UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE MEDICINA

VALIDACION DE UN METODO DE CUANTIFICACION
POR HRMN

POR:

ADRIAN FERNANDEZ RAMIREZ

COMO REQUISITO PARA OPTAR AL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN
QUIMICA BIOMEDICA

AGOSTO DE 2002



ZTIINVY ZAANVNYEd NVIIAV.



LT

1111111111



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE MEDICINA

|72

Q
o
a)
124
>

G

-

VALIDACION DE UN METODO DE CUANTIFICACION POR RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENO (‘"HRMN)

Por
Adrian Fernindez Ramirez

Como requisito parcial para obtener el Grado de
MAESTRIA EN CIENCIAS con Especialidad en
Quimica Biomédica

AGOSTO DE 2002



T/
XRPFE/
K 37+

208 2




VALIDACION DE UN METQDO DE CUANTIFICACION POR RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENO (‘HRMN)

Aprobacién de la Tesis:

DRA. NOEMI W
Director esns

“Tnfltenl

DRA. MARIA D CAVAZOS
Co-Director de Tesis

A C;

DRA. VERONICA MAYELA RIVAS GALINDO
Co-Director de Tesis

L) A Used

DR. DIONICTU A. GALARZA DELGADO
Subdirector
de Investigacién y Estudios de Posgrado




VALIDACION DE UN METODO DE CUANTIFICACION POR RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENO (‘HRMN)

Presentado por:
Q.C.B. Adriian Fernindez Ramirez

Este trabajo se realizd en los Departamentos de Quimica Analitica y Farmacologia
y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo

Leén, bajo Ia asesoria de l1a Dra. Noemi Waksman de Torres.

Asesor

Heeed Dty o

Dra. Noemi Waksphay de Torres




DEDICATORIA

A MIHIJA:

Dana Eloisa

iv



AGRADECIMIENTOS

A Dios por permitirme conocer la vida.

A mi esposa.

A mis Padres Daniel Femandez Rios y Eloisa Gabina Ramirez Campos por su apoyo y
respetar mis decisiones. Les deberé por siempre que soy.

A Daniel y Lupita por disfrutar de mis padres cuando yo no pude.

Mi sincera gratitud para la Dra. Noemi Waksman de Torres por su empatia y compresion

durante mi formacién de maestria, sin olvidar claro sus observaciones justas.

A la Dra. Verénica Mayela Rivas Galindo por su apoyo en todo momento, paciencia y

por ensefiarme a manejar el programa del instrumento de RMN.
A la Dra. Maria de la Luz Salazar Cavazos por que sus consejos y observaciones.

Al Dr Adolfo Caballero Quintéro por esclarecer mis dudas del manejo de instrumento de
RMN.

A TLC Ivonne Carrera, Q.B.P. Lucia Ceniceros , Q.C.B. Blanca Alanis , MC. Ale¢jandro

Pérez, por su amistad sincera.

A todos ustedes “Gracias”



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo Pagina
I. INTRODUCCEON. . ommisiscosammmossmsssmssiassmssssmssssrissiasasmasvasss 1
1.1 PeroXiSOMUCING Al.ccuiorcvirieiiererimrreeinesnissesessssssaosasessmssessssnssssssnessenans |
1.2 Resonancia Magnética NUCIEAT............oeeeieaccnniveniecennneeericsesissanccnne 7
I L U 12
1.3.1 Objetivo ZENETal.....c.cciivererisesesiieseesecrcsimsrnesesntesassmnessssassssisesnsssenne 12
1.3.2 Objetivos eSpeCifiCos......oiviiirvcerrimniiesisnsinirassressaessesssnenssssoeneennns 12
2\ MATERIAL Y NIETOD@S.......... 8 cccoeofll v s6sevvve 8 N o5+ o5 sl ssisss 13
2.1 MALETIAL couvriirreremrcneeatineceenee e eaneassaestsstesnasbanssesassassreessansasses sessasatssasanes 13
2.1.1 Material ¥ €QUIPO.......ccoiveierrsesersssestoninssminssimsaserserssnssssassasssscass 13
2.1.2 SOIVENLES.....coeirereriererrieerencesrnresennasemnestnesnesaenseesanrerssssssnnassasnnsen 13
213 ROACUIVIOB o0 snvsass s omis sl s e T S ESSTaTaTasl 14
2. 2 MICOO8 . ..csumspmmmsmimemivmmmsssmssonsssmesmmpmssiovmasm s I R ST SRS 15

2.2.1 Obtencion de espectro de PA1 € [PA1
y seleccidn de sefiales para cuantificacion.............ccc.cviiivennnnn. 15
2.2.2 Seleccion del estAndar INtETNO.........coveriseveerseerissnesasrasissencersessrensns 15
2.2.3 Repurificacion de 18 PALcvisiwsmsammsssasssimsssimsssecins 15
2.2.4 OptimaciOn de Par&meELIOS. .....vcveecrerenisrressssasnsissaesosmsesssasarssseasas 16
2.2.5 Calculo del tiempo de relajacion longitudinal.......co.cevevveeenrveanne 17
2.2.6 Procesamiento de 105 eSPECtIOS. .. ...oeeunievveereassesesssinssainmrnessessansans 18
2.2.7 Cuantificacion de PA1 € IPAL.........cociivvisssesisssnssssnssissassissiosss 18
2.2.8 Construccion de la grafica de calibracion..........ccuccovveeieirecrerans 19

2.2.9 Determinacién de los pardmetros de

validacién del método de cuantificacion .........coeeeriiviecernsaensanie 19
2.2.9.1 Linearidad............coceieeurrecreineniteencerensemeaessanneeneseesesnnasen 19



TABLA DE CONTENIDO

Capitulo Pagina
2.2.9.2 Precision del inStrummento. ... .« oviieuisisorsasisnsssasssssinse 20
2.2.9:3 Precision del método:..s s svammsssssssmissssesssssssssassussives 21
e e LT O 21
2.2.9.5 Limite de detecCiOn....ccuomicrverrmerncrieeramessesnisncasissasessanane 21
2.2.9.6 Limite de cuantificaciOn..........occeeveeeeeiensreseceeennesmenanens 22
2.2.9.7 Estabilidad.....c.cccereerecerienennenruisccsecaserssnnsresasasssanesssnassosee 22
2.2.9.8 RODUBLBEZ.....oonemrersrrsssmsnrannonsnssssss undssidis s suassisinsdcausoninassasson 23
2.2.9.9 Condiciones para la obtencién de los espectros.............. 23
3 AU SUIMTATDN OIS coccciiassnn i s amissisimmsniians e 24
3.1 Espectros de los compuestos estudiados.........oc.veeeersmeneiiesenrmmsecinnserienes 24
32 Beleceion delCstindar IEINO. . .ovmmsisosmimsmicos s ssassasasmsszaossiass 26
FFREpUHACACIONIAE PAL...ccuuiiiinsiiunacmsimcnonsnss s csrassasmesnonsssovssss sinassmoseass ons 28
3.4 Optimacion de Il)arémetros para la obtencion
del espectrode HRMN ........oonriiiiiinnencsi e s enseaccnas 30
3.5 Determinacién de los pardmetros de validacion del método
de cuantificacién

....................................................................................

