metilante (DME): acido sulfdrico al 2 % (v/v) en metanol.

- Disolucion neutralizante (DN): hidroxido de sodio a 1 mol/L en metanol.

- Disolucion de referencia de acidos (DRA): acidos tetracosanoico, pentacosanoico,
nonacosanoico y hentriacontanoico a 0,06 mg/mL; acidos hexacosanoico y
heptacosanoico a 0,12 mg/mL; acido octacosanoico a 1,6 mg/mL y acido
triacontanoico 0,80 mg/mL en cloroformo.

- Disolucion matriz de referencia (DMR): 2 mL de la DRA y 1 mL de DPI se afadieron
en un vial y se evaporaron a sequedad a 80 °C con la ayuda de una corriente de aire,
se afiadieron 1 mL de DME y 1 mL de n-hexano, se tapd y se calenté a 80 °C durante
15 min con agitacion a intervalos. Se dejo enfriar y se afiadieron 1 mL de n-hexano y 2
mL de DN, se agité suavemente por 3 min y luego se dejo reposar por 3 min, se
extrajo una alicuota de la fase hexanica para su analisis.

Preparacion de la muestra de ensayo

- Preparacion de la suspension de trabajo: se tomd el volumen necesario de la
suspensioén original para preparar 100 mL de una nueva suspensién que contuviera 5
mg/mL de ingrediente activo. Se trasvas6 a un matraz de 100 mL, se llevé al volumen
con disolucién de goma acacia a 10 mg/mL y se agitd para uniformar.

- Preparacion de la muestra de ensayo a partir de suspensiones de D-002: se tomaron
5 mL de la suspensién de trabajo y se llevaron a un tubo de ensayos, se afiadieron 5
mL de DPI y se calent6 a 65 °C durante 20 min con agitacion ocasional. Se transfirio a
un embudo separador, se recogi6 la fase organica en otro tubo de ensayo y se evaporé
a sequedad a 65 °C con ayuda de una corriente de aire. Se adicionaron 5 mL de
cloroformo, se calent6 a 65 °C por 3 min, se tomé una alicuota de 500 pL y se llevo a
otro tubo de ensayo. Se afiadieron 50 UL de MSTFA y se calenté a 65 °C durante 15
min (n= 3).

- Preparacién de la muestra de ensayo a partir de suspensiones de D-003: se tomaron
5 mL de la suspension de trabajo y se llevaron a un tubo de ensayo, se afiadieron 5
mL de la DPI, se cerrd el tubo y se calenté a 80 ©C durante 15 min con agitacion
ocasional. Se transfirié el contenido del tubo a un embudo separador se dejé que se
separaran las fases y se colectd la fase organica (inferior) y se evaporé a sequedad a
80 ©C con ayuda de una corriente suave de aire. Se enfrié a temperatura ambiente, se
afiadié 1 mL de DME, 1 mL de n-hexano y se cerré el tubo herméticamente. Se calenté
a 80 °C durante 15 min, con agitacion a intervalos, se dejo enfriar a temperatura
ambiente, se adicion6 1 mL de n-hexano y 1 mL de DN, se agité durante 3 min, se
afiadieron 150 uL de tolueno, se selld el vial y se calenté a 80 °C durante 3 min (n=
3).

Procedimiento de cuantificaciéon



Se calcularon los factores masicos de respuesta relativa a partir del analisis de la DMR
(n= 3) mediante la férmula:
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donde:

Api y Ai: &reas de los picos cromatogréficos del patrén interno y del compuesto de
interés.

mi Yy mpi: masas del patrén interno y del compuesto a analizar.

Se calcularon posteriormente las masas de cada componente en la muestra analizada
(n= 3) a partir de la férmula:
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donde:

mi Yy mpi: masas de cada componente y del patrén interno (mg).

Ai y Api: areas bajo los picos cromatograficos del componente a analizar y del patréon
interno.

fim : factor masico de respuesta relativa.

Se utilizo el factor de respuesta del 1-triacontanol para el 1-dotriacontanol y el 1-
tetratriacontanol (D-002), asi como el factor del acido triacontanoico para los acidos
dotriacontanoico, tetratriacontanoico y hexatriacontanoico, y el factor del acido
hentriacontanoico para los acidos tritriacontanoico y pentatriacontanoico (D-003). Se
calculé la masa total de cada ingrediente activo (mt¢) mediante la suma de los
resultados individuales. Para el calculo de la concentraciéon de la suspension original se
empled la féormula siguiente:

20 = m,
-—
donde:

C: concentracion de la suspension original (mg/mL).

V: Volumen empleado de la suspensién original para preparar la suspension de trabajo
(mL).

20: factor matematico de dilucioén.



