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RESUMEN

Introduccién: en los estudios toxicolégicos debe garantizarse una adecuada
dosificacion de las sustancias a evaluar. Es evidente la necesidad de un método
analitico para las emulsiones acuosas con que se administra el D-004, ingrediente
activo obtenido de la palma real (Roystonea regia) con usos potenciales para el
tratamiento de la hiperplasia prostatica benigna.

Objetivo: desarrollar una metodologia para cuantificar el D-004 en emulsiones con
dosis entre 10 y 500 mg/mL y determinar la estabilidad de dichas emulsiones.
Métodos: se extrajo el ingrediente activo con una disolucién del acido Ciz:0 (patron
interno) en n-hexano y se analizé por cromatografia de gases, previa conversion de los
acidos grasos en ésteres metilicos. El método, validado segun las guias ICH, se aplicé
en la determinacion de la estabilidad de emulsiones de D-004, envasadas en frascos de
vidrio transparente, a 25 + 2 °C y 60 = 5 % de humedad relativa.

Resultados: el método analitico cumplid con los criterios de validacion y permitio



determinar que las emulsiones de D-004 presentan un periodo de vida util de siete
dias en las condiciones y envase empleados en el estudio.

Conclusiones: se desarrolld y validé una metodologia analitica por cromatografia
gaseosa que puede ser utilizada en el control de calidad y estudios de estabilidad de
emulsiones de D-004 entre 10 y 500 mg/mL.
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ABSTRACT

Introduction: an appropriate dosage of the substances to be evaluated in
toxicological studies should be ensured. It is necessary a method for the analysis of
the aqueous emulsions used for the administration of D-004, an active ingredient
obtained from the royal palm (Roystonea regia). This product could have a potential
use in the treatment of benign prostatic hyperplasia.

Objective: to develop a method for the quantification of D-004 in emulsions with
doses between 10 and 500 mg/mL and to determine the stability of such emulsions.
Methods: the active ingredient was extracted with a solution of the acid Cis:o (internal
standard) in n-hexane .Then it was analyzed by gas chromatography, after the
conversion of the fatty acids into methyl esters. The method, validated according to
ICH guides, was used for determining the stability of D-004 emulsions, stored in clear
glass flasks, at 25 + 2 °C and 60 = 5 % relative humidity.

Results: the analytical method met the validation criteria and allowed to determine
that D-004 emulsions have a shell life of seven days under the conditions and the
container employed in the study.

Conclusions: the present analytical gas chromatography method, developed and
validated in this study, can be used for quality control and stability study of emulsions
of D-004 between 10 and 500 mg/mL.
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INTRODUCCION

Las particulares caracteristicas fisico-quimicas y las complejas composiciones de las
sustancias oleosas de origen natural dificultan el desarrollo de sus estudios
toxicologicos preclinicos, en los que debe garantizarse una adecuada dosificacion de las
sustancias a evaluar. La administracion de este tipo de sustancias oleosas requiere
generalmente la preparacién de emulsiones acuosas. Este es el caso del ingrediente
activo D-004, liquido aceitoso de color pardo oscuro obtenido a partir de los frutos de
la palma real (Roystonea regia),* el cual estd compuesto por una mezcla de acidos
grasos alifaticos entre 8 y 18 atomos de carbono entre los que se destacan los acidos
oleico (Cuis:0), laurico (Ci2:0) y miristico (Ci4:0). Este ingrediente activo ha mostrado



efectividad en modelos experimentales de hiperplasia prostatica®® y una toxicidad
intrinseca muy baja en los estudios de toxicologia aguda, crénica y carcinogénesis.®-8

En estos ultimos estudios se administra el D-004 en emulsiones, por lo que se hizo
necesario el desarrollo y validacién, seguln los requerimientos establecidos por las
ICH,®*! de una metodologia analitica para su control de calidad en concentraciones
entre 20 y 300 mg/mL.%? El empleo posterior de emulsiones con mayores
concentraciones de ingrediente activo requirio la revalidacion de dicha metodologia
para emulsiones con concentraciones entre 20 y 500 mg/mL. Esta metodologia fue
empleada para determinar el tiempo de vida atil de las emulsiones, segun las
regulaciones establecidas para este propésito en la industria farmacéutica.'31°