3.8 PLinearidad. ... M- adlei - vvs xalBhaialhasvsovv 5o Mo sati s
3.5.2 Precision del instrumento
3.5.3 Precision del método

............................................................

F:5:4 BRoactitd m i AT Tl T b i b T A dases e isssisiiise
3.5.5 Limite de deleCtion. .. o ssomsivisissimsssnsssnsmisisssssasnasssssivssas
3.5:6 Limite de cuantificacin..c.sssssiseweosrsmssmssassmmsissavsus savsivassassos
3.5.7 EStabilidad........ccreerrneemreeeiimereresecsiivaseneasnsisnsasssnernrensesesersensnesanee
3.5.8 RODUSIEZ. ..cvvveeveereectntinnesamrnseeees s essnnessansseseeessasstsonses sabaastsennasnne
4. DISCUSION. ..ot iteiissmsessssssssssssssssassssssssssssssasssssssassasisssnsssesssessassssasss

5 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

...................................................................

3.5.3.1 Peroxisomicifia Al....ccouiirienmiarisinsesrosescanccssnieresmmisnrossas
3.5.3.2 Isoperoxisomicina Al

5.1 CODCIUSIONES. ... 0eereesererrsreesersrersiossrnnsssnnnssssrsssensessssasessrssstsassossanasesssasse
5 2. PEXUDECEIVASL .. ., bnobinessisisdosss eiueassvsassssassnss e sSaa s AAAN o A4S GA TR oo

BIBLIOGRAFIA

vii

-----------------------------------------------------

-----------------------------------------------------------------------------------------

35
35
35
35
36
36
36
39

4]

48



LISTA DE TABLAS

Tabla Pagina
1 Componentes téxicos de la K. humboltiana....... — o i
II  Porcentaje de toxinas presentes en diferentes
especies del género Karwinskia.........cviveesosescsssnenns 5 3
OI'  Algunos de los compuestos aislados de la K. parvifolia........ 4
IV~ Parametros a evaluar en los lotes de produccidn de laPAL..........cou..eoceeceneees 5
VYV  Tiempos de retencién de antracenonas diméricas de la K. parvifolia............. “ 6
VI Medicidn de la relacion de areas entre la sefial de PA1 respecto
de la IPA1, con un valor de 100 al area del singulete de la PAL........... 10
VII Parametros evaluados para la robustez en la determinacién de PAL...... 39

VII Pardmetros evaluados para la robustez en la determinacién de IPAL.... 39
IX Resultados obtenidos del método validado...................... & 40
X  Comparacién del método validado frente a otros métodos

de cuantificacién de IPAL............ ST




LISTA DE FIGURAS

Figura Pagina
1 Cromatograma donde se muestra la separacion entre 1a PAl e IPA..... 6
2 Grifico de la linearidad de la respuesta de la "THRMN.......coreverrervnnee. 10
3 Secuencia de pulsos de recobro de la inversion

(Programa de PulSOS L1Ir)......cccceecvriveeeaieessecesessme s cmairasseesneseesessn snmmens 17
4  Ampliacion del singulete alifatico del espectro de IHRMN

de] Earedta 8t GeMTI0.. i rommsmmsmmmr mesmois s s eaassssosss 9 45 20

5 Espectro de '"HRMN de PA1 en DMSO-d6........c.covmmmrrirrmnnirenssessessinnes 24
6 Espectro de "HRMN de la IPA1 en DMSO-d6..........coomrerrvererecrnncanncn, 25
7 Espectro de 'HRMN del tereflaldehido............ovsseveereommcssssssncrnciuncricns 26
8 Espectrode lHRMN del diacetilbenceno.....coumeeiimvecsmmcsienressosasssencnsas 26
9  Espectro de HRMN del tereftalato de metilo... 27
10 Espectro de "HRMN del diiodobenceno... Lol 27
11 Ampliacién del espectro de '"HRMN de 5 mg del L 85 donde

se observa el remanente de TPAT........cccciimmmeeeeicnianri e eeneesaeeins 29
12 Zona de interés del espectro de 'HRMN de 5 mg de PA1 L-85

repurificada por CEM, con su respectiva ampliaciéon donde

sedprecia Bl SINSUIGSde IPAT Gnviisiinmmammmessmsimmssiossonsm 29
13 Gréfico de la relacion sefial-ruido respecto del nimero de barridos

Mpaaa KON L3 ENER A e d D i dD b i por o) bt e A 30
14 Grafico de la relacion sefial-ruido respecto del niimero de barridos

PATA 1A TPA L.t e ennn e e aesb s s bam e mne s aeanes 31
15 Grafico de la relacidn sefial-ruido (S/N) respecto del

Tiempo de adquisicién (AQ) para la PAl......cccvviiciiivncreniiiensisiinens 31
16 Grifico de la relacién sefial-ruido respecto del AQ para la IPAL....... 32
17 Grafico de 1a relacion sefial-ruido respecto del D1 en la PAL............ 32
18 Grafico de la relacién sefial-ruido respecto del D1 para la IPAL........ 33
19 Zona de interés del espectro de 'HRMN de S mg de PA1 del lote 85

con 2 mg del tereftalato de metilo en 0,5 mL de DMSO-d6............... 34
20 Grafico de calibracion para la IPA]........ccccoiiiiniiiinicirnimccenece 34
21 Estabilidad del tereftalato de metilo en DMSO-d6 a 25 °C................ 37
22 Estabilidad de la PA1 en DMSO-d6 a 25 °C.....c.ocevinicinninninsccsesnns 38
23 Estabilidad de la IPA1 en DMSO-d6 2 25 °C....ccvvvervrecrrinncreerniccssens 38
24 Grafico del decaimiento libre de induccién (FID)

de uno de 10s espectros ObLEMAOS. ...ccivrviieerirerrrerneinisecsrarasinsaacsneses 44