Ensayos de validacion

Comprobacion de la aplicabilidad del sistema. Se realizaron seis réplicas de inyeccion
de muestras de ambos tipos de suspensiones con 150 mg/mL. A partir de los
cromatogramas obtenidos se determind la resolucién cromatogréfica entre los
componentes individuales, asi como la repetibilidad del sistema, mediante el calculo
del coeficiente de variacién (CV, %) de la cuantificacion total (n= 6).

Especificidad. Se compararon por superposiciéon los cromatogramas del patrén interno,
de un blanco (goma acacia a 10 mg/mL), de los ingredientes activos y de las
suspensiones de 150 mg/mL.

Linealidad del método. El estudio contd de cinco puntos con tres réplicas cada uno; el
célculo de la ecuacion de regresion y del coeficiente de correlacion (r) se realizo
mediante el paquete de programas Statistica a partir de las concentraciones obtenidas
(y) y de las concentraciones teéricas (X). Se determinaron ademas como criterios de
linealidad y proporcionalidad los CV de los factores de respuesta fyi/x (Y/X) y de la
pendiente (CVb,%), asi como los limites de confianza del intercepto.

Precision. Se determind la repetibilidad del método mediante el andlisis

de suspensiones con concentraciones baja (10 mg/mL), media (150 mg/mL) y alta
(300 mg/mL), por el mismo técnico en el mismo dia y equipo (n= 10); se determind
ademas la precision intermedia mediante el andlisis de suspensiones en igual intervalo
de concentraciones, por dos técnicos en diferentes equipos durante 3 dias (n= 3 en
cada caso, para un total de 18 réplicas por suspension); en ambos ensayos se
determinaron los CV y los limites de confianza (LC), donde LC= DE x t(0,05, n-1).

Exactitud. Con los datos obtenidos en el ensayo de precisidon intermedia se calcularon
los recobrados promedios y se compararon estadisticamente con el 100 % para un 95
% de confiabilidad, mediante la prueba t de Student. Donde:

100 -F |
LS x+fn
RESULTADOS

Aplicabilidad del sistema. En todos los casos la resolucién cromatogréfica entre los
componentes individuales fue > 3. La cuantificacion total de los ingredientes activos en
las suspensiones de D002 y D003 se efectud con CV de 0,34 y 0,42 %,
respectivamente.

Especificidad. En las figuras 1 y 2 se presentan los cromatogramas obtenidos en este
ensayo para los patrones internos, los ingredientes activos, y los vehiculos acuosos de
las suspensiones.

Linealidad del método. En la_tabla 1 se presentan las concentraciones tedricas (y) vy las
determinadas (x), a partir de las cuales se obtuvieron las ecuaciones de regresion
presentadas en la tabla 2, con sus correspondientes parametros estadisticos.



Precision. Los resultados de los ensayos de repetibilidad y precision intermedia del
meétodo, al ser analizadas suspensiones con concentraciones baja, media y alta, se
presentan en la tabla 3.

Exactitud. En la tabla 4 se presentan los resultados de las determinaciones de
concentracion, los recobrados correspondientes y las t experimentales calculadas en
cada caso.

DISCUSION

Aplicabilidad del sistema. Al haber sido la resolucién cromatografica en todos los casos
> 3, se puede afirmar que el sistema de cromatografia de gases empleado es capaz de
separar y por tanto cuantificar individualmente todos los componentes de interés en
ambos ingredientes activos, los cuales en varios casos se diferencian en no mas de un
atomo de carbono. En cuanto a la determinacion de las concentraciones totales, estas
se realizaron con CV< 0,5 %, limite maximo aceptable para sistemas cromatograficos,
lo cual muestra una adecuada repetibilidad del sistema. Todo lo anterior garantiza la
posibilidad de separar y cuantificar individualmente los componentes de ambos
ingredientes activos, formulados como suspensiones, a pesar de sus complejas
composiciones quimicas, lo cual permite pasar a la validacién del método.

Especificidad. Al comparar los diferentes cromatogramas obtenidos en este ensayo
para cada tipo de suspension, se encontré que no habia interferencias entre el patrén
interno, los ingredientes activos, y los ingredientes de los vehiculos acuosos, lo cual
garantiza la especificidad del método en el andlisis de ambas suspensiones.

Linealidad del método. Como se puede apreciar, los coeficientes de correlacion fueron
> 0,99, lo cual indica que las correlaciones son positivas con una probabilidad > 99,9
%. Por otra parte, el cero quedé incluido en los LC de los interceptos, por lo que se
puede considerar que no existen sesgos. Se observa ademas que los CV de los factores
de respuesta son < 5 % y los CV de las pendientes son < 2 %. Al haberse cumplido en
ambos casos todos los criterios de linealidad y proporcionalidad exigidos entre el 50 y
el 130 % de la menor y de la mayor concentracion esperada, respectivamente, se
puede asegurar que el método es lineal para suspensiones de D-002 y D-003 entre 10
y 300 mg/mL.