METODOS

Equipos. Se emple6 un cromatdgrafo de gases modelo GC 14B (Shimadzu, Japén) con
detector de ionizacién por llama y acoplado a un sistema de cémputo para el
procesamiento de datos modelo KONIKROM 32; con columna capilar de fase enlazada
BPX-5, 25 m x 0,53 mm d.i. y 0,50)um de espesor de pelicula. Programacion: de 250-
320 °C a 5 °C/min y 10 min isotérmico a la temperatura final. La velocidad lineal del
gas portador (hidrégeno) fue 86,0 cm/s (11,4 mL/min). El detector y el inyector se
calentaron a 320 y 300 °©C respectivamente. El volumen de inyeccion fue de 10y L.

Otros equipos: generador de hidrégeno OPGU-1500 S (Shimadzu, Japon), balanza
analitica (Mettler Toledo, Suiza), termostato seco (Lab-Line Instr., USA), termémetro
de -10 a 100 °C y termohigrémetro.

Reactivos. Se empleé D-004 ingrediente activo, lote 190106 (91,9 %, CNIC, Cuba),
agua destilada, cloroformo comercial destilado, etanol, metanol comercial destilado y
seco, n-hexano comercial destilado; tween 65, cloruro de acetilo y patrones de acidos
con 99 % de pureza: tridecanoico (Cis:0) octanoico (Cs:o0), decanoico (Cio:0),
dodecanoico (Ci2:0), tetradecanoico (Cis:0), palmitoleico (Cie:1), palmitico (Cis:0), oleico
(Cis:1), linoleico (Cuis:2), linolénico (Cis:3) y estearico (Cis:0) (Sigma, USA).

Disoluciones. Disoluciéon acuosa de Tween 65 al 2 %, disolucién de patrén interno:
Ci13:0 3 mg/mL en metanol, disolucién metilante: cloruro de acetilo al 10 % en metanol,
N-metil N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA), disolucion de hidréxido de sodio 2
mol/L en metanol.

Preparacion de las emulsiones de D-004. Para la validacién se utilizaron emulsiones
madres entre 10 y 700 mg/mL, y para el estudio de estabilidad se emplearon
emulsiones de 80 y 500 mg/mL. En los dos estudios se prepararon emulsiones de
trabajo de 10 mg/mL a partir de las emulsiones madres.

Preparacion de la muestra de ensayo. En tubos de ensayos previamente tarados se
afadieron 3 mL de cada ET y se pesaron. A cada tubo se afiadié 1 mL de disoluciéon de
patrén interno, 7 mL de n-hexano y 3 mL de etanol. Se agité en zaranda durante 30
min. Se dejoé reposar hasta que se separaron las fases. Se extrajeron 5 mL de la fase
organica (superior) hacia otro tubo de ensayos y se afiadieron 2 mL de DM. Se sello
herméticamente el tubo y se colocé en el termostato seco a 85 ©C durante 30 min, con



agitacion vigorosa cada 10 min. Se sac6 del termostato, se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se separaron las fases. Se afiadieron 3 mL de la disolucion de NaOH. Se
agitoé en la zaranda durante 15 min. Se extrajo una alicuota de 2 mL de la fase
organica (superior) hacia un vial de 4 mL. Se procedi6 al analisis por cromatografia
gaseosa.

Procedimiento de cuantificacion. Se utilizé el acido tridecanoico (Ci13:0) como patréon
interno, tanto para la identificacion (tiempos de retenciéon) como para la cuantificacion
(determinacion de la masa de acido laurico) por CG capilar.*?