°c

AQ
CEM
cv
DI

DAB
DiB
™

IPAI
LC
LD

mg

ns
PAl

ppm

RMN
S

S

S/N
T1

TA

R
pg/mL
CLAR
Acq

T

/2
FID
DMSO-d6
I

EI

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Grados Celsius

Resonancia Magnética Nuclear de hidrogeno
Tiempo de adquisicion

Cromatografia de Exclusiéon Molecular
Coeficiente de Variacién

Valor instrumental que esta en funcidn del T1 y sus unidades son
los segundos

Diacetil benceno

Diiodo benceno

Tereftalato de metilo

Hora

Isoperoxisomicina A1l

Limite de cuantificacion

Limite de deteccién

Pendiente

Miligramo

Mililitro

Numero de barridos

Peroxisomicina Al

Partes por millon, unidades del desplazamiento quimico en €l ¢je
X de un espectro de RMN

Resonancia Magnética Nuclear

Desviacion estandar

Segundos

Relacién sefial ruido

Relajacion Longitudinal

Tereftaldehido

Coeficiente de correlacién

Microgramo por mililitro

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
Adquisiciéon

Pulso de 90°

Pulso de 180°

Free Induction Decay

Dimetil sulféxido deuterado

Numero cuantico de espin

Estandar interno



Min
MHz
3¢
zgdc
FR

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Minuto

Megahertz

Carbono trece

Programa de pulsos para le desacople de e
Factor de respuesta



RESUMEN

Adridn Ferniandez Ramirez Fecha de Graduacién: Agosto de 2002

Universidad Auténoma de Nuevo Leén
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RESONANCIA MAGNETICA
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Nuamero de paginas: 54 Candidato para el grado de
Maestria en  Ciencias con
especialidad en Quimica
Biomédica

Area de Estudio: Quimica Analitica

Propésito y método del estudio:

La peroxisomicina A1(PA1) es un potencial agente antineoplasico que se extrae a partir
del fruto de Karwinskia parvifolia. Esta sustancia presenta 6 patentes para su uso como
agente antineoplasico; ademas se encuentra en estudios de fase clinica I. Por este motivo
la PA1 se encuentra sometida a un estricto programa de control de calidad que involucra
varios métodos analiticos; aiin es mecesario coniar con métodos alternativos que nos
permitan conocer la cantidad de contaminantes presentes en ¢l producto purificado de
este compuesto. En la presente investigacién se validé un método de cuantificacion por
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno que nos permitid saber la cantidad de
Isoperoxisomicina (contaminante) en los lotes de produccién de PAl. El rango a
evaluado fuede 0,102 a 0,362 mg/mL, r = 0,999, 1a precisién d el m étodo fue 4,3 %
como C.V. de los factores de respuesta, LD 29 pg/mL, LC 87 pg/mL, y exactitud de 4,0
% medido como error absoluto. Ademas, se logré disminuir en un 82 % la cantidad de
IPA1 por medio de CEM con una recuperacion del 50 %.

Conclusiones y contribuciones. Se validé un método de cuantificacién por "HRMN
para la IPAl en muestras de PAl. Este método contribuird a mejorar €l control de la
calidad de la PA1 y sienta las bases para la cuantificacién de otros compuestos por esta
técnica.

FIRMA DEL ASESOR




CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Peroxisomicina A1l

En el afio de 1975, Dreyer y cols’ aislaron e identificaron 4 compuestos a partir
de extractos cloroformicos de las semillas del fruto de 1a Karwinskia Aumboltiana: T544,
T496, T516, T514 (Tabla 1); dichas sustancias se reportaron como los principales
componentes toxicos de esta planta responsables de la neuropatia paralitica no
inflamatoria progresiva y simeétrica que la ingestién de la misma produce, que inicia en

las extremidades inferiores y termina con paralisis respiratoria.

Tabla 1. Componentes té6xicos de la K. humboltiana.

Abreviatura | Formula Condensada Compuesto

T544 C3pH3,04 7-[3’,4-Dihidro-7",9*-dimetoxi-1",3 -dimetil-10’-hidroxi-1"H-
naftol[2*,3’-c"] piran-5°yl]-3,4-dihidro-3-metil-3,8,9,-trihidroxi-
1{(2H)-antracenona

T496 Ci0H,:04 3,4-Dihidro-3,3’-Dimetil-1,3,8,8" 9-penta  hidroxi  (7,10°-
biantraceno)-1,9'(2H,10°H)-diona

T516 CioH,505 7+(2'-Aceto-6",8’-dimetoxi-3’-metil-1’-hidroxinaft-4’-yl)-3,4-
dihidro-3-metil-3,8.9,-trihidroxi-1(2H)-antracenona

T514 Ci6H2603 3,3 -dimetil-3,3°, 8, 8°, 9, 9"-hexahidroxi-3,3’, 4, 4'-tetrahidro

(7,10 -biantraceno)-1, 1'(2H,2’H) - diona.
Drcyer, D., Arai, [, Bashman, C., Anderson, W., Smith, R. and Daves, D. "Toxins causing non inflamatory paralytic
neuropathy. Isolation and structure ¢lucidation”. J. Am. Chem. Soc. 97. pp 4985. (1975)




Mas tarde, en 1981 en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la
Facultad de Medicina de la U.A.N.L., se inicié una linea de investigacidn, la cual tenia
como objetivo aislar los productos del fruto de la K. humbolitiana con la finalidad de
analizar su posible uso terapéutico. Para realizar las diversas investigaciones planteadas

en ese momento, fue necesario obtener mayor cantidad del compuesto.

Waksman y cols’, investigaron desde el punto de vista quimico a otras especies
del género Karwinskia con el objetivo de conocer la especie que producia mayor
cantidad de T-514 y a su vez poder aislar compuestos de estructura similar a ella. En este
estudio, se demostré que las especies que resultaron con mayor cantidad de T514 fueron
la K. subcordata y K. parvifolia. (Tabla 2). Estas dos plantas se evaluaron en cuanto a su
contenido de T 514 y resulté ser m ejor fuente de esta toxina la K. parvifolia®, ya que

posee menor cantidad de contaminantes; razon por la que desde entonces se utiliza esta

planta para dicho fin,

La toxina sigui6 bajo estudio y fue hasta el afio de 1990 en que Pifieyro y cols.?,
reportan que la T514, presenté toxicidad selectiva in vitro en células malignas de origen
humano; lo antenior se logré por comparacion de la toxicidad de la T514 frente a
sustancias anticancerigenas conocidas, como la vincristina, S-fluorouracilo, mitomicina,

doxorrubicina, y epidoxurrobicina.