Precision. La repetibilidad estuvo dada por CV < 4 %, limite de aceptaciéon establecido
por Horwitz para contenidos de ingrediente activo entre 2y 5 % en

formulaciones.'? Esto indica que el método se comporta lo suficientemente repetible en
todo el intervalo de concentraciones evaluado. Los CV de la precision intermedia para
las tres suspensiones analizadas también fueron menores que el limite de aceptacion
anteriormente especificado, y los IC obtenidos en ambos ensayos garantizan
dispersiones suficientemente bajas, tanto intradia como interdia e interanalista, por lo
que se puede considerar que el método es preciso.

Exactitud. Las texp < ttab para un 95 % de confiabilidad en todos los casos, lo que
significa que los recobrados obtenidos no fueron estadisticamente diferentes del 100 %
y que el método es exacto.

Se puede concluir, por tanto, que quedé desarrollado y validado un método analitico
para la determinaciéon de D-002 y D-003 en suspensiones acuosas con concentraciones
entre 10 y 300 mg/mL, el cual puede ser usado en el control de la calidad de las



mismas, como forma para garantizar su correcta preparacion y administracion en los
estudios toxicolégicos.
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Tabla 1. Resultados del ensayo de linealidad del método

Concentraciones tedricas

Concentracionas

Concentraciones

Punto (mg/rmL) determinadas de D-002 determinadas de D-003
{mg/mL) {mg/mL)

1 | 10,0 . 96 | 98 | 1w8 | 102 | 97 | 93

| 2 | 100,0 | Q9,4 | 9g,2 | 101,5 | 99,8 | 100,5 | 99,1

[2 | 200,0 | 200,3 | 210,7 | 2051 | 203,4 | 199,2 | 201,2

4 | 300,0 | 300,8 | 3055 | 2970 | 302,6 | 30,4 | 2985

|5 | 400,0 | 412,1 | 403,0 | 390,9 | 413,1 | 404,0 | 421,6
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Tabla 2. Animales con dreas de necrosis e infiltrado de neutréfilos

Animales con infiltrado

Grupos Animales con necrosis ‘ % ‘ e BSOS %
| c- | 0/8*=~ [ o | 0/8*== )
| C+ | 7/8 | 87,5 | 7/8 | 87,5
| D-002 (5 mg/kg) | 2/8* [ 25 | 4/8 | 50
| D-002 (25 mg/kg) | 2/8* [ 25 | 2/8* | 25
| D-002 (50 mg/kg) | 1/8*= [ 12,5 | 2/8* |25
| D-002 (100 mg/kg) | 1/8%* [ 12,5 | 1/8** | 12,5
| ESU (100 mg/kg) | 1/8== | 12,5 | 1/8== | 12,5

*p< 0,05; **p< 0,01; ***p<0,001. Comparacion vs. C+ (prueba de la probabilidad exacta de Fisher).
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Tabla 3. Resultados de los ensayos de repetibilidad y precision intermedia

Suspension . | D-002 D-003
Parametro
(mg/mL) | (n=10) | (n=18) (h=10) | (n= 18)
x £LC 9,8 +0,4 9,9+ 0,5 10,1+ 0,2 10,0 + 0,4
10 {mg/mL)
|V (%) | 1,6 | 2,2 0,8 | 1,0
= 151,2 + 6,8 150,8 £ 7,3 149,4 £ 5,7 150,2 £ 6,6
150 {mg/mL)
L ooV (%) | 2,0 | 2,3 1,7 | 5y
x £LC 301,6 + 15,0 | 299,2+ 15,2 | 299,5+ 10,2 | 298,6+ 11,3
300 {mg/mL)
| oV (%) | 2,2 | 2,4 1,5 | 1,8

Regresar

LC= DE x t(p,05, n-1); donde tig,0s5:9)= 2,262 ¥y t{0,05:17)= 2,11.
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Tabla 4. Resultados del estudio de exactitud

Suspensidn | D-002 | — D-003

(mg/mL) | Concentracion (mg/m) + DE | ReODrade |, | Concentracén | Recobrado |
‘ 10 ‘ 10,70 £ 0,4 ‘ 87,11 | 3,64 ‘ 10,70 + 0,3 | 97,11 ‘ 3,64
‘ 150 ‘ 151,83 £ 7,1 ‘ 96,28 | 5,90 ‘ 151,83 £ 6,4 | 96,28 ‘ 5,90
‘ 300 ‘ 206,19 + 14,9 ‘ 97,96 | 2,49 ‘ 206,19 + 11,5 | 97,96 ‘ 2,49

trab (0,05:17)= 2,11.
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