Aplicabilidad del sistema. Se realizaron seis réplicas de inyeccidon de una muestra, y a
partir de los cromatogramas obtenidos se determiné la repetibilidad de la inyeccion,
dada por el CV (%) de la determinaciéon cuantitativa (n= 6), la que debia ser < 0,5
%_9—11

Linealidad. El estudio cont6 de 6 puntos (n= 3), correspondientes a emulsiones madres
con concentraciones de 10, 100, 200, 300, 500 y 700 mg/mL, a las cuales se les aplico
la metodologia analitica descrita anteriormente. El calculo de la ecuacidon de regresion
y el coeficiente de correlacién se realizé mediante el programa Statistica para
Windows, en el que se analizaron las concentraciones calculadas a partir de los
cromatogramas (y) en funcidn de las concentraciones tedricas de las emulsiones (x).
Como criterios de linealidad se consideraron el coeficiente de correlaciéon (r)> 0,99; el
coeficiente de variacion de los factores de respuesta <[15 %; la desviacion estandar
relativa de la pendiente <12 %; y que el cero quedara incluido en los limites de
confianza del intercepto para un 95 % de confiabilidad.®-**

Exactitud. Se determind en tres puntos del estudio de linealidad del método
(concentraciones de 10, 200 y 500 mg/mL). Los recobrados obtenidos se compararon
con el 100 % mediante la prueba t de Student para un 95 % de confianza. °*

Estudio de estabilidad. Se prepararon emulsiones a dos concentraciones: 80 y 500
mg/mL, y se colocaron en las condiciones de trabajo del laboratorio (25 y 60 % HR).1%"
15 La frecuencia de los muestreos fue al inicio y a los 7, 10 y 15 dias. En el tiempo
inicial del estudio y durante los diferentes muestreos se determind la concentracion de
D-004 en cada emulsion segun la técnica validada. Se aplico la prueba t de Student
para muestras dependientes, en la que se compararon las concentraciones de D-004
en cada tiempo con la inicial. Los niveles de significacion estadistica se establecieron
para p= 0,05 con correccién de Bonferroni (p= 0,017). Los analisis estadisticos se
realizaron mediante el paquete de programas Statistica 5.0 para Windows. Como
criterio de aceptaciéon se considerd que no existieran diferencias significativas entre las
concentraciones de D-004 al tiempo cero y en los diferentes tiempos.

RESULTADOS
Aplicabilidad del sistema. El CV de la determinacion cuantitativa fue 0,17 %.

Linealidad del método. La ecuacion de regresion obtenida en el ensayo de linealidad
fue: y = (0,93 = 0,03) x - (5,78 =+ 11,76), con limites de confianza calculados para p



= 0,05. El coeficiente de correlacion fue de 0,999; el CV de los factores de respuesta
3,07 % y la DE relativa de la pendiente 1,77 %.

Exactitud. Para tres puntos del estudio de linealidad, se calculé la concentracion y el
recobrado (tabla 1). Los recobrados obtenidos estuvieron alrededor de 98 % y las texp<
ttab (4,303) para un 95 % de confiabilidad.

Tabla 1. Resultados del estudio de exactitud

Concentracidn

s Recobrada g
Tedrica Calculada promedio (%) =
I 10,768 10,653 08,938 1,959
1] 236,310 320,135 98,108 2,883
11 544,220 538,405 Q8,143 2,387

Estudio de estabilidad

Los resultados del estudio de estabilidad de emulsiones con 80 y 500 mg/mL se
muestran en la tabla 2. Como se aprecia, el comportamiento fue similar para ambas,
en las que se observé una disminucion significativa del contenido de D-004 a los 10
dias, la cual se confirmé al cabo de los 15 dias, para niveles de significacion estadistica
de p= 0,05 con correcciéon de Bonferroni (p= 0,017). El comportamiento general de los
acidos laurico y oleico en las emulsiones estudiadas se puede observar en la figura,
expresado a través de las relaciones de areas cromatograficas AG/patron interno (PI).
La degradacion fue mayor para el oleico que para el laurico, dado que a los 10 dias el
primero disminuyé en un 5,7-10,7 % con relacién al contenido inicial, mientras que el
segundo lo hizo en un 4,9-5,2 %. A los 15 dias, el oleico disminuy6 en un 12,8-13,2 %
y el laurico en un 7,3-9,4 %.
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DISCUSION
Validacion

Como parte de los ensayos de validacion no se realizaron estudios de especificidad ni
precision, ya que estos habian sido efectuados en la validaciéon de la versién anterior
del método de analisis.'? Los CV obtenidos en el ensayo de linealidad, no obstante,
coinciden con los obtenidos en la validacion previa, 12 lo cual confirma que el método
también es preciso en el intervalo actual de concentraciones.