A partir de los resultados del irabajo anterior, la T514 ha continuado en
investigaciones en el departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de

Medicina de la U.A.N.L., para comprobar su posible uso como fanmaco antineoplasico.

Se han realizado diversas investigaciones para conocer los efectos in vitro de la
TS514. Se demostré que ejerce un efecto inhibitorio sobre la lipidoperoxidacion
microsomal hepética estimulada por Fe'>-ADP y NADPH, por lo que se sugiri6 una

posible la formacién de quelatos con Fe'? y una actividad antioxidante®,



Por otro lado se encontré también que es un inhibidor no competitivo de la

catalasa in vitro®

ademds de que presentd un efecto selectivo sobre la membrana
peroxisomal de levaduras metilotréficas que sugirid que los Peroxisomas fueran el

organelo blanco, razén por la que se le otorgd el nombre de Peroxisomicina Al (PA1).

Tabla 2. Porcentaje de toxinas presentes en diferentes especies del género

Karwinskia.

Especie % de T544 % de T496 % de T514
K. humboltiana ? 1,60 0,80 0,70
K. humboltiana ® 0,70 0,58 0,36

K mollis 1,33 1,08 0,95
K umbellata 0,75 0,50 0,05
K. subcordara 1,51 0,98 1,07
K. latifolia - 1,10 0,50
K parvifolia - 1,58 2,04
K. calderonii 0,75 2,00 0,70
K. rzedowskii - 1,60 N

K. venturae - 0,11 -

K. tehuacana 0,83 0,40 0,33

a) Villa de Garcia, Nuevo Leén, México. b) Linares, Nuevo Ledn, México.
Waksman, N., Martinez, L. y Fernandez., R. "Screening chemical and toxicological in genus Karwinskia (México)™. Rev.
Latinoam. Quim. 20. pp 27. {1989)

En los afios siguientes, con ayuda de las técnicas cromatograficas como CCF,
CLAR preparativo y analitico, se descubrieron varios isémeros de la PA1 extraidos de la
misma planta®’. Estos compuestos, se identificaron como antracenonas diméricas los
cuales tienen estructuras quimicas relacionadas entre si, a tal grado que poseen
caracteristicas fisicoquimicas semejantes y esto es lo que dificulta su separacion en la

purificacién de este compuesto.



Al principio fue alentador encontrar isbmeros que eran potenciales compuesto
con toxicidad selectiva, pero la existencia de varios compuestos de e structura s imilar

originaba confusiones, de modo que se optd por resolver este problema modificando la

nomenclatura usada hasta entonces.

Para los compuestos encontrados se opto utilizar el nombre de Peroxisomicina a
todos los diasteroisémeros de la T514 aislada originalmente por Dreyer en 1975, es
decir, compuestos que tuvieron sitios de¢ unién 7,10°; e Isoperoxisomicina a los isdmeros
de posicion con unién 7,7°. Por otro lado, basados en la nomenclatura establecida por
Steglich y Gill'®, se denominé como atropoisdmero de la serie A, a aquellos que
presentan efecto Cotton positivo a longitud de onda corta en las curvas de Dicroismo
Circular y como atropoisémero de la serie B, a aquellos que presentan e fecto C otton

negativo a longitud de onda larga; de ahi que la letra A y B esta dada por el resultado

experimental obtenido por las curvas de Dicroismo Circular'’.

De acuerdo a lo antes mencionado, actualmente se conocen en el Departamento

de Farmacologia Toxicologia de la U.A.N.L. vanos isomeros aislados de K. parvifolia
(Tabla 3.)

Tabla 3. Algunos de los compucstos aislados de la K. parvifolia.

Abreviatura Nombre trivial Nombre Quimico Investigador
PA1(T514) |Peroxisomicina Al |3,3'-dimetil.3.3", 8, 8, 9, 9"-hexahidroxi-3,3", 4,4"- | Dreyer y cols.
tetrahidro (7,10°-biantraceno)-1, 1'(2H,2°'H) - diona.? | 1975'
PA2 Peroxisomicina A2 | 3,3"-dimetil-3,3", 8, 8', 9, 9'-hexahidroxi-3,3", 4, 4- | Ramirez y cols.
tetrahidro (7,10 -biantraceno)-1, 1°'(2H,2'H) - diona.? | 1992°
PA3 Peroxisomicina A3 | 3,3"-dimetil-3,3’, &, 8°, 9, 9"-hexahidroxi-3,3",4,4"- | Rivas ycols.
tetrahidro (7,10 -biantraceno)-1, 1'(2H,2°H) - diona.® | 1995
PA4 Peroxisomicina A4 | ,3"-dimetil-3,3", 8, 8, 9, 9°-hexahidroxi-3,3", 4, 4°- Rivas y cols
tetrahidro (7,10’-biantraceno)-1, 1(2H,2°'H) - diona.® | 2002
IPA1 Isoperoxisomicina 3,3 -dimetil-3,3", 8, 8°, 9, 9"-hexahidroxi-3,3", 4, 4"- | Rivas y cols.
Al tetrahidro (7,7 -biantraceno)-1, 1'(2H,2'H) - diona.® | 1995°
IPA2 Isoperoxisomicina 3,3"-dimetil-3,3', 8, 87, 9, 9"-hexahidroxi-3,3",4,4"- | Rivas y ¢ols.
A2 tetrahidro (7,7 -biantraceno)-1, 1'(2H,2'H) - diona.® | 1998




De los compuestos que se mencionan en la tabla 3, 1a PA1 es la que se encuentra
en estudios de fase clinica I y actualmente cuenta con 6 patentes para uso

farmacologico; de ahi que ésta se intente punificar a gran escala.

Hoy en dia la produccién de la PA1 esta sometida a un estricto programa de
control de calidad el cual se divide en estudios Fisicoquimicos y Biologicos'’, tal como
se muestra en la Tabla 4, donde se presentan los parametros que se evalian y los
respectivos valores esperados para contar con un lote idoneo para los proyectos de
investigacion.

Tabla 4. Parametros a evaluar en los lotes de produccién de 1a PA;.

Pruebas Fisicoquimicas Valores de referencia
Punto de Fusion Inicial 179,24 + 1,54 °C
Punto de Fusién Final 181,37 £ 1,20°C
CCF-FN Identificacion Visual
CCF-FR Identificacién Visual
Pureza Espectroscopica Absorbancia 430nm/415 nm = 1,003 + 0,003
CLAR-FR Registro de un solo pico y evaluacion de la
pureza especiroscopica

Pruebas Biol6gicas
Inhibicion de 1a Catalasa % Inhibicién = 46,58 + 1,32
Citotoxicidad CT50 Chang =56-80 pg/mL
CT50 HEPLC/PRF/5 = 2,5 —10 pg/mL

Molina S., G., "Determinacién del linmite de deteccion de tres contaminantes naturales en lotes de Peroxasomicina Al".
Tesis de Maestria. Facultad de Medicina U.AN.L.. Monlerrey. Méxica. (1998)

En el proceso de purificaciéon de PA1, se ha reportado hasta la fecha que 1a PA2
se separa bien de 1a PA1 en CLAR-FR, y que 1a PA3 e TPA1 tienen tiempos de retencidén
(tr) semejantes a la PA; tanto en columna Cg como en columna C,g; de manera que este
hecho genera problemas en la purificacién de la PA1'%. En la Tabla 5, se muestran los tg

encontrados para algunas de ellas.



Tabla 5. Tiempos de retencién de antracenonas diméricas de la K. parvifolia.

Compuesto Columna C; Columna C ;3
minuios minutos
PA, 1,66 1,64
PA, 2,65 2,43
T516 2,85 2,42
PA; (Y) 2,55 2,85
IPA, (X) 3,00 3,17
T496 6,92 6,99

Salazar M. L., Pifieyro, A., Waksman, N. “A Reverse Phase HPLC Method for Quantification of Peroxisamicine and
other Antrhaccenonic compounds™. J. Lig. Chrom. And Rel. Tech. 19 (9), 1391-1403, (1996)

Se han reportado varios métodos para cuantificar 1a IPA1 presentes en los lotes

de PA1 entre los cuales se encuentra UV-Vis'! y CLAR 12

PAl
PA2
IPA
PA3
[PA2
o0 10 20 50 « s0

Figura 1. Cromatograma donde se muestra la separacién entre la PAl e IPA1

En la figura 1 se presenta el cromatograma obtenido por Osorio y cols’®, donde
podemos ver que las diferencias de los tiempos de retencién entre la PAI,
Peroxisomicina (PA2) y Peroxisomicina (PA3) son lo suficientemente grandes y no
representan problemas en la separacién, sin embargo la diferencia en los tiempos de
retencién entre la Isoperoxisomicina (IPA1) y PA1 es muy estrecho de manera que esto
presenta dificultades en la separacion y hace dificil remover la IPA1. Por otra parte, se

presenta una situacién atipica donde el tg de la IPA1 varia conforme envejece la



columna, esto es, cuando la columna es nueva el tg de 1la IPA1 es menor que de la PAl y

en etapas posteriores el tg es mayor; por lo que dificulta su cuantificacién por CLAR'!,

Por la razon, anterior nos vimos en la necesidad de contar con métodos
alternativos que permitan realizar la medicion de la IPA1 sin que se presente el

problema del traslape de sefiales.

1.2 Resonancia Magnética Nuclear

A pesar de que se han realizado intentos para mejorar la técnica de purificacion,
los lotes que se obtienen actualmente ain presentan remanentes de contaminantes. En
funcién de lo antes mencionado, se planteé la posibilidad de utilizar la Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) como técnica alternativa para cuantificar el contaminante
mas dificil de remover (IPA1) de los lotes purificados de 1a PAI, ya que ain después de

la purificacién quedan remanentes de IPA1 que se hacen evidentes por 'HRMN.

Esto traeria como consecuencia que el método a desarrollar se aplique al resto de
los contaminantes, para que en el futuro se reporte en cada lote ¢l porcentaje de pureza
del mismo y en definitiva constituiria una prueba mdas que se pudiera agregar al

programa de control de calidad ya existente.

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica ampliamente utilizada
para el andlisis estructural de compuestos organicos; dicha técnica se fundamenta en la

absorcién de radiofrecuenctas por un nicleo atémico (I # 0) sometido a un campo

magnético.



La Resonancia es una herramienta cuantitativa desde su aparicion, esto es debido
a que la sefial que se obtiene es directamente proporcional al nimero de micleos que le
dan origen; sin embargo, el limitado campo magnético provocaba que esta técnica fuera
poco sensible y de baja utilidad cuantitativa frente a las técnicas de cuantificacion

tradicionales, como son las espectroscopicas o cromatograficas.

La literatura sobre la utilidad de la RMN en forma cuantitativa no es abundante;
sin embargo, en las décadas de los afios 1980 y 1990 se vio un aumento considerable
acerca de este tipo de informacion; el hecho anterior se presenté a raiz de la aparicion de
instrumentos desarrollados con nueva tecnologia que ha p ermitido q ue sean de mejor
resolucién y también de fécil operacion, trayendo consigo un incremento en el uso de
esta herramienta con fines cuantitativos. La aplicacion cuantitativa se ha visto favorecida
por el incremento de sensibilidad debido a que los 1nstrumentos ¢ uentan ¢ on ¢ ampos
magnéticos mas potentes, lo cual hace que sea mayor la diferencia de energia entre
micleos a analizar y por lo tanto que la seiial obtenida sea mas intensa con menor
cantidad de muestra; esto nos lleva a mencionar que las himitaciones tecnoldgicas

propias de 1a época, mermaron el uso de la resonancia como herramienta cuantitativa

aunado al alto costo de los instrumentos.

Por su parte, Wallace'* en 1984 afirmé que las mezclas de compuestos organicos
pueden ser cuantificadas por RMN, siempre y cuando las sefiales de cada componente se
puedan integrar. Ademas pone de manifiesto que las integraciones dejan de ser relativas

y se convierten en absolutas cuando se utiliza un estandar interno.

En 1988, Peterson'® reporta la utilizacién de esta técnica como herramienta
cuantitativa e ilustra los principios generales de un método. Se determina la cantidad de

un analito por comparacién de la razén de intensidades de las sefiales analito/estandar.

Por otro lado, W. Clarke'® en 1997 determina la cantidad de acetona y acetato de

etilo contenidos en algunos removedores de esmaltes para ufias, obteniéndose en dicho

estudio una recuperacion del 96 al 98 %.