Aplicabilidad del sistema. El CV obtenido en la determinacién cuantitativa cumplié con
el limite establecido (0,5 %), por lo que el sistema se encontraba en condiciones de
ser utilizado para la realizacion del resto de los ensayos.

Linealidad del método. El coeficiente de correlacion obtenido indicé la existencia de una
correlaciéon positiva con una probabilidad superior al 99,9 %. En la prueba de linealidad
se encontr6 que tanto el CV de los factores de respuesta como la DE relativa de la
pendiente fueron menores que los limites de aceptacion establecidos (<15 % y <[12 %,
respectivamente) y mediante la prueba de proporcionalidad se pudo comprobar que no
existia sesgo, pues el intervalo de confianza del intercepto incluye el cero, por lo que
se puede afirmar que el método es lineal y proporcional en todo el intervalo de
concentraciones estudiado (entre 10 y 700 mg/mL), el cual fue escogido teniendo en
cuenta que en los estudios preclinicos se emplean emulsiones entre 20 y 500 mg/mL.

Exactitud. Los recobrados obtenidos en los tres puntos evaluados implicaron texp <
ttab para un 95 % de confiabilidad, por lo que se pudo afirmar que no existian
diferencias significativas entre los recobrados promedio y el 100 %, por lo tanto el
método es exacto.

Estudio de estabilidad

Los resultados del estudio de estabilidad fueron similares para ambas emulsiones, en
los que se observé una disminucién significativa del contenido de D-004 a los 10 dias,
la cual se confirmé al cabo de los 15 dias. Teniendo en cuenta que varios de los acidos
grasos (AG) que componen el D-004 también se encuentran en el Tween 65 (agente
emulgente empleado) como hallamos en el estudio de especificidad,'? no resulta
posible la determinaciéon de todos los AG que componen dicho ingrediente activo; sin
embargo, si es posible determinar los contenidos de laurico y oleico, lo cual puede ser
empleado para conocer el comportamiento de los AG saturados e insaturados de la
mezcla. El comportamiento de estos AG en las emulsiones estudiadas muestra que
hubo una disminuciéon en el contenido de ambos, aunque la degradacion fue mayor
para el oleico que para el laurico, comportamiento que resulta légico teniendo en
cuenta que los AG insaturados son mas susceptibles a la degradacion.

En conclusion, se revalidé una metodologia analitica por cromatografia gaseosa en un
nuevo intervalo de concentraciones, la cual result6 lineal, exacta y precisa, por lo que
puede ser utilizada en el control de calidad de las emulsiones entre 20 y 500 mg/mL.
Los resultados del estudio de estabilidad permiten establecer para las emulsiones de



D-004 un tiempo de vida util de 7 dias, si estas son envasadas en frascos de vidrio
transparente y conservadas a 25 £+ 2 °Cy 60 = 5 % HR.
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Tabla 2. Resultados del estudio de estabilidad de emulsiones de D-004 (80 y 500 mg/mL}
a25x 2%y 60=x5%HR

Con;e.m;racién Tiempo | Concentracién determinada {mg/mL)
{”I.Ingljc.rlr?.llu (dias) ‘ Emulsion 1 ‘ Emulsion 2 ‘ Emulsién 3
| Inicio | 78,6 | 74,2 | 76,4
e |7 | 78,5 | 74,0 | 76,2
.10 | 74,5% | 70,7* | 72,6*
[ 15 | 71,8* | 67,5% | 69,6%
| Inicio | 491,0 | 463,7 | 477,4
500 [ 7 | 490,6 | 462,3 | 476,5
.10 | 465,9* | 441,7* | 453,8%
[ 15 | 448,5% | 421,7* | 435,1%

* Diferencias significativas para p< 0,017.

Regresar