Los trabajos anteriores, carecen de informacidn técnica sobre la obtencidn de los
espectros, ademas de que no se especificaron los valores de la ecuacidn de la recta ni

aportaron datos como la precision, exactitud, limite de deteccién o de cuantificacion.

Dentro de los trabajos mas completos de cuantificacién encontrados hasta el
momento, cabe mencionar el reportado por P. P. Lankhorst y cols'’ donde determinaron
la cantidad de dos contaminantes en el producto de interés denominade Lovastatina,

farmaco que se utiliza para disminuir la concentracién del colesterol en sangre.

La Lovastatina obtenida como producto de la fermentacién de cepas de
Aspergillus terreus se purificé p or cristalizacion. P ara 1a cuantificaciéon utilizaron dos
instrumentos, Bruker AMX de 400 y 600 MHz, ambos equipados con una sonda de 5
mm inversa, la duracién del pulso aplicado fue de 8,5 ps correspondiente a un pulso de
90° ademas de utilizar 30 segundo entre pulsos, el nimero de barridos fue de 34 con una
duracion de 18 minutos. Las cantidades encontradas de Lovastatina fueron del 96 a 98
%, micntras que para la Dihidrolovastatina y Dehidrolovastatina fueron de 0,1 y 0,3 %
respectivamente. La RMN les di6é informacién cuantitativa no solo de Ila
Dihidrolovastatina y la Dehidrolovastatina, sino también de otros contaminantes tales

como subproductos de la fermentacion y residuos de solventes.

Pauli,'® comprueba que la QRMN es una manera répida y eficiente para evaluar
la pureza de productos naturales ya que se obtiene informacion acerca de la estructura y

pureza al mismo tiempo, realizando esto en un solo paso analitico sin la necesidad de
hacer multiples anélisis.

Por otro lado, Fernandez y cols.”® realizaron un trabajo donde se reportaron los
ensayos previos para aplicar la técnica de "HRMN como herramienta cuantitativa en los
lotes purificados de PA1; en el cual se utilizé un equipo Bruker de 400 MHz, se probd
tanto la sonda normal como 1a inversa, ademds se evaluaron solventes como DMSO-d6

y CDCl;. Las sefiales que se utilizaron en los ensayos son los singuletes a 7,13 y 7,07
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ppm para la PAl e IPA1 respectivamente. En este trabajo se probo la linearidad de esta
técnica afiadiendo las cantidades de 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% de IPA1 a un tubo de RMN

donde previamente se tenia 15 mg de PA1. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 6.

Tabla 6. Medicion de la relacion de areas entre la sefial de PA, respecto de la IPA,,
dando un valor de 100 al area del singulete de la PA,

Porcentaje aiiadido de IPA1 al tubo de % obtenido
RMN
0 4,85
0,5 5,38
1,0 5,61
1,5 6,36
2,0 6,88

% encontrado de IPA ]
S

0 0.5 1 15 2 25
% afiadido de [PA 1

Feméandez R. A, Rivas G, V., Salazar C. M., PifieyoL. A,, Caballero Q. A, Waksman de T. N,
‘“Uso de 'HRMN para ¢l Control de Calidad de Férmacos™TV Simposio de Ciencia
y Tecnologia.24 y 25 de Mayo de 1999

Figura. 2, Grafico de la linearidad de la respuesta de 1a RMN
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Los datos de la ecuacién de la recta fueron los siguientes: se obtuvo un intercepto
de 4,77, una pendiente de 1,26, con un coeficiente de correlacion de 0,999, todos estos
con 5 niveles de concentracién diferente. Ademas en este trabajo se propusieron dos
métodos de cuantificacién, uno de ellos consiste en la cuantificacion directa de la IPA1
en los lotes de PA1 por medio de la medicién de la razén de 4reas entre los dos
singuletes mencionados; mientras que e¢n el segundo método (Adicién de estindar) se
agregd cinco veces una cantidad conocida de 1a IPA1 a un tubo de RMN donde se tenia
la solucién de la muestra problema. En este segundoe método se obtuvo la concentracion
de la IPA, por extrapolacién hacia el eje x (y = 0).

El trabajo antes mencionado, resulté iitil para hallar la cantidad de IPA1 en lotes
de PA1, pero tiene la desventaja de que las mediciones obtenidas son relativas a la sefial
de PA1 de manera que la medicion considera la existencia de un solo contaminante
situacion que no es del todo real, esto ademis de que carece de pardmetros de

validacion.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Validar un método de cuantificacién por Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno
('HRMN)

1.3.2 Objetivos especificos:

1.-Purificar la Peroxisomicina A; por medio de la Cromatografia de Exclusion
Molecular.

2.-Seleccionar un estandar interno para cuantificar la PA1 e [PA1 en los lotes de PA1
del Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
UANL.

3.- Optimar los parametros de obtenci6n del espectro de 'HRMN.

4 -Determinar los parametros de validacién como son la linearidad, precisién del
instrumento y del método, exactitud, limite de deteccidn, limite de cuantificacién,

estabilidad y robustez.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1. Material y Equipo

Cromatégrafo de liquidos Hewlett-Packard Modelo 1090 con arreglo de diodos.
Columna FR ODS de 100 x 2,1 mm con tamafio de particula de 3 pm.,

Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear de 400 MHz marca Bruker modelo
Avance DPX.

Sondas: S mm BBI, 5 mm BB0, 2,5 mm BBI.

Colector de Fracciones BIO-RAD Model 2128

Balanza analitica: Sartorius Basic BA110S

Tubos para RMN 5mm x 7 pulgadas Ultra imperial. Aldrich Chem. Co.

2.1.2. Solventes:

DMSO0-d6 99,5 + atom % D. Aldrich Chem. Co.
Metanol grado HPLC
Acetonitrilo grado HPLC

13
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2.1.3 Reactivos:

Terftaldehido (TA) 99 %. PM 134 g/mol. Aldrich Chem. Co.

Terftalato de metilo (TM) 99 %. PM 194 g/mol. Aldrich Chem. Co.

1,4-diacetilbenceno (DAB) 99 %. PM 162 g/mol. Aldrich Chem. Co.

1,4-diyodobenceno (DIB) 99 %. PM 329 g/mol. Aldrich Chemical Co.

PAI e IPA1 aportadas por el laboratorio de produccién de Peroxisomicina Al del Depto.
de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de 1a U.A.N.L.

Fase estacionaria de la CEM: Sephadex LH Aldrich Chem. Co.
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2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion de espectros de PA1 e IPA1

Se realizo la obtenci6n del espectro de 'HRMN de 5 mg de PA1 e [PA1, disucltas en 0,5
mL de DMSO-dé.

2.2.2 Seleccion del estandar interno

Se utilizé el manual Aldrich Chemical Co.?° de 'HRMN donde se buscd compuestos que
tuvieran espectros con pocas sefiales, con un singulete aromatico cuyo desplazamiento
no interfirera en la zona de integracion del singulete de 1a PA1 e IPA1; por otra parte,

quc fuera soluble en DMSO-dS6, estable, no volatil y ademas accesible en el mercado.

En forma preliminar se seleccionaron: Tereftaldehido (TA), Tereftalato de metilo (TM),
1,4-diacetilbenceno (DAB), 1,4-diiodobenceno (DIB).

Para hacer la seleccion definitiva del estandar interno, se realizd el espectro de
hidrégeno de cada compuesto y ademas sc realizo el calculo del T1 (Relajacion
Longitudinal). El mejor candidato seria aquel que no tuviera contaminantes y que su T1

fuera pequerio.

2.2.3 Repurificacién de PA1

Se utiliz6 una columna de 10 cm de largo por 1 cm de ancho la cual se empacéd

en ¢l laboratorio de la siguiente manera: Se realiz6 una suspension de 10 g de Sephadex
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LH en metanol, a la cual se le realizaron 3 lavados con metanol en agitacion contante
durante una hora cada uno.

Antes de iniciar la corrida cromatografica se dejo estabilizar la fase estacionaria
por 5 minutos con un flujo de 2 mL/min empleando para esto una solucién de metanol,
con 0,1 % de acido acético. Ya estabilizada la columna, se prepar6 una solucién de 100
mg de PA1 L-85 en 5 mL de metanol y se pasé a través de la columna. Finalmente se

obtuvieron 12 fracciones de 2 mL cada una con ayuda de un colector de fracciones.

Las fracciones obtenidas, fueron monitoreadas por CLAR con el método
optimado por A. Osorio y cols'’. Posteriormente, se juntaron las fracciones que
presentaron un cromatograma semejante verificando la pureza por medio de la obtencion

del espectro UV-VIS en diferentes regiones del pico cromatografico.

De esta manera, se obtuvieron 3 fracciones finales, las cuales fueron evaporadas

y precipitadas mediante la técnica ya estandanzada.

2.2.4 Optimacioén de pariametros.

La seleccion de sefiales para cuantificar tanto la PA1 como la IPA] fueron las
mismas que se utilizaron en el trabajo realizado por Ferndndez y cols."”. Previo a realizar
la optimacion de los parametros se realiz6 la obtencion de los espectros de 'HRMN, de
la PAl e IPA1 en DMSO-d6 para verificar el desplazamiento de las sefiales del
hidrégeno 10 de la PAT y los hidrégenos 10 y 10” de la IPAL.

La optimacién de parimetros se realizé6 con PA1 (lote 85) en cantidad de 5 mg
mezclada con una solucidn del estandar interno (0,021 M); se hicieron variaciones del
mimero de barridos (ns), tiempo de adquisicién (AQ) y del D1, posteriormente se mzdio
la relacion sefial-ruido de las sefiales del hidrégeno 10 de la PA1 y de los hidrégenos 10

y 10’ de la IPA1 ¢n cada una de las variaciones; con los datos obtenidos anteriormente
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se o btuvo un grafico p ara cada p arametro y s¢ escogié como valor 6 ptimo aquel que

gener6 la maxima relacion seiial-ruido.

2.2.5 Cilculo del tiempo de relajacion longitudinal.

Para calcular el T1 se empled el programa del instrumento (Inversion Recovery
Pulse Sequence’’, Figura 3) que consiste en lo siguiente: comienza con un tiempo de
espera (tq) que en nuestro caso es lo suficientemente 1 argo p ara asegurar que toda la
magnetizacion haya regresado al equilibrio (Magnetizacion —Z). Posteriormente se
aplica un pulso de 180° lo cual invierte la magnetizacion, a esto le sigue un tiempo de
espera (vd), luego se aplica un pulso final de 90° el cual convierte cualquier
magnetizacién z en magnetizacién transversal observable; ésta fue detectada durante el
periodo de adquisicién inmediatamente después del pulso final. En este tipo de
secuencia ¢l T1 se determind tras variaciones del tiempo de espera entre los pulsos de

90° y 180° (vd=0,01, 0,15, 0,25,0,5, 1,2, 3,4, 5,10 5).

A
LS E

'H

Figura 3. Secuencia de pulsos de recobro de la inversion (Programa de pulsos tlir)
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2.2.6 Procesamiento de los espectros.

Para el procesamiento de los espectros se aplicé un pulso de 90°, con un tiempo
de adquisicién de 0,8 s, un nimero de barridos de 300 y se utiliz6 e] programa de pulsos
zgde. Una vez que se tuvo 1a FID se procedid a aplicar la transformada de Fourier para
obtener el grifico dependiente de la frecuencia, esto es, el espectro de 'HRMN; al cual
se le corrigié la fase en forma automéatica. Posteriormente se calibrd el espectro con la
seiial del solvente (DMSO-d6) la cual se ubicé en 2,50 ppm. La integracién de las

sefiales se hzo en forma manual.

2.2.7 Cuantificacion de PA1 e IPAL.

Para realizar la cuantificacién por 'HRMN, se partié de la premisa de que la
sefial de resonancia es directamente proporcional a la concentracion molar, y se llegd a

lo siguiente:

g PA1 = (PMa) (g 1) (Aa) / (PMsy) (1) = (514 g/mol) (0,002 g) (Aa) / (194 g/mol) (1)

g IPAL = (PMa) (g su) (Aa) / (PMsy) (2) = (514 g/mol) (0,002 g) (Aa) / (194 g/mol) (2)

Donde:

PM, = Peso molecular del analito

8sa = gramos del estandar interno cotregido con la pureza (99 %)

Aa = area de la seifial del analito respecto del singulete aromatico del estandar interno,
calibrada a 4 hidrégenos

PM,y = peso molecular del estandar interno

1y2 = nimero de hidrégenos responsables de la sefial utilizada para la cuantificacién en cada

compuesto respectivamente.
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Para que la férmula anterior se cumpla se debe calibrar a 4 el valor del area

correspondiente al singulete aromatico del estandar interno.

2.2.8 Construcciéon de la curva de calibracion.

Se preparé una solucién de 4 mg del esténdar intemo en 1 mL de DMSO-d6; de
esta solucion se tomaron 500 pL y se mezclaron con 5 mg de PA1 proveniente del lote
85 proporcionada por el laboratorio de produccion del Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de 1a U.AN.L. L a mezcla antes preparada, se filtré p or algodén libre de
grasa y s¢ recuperé en un tubo para RMN. A esta muestra se le realizo un espectro
'HRMN 'y posteriormente se le hicieron agregados de IPAl en cantidades que

representaron un incremento del 0,5 %,; se realizaron 5 agregados y se construyé un

grafico (Figura 20).

2.2.9 Determinacion de los parametros de validacion del método de cuantificacion

2.2.9.1 Linearidad

Se realizé por medio de la obtencién de 10 agregados de IPA1 en solucion a un
tubo donde se tenia disuelto 5 mg de PAl y 2 mg del tereftalato de metilo en 500 pL de
DMSO-d6. Se midié en cada agregado de IPA1 el incremento de la sefial de IPA1
respecto del estiandar interno, cada incremento correspondié a un 0,5 % de IPAIl
respecto de la masa original de PAl. Se determinaron los valores de Ja ecuacién de la
recta y ademas se obtuvo €l CV de los factores de respuesta, La mezcla se realizé de la

siguiente manera:
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a) Se disolvieron 2 mg de IPA1 en 800 uL. DMSO-d6 de la cual se tomaron 10 pL
para cada agregado

b) Se preparo una solucion de 4 mg de tereftalato de metilo en 1 mL de DMSO-d6

c) Se pesaron 5 mg de PAl y se disolvieron con 0,5 mL de la solucion del
tereftalato de metilo, a esta solucién se le realizé el espectro de 'HRMN y

después se obtuvo un espectro por cada adicion (10 pL) de la solucién de IPA1.
2.2.9.2 Precision del instrumento.

Se hicieron 6 espectros de 'HRMN a partir una muestra de 2 mg de terefialato de
metilo disueltos en 0,5 mL de DMSQ-d6 y se realizé la medicién de las sefiales satélites
del singulete alifatico del estandar interno ubicado en 3,88 ppm, el cual fue originado
por los 6 hidrégenos de Jos metoxilos. La medicion del 4rea de los satélites fue relativa a

la sefial aliftica a la que se le asigné un valor de 100 (figura 4)

O\CHB F 100 %

/ 1,11 % C
4?01 Sedial

AV

g‘b Satélite Satdlite
4.3 42 4.1 40 39 38 3.7 36
ppm

Figura 4, AmPliacién del singulete alifatico del espectro
de 'HRMN del tereftalato de metilo
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2.2.9.3 Precision del método®* ;

Para la IPA1, se determind obteniendo el coeficiente de variacién promedio de
los factores de respuesta de cada uno de los cinco graficos d e calibracion r ealizados.

Para ]a PA1 se obtuvo el CV de la determinacion de PA1 en 5 muestras de 5 mg cada

una.

2.2.9.4 Exactitud

Se determiné el error absoluto de las mediciones d € 1a abundancia n atural d el
isotopo del carbono trece, calculada por la medicion del area de los satélites de 1a sefial
alifitica del terefialato de metilo en el espectro de 'HRMN (Figura 4).

En el calculo del error absoluto, se tomd como referencia el valor de la abundancia

natural de isétopo de "°C.

% Error absoluto = (Ve — A) * 100

Donde:
Ve = Valor experimental de la medicién del isétopo de ’C en 'HRMN

A — Abundancia natural de carbono trece reportada en la bibliografia

2.2.9.5 Limite de deteccion®?

Para obtener esta dato, se tomo el criterio de multiplicar 3,3 veces la desviacion
estandar de los interceptos entre la pendiente promedio de los cinco grificos de

calibracion.
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2.2.9.6 Limite de cuantificacion’>

Para calcularlo, se multiplicé 10 veces la desviacion estandar de los interceptos

enire la pendiente promedio de los cinco graficos de calibracion.

2.2.9.7 Estabilidad

Se trabajé con una solucion de 2 mg de tereftalato de metilo disuelta en 500 pL
de DMSQ-d6. S¢ determind el promedio de la intensidad de la sefial aromatica del
estandar interno tras S repeticiones con muestras diferentes. Posteriormente se realizé la

medicion de la sefial antes mencionada obteniendo un espectro de proton cada hora

durante 10 horas.

Para la PAl e IPAl se determind el promedio de la cantidad encontrada de
ambas sustancias tras 5 repeticiones con muestras diferentes de PA1.
Posteriormente se nudié la cantidad de ambas sustancias con el método propuesto

haciendo mediciones cada 30 minutos durante 10 horas.

Para hacer esto se partio de una solucion de 5 mg de PAl del lote 85 sin
repurificar y se disolvieron en 500 pL de una solucién preparada con 4 mg de tereftalato

de metilo disuelto en 1 mL de DMSO-d6.

Con los datos generados se construyo las cartas control como estudio de
estabilidad para el estandar interno, la PA] y la IPA1. Se considero que los compuestos

eran estables mientras se obtuvieran valores dentro de la media + 2 DS.
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2.2.9.8 Robustez

Para evaluar este parametro, se realizaron variaciones con valores altos y bajos
respecto de los parametros ya optimados del método propuesto y después se realizé la
cuantificacion de PA1 ¢ IPAL. Para el mimero de barridos se obtuvieron espectros con
ns de 200 y de 400; para el D1 se utilizaron valores de 6 y 9 segundos, también se
empled una sonda menos sensible (5 mm BBO, 08) que la que se utilizd en el estudio y
otra mas sensible (2,5 mm BBI, 30), ademds se utilizaron diferentes cantidades de masa

las cuales fireron 7 y 3 mg de PAL,

Para determinar si habia parametros que afectaran la cuantificacion, se siguio ¢l
criterio de comparar la diferencia entre los valores alto y bajo de cada modificacion
(barridos, sonda, AQ, masa) y la multiplicacién de la desviacion estandar del estudio de
precision por la raiz cuadrada de 2. Se consideré que el parimetro afectaba la medicién
siempre que el valor de la diferencia fuera mayor que el segundo término de la siguiente

expresi(')n.23

| Valor alto - Valor bajo | > DS*V2
2.2.9.9 Condiciones para la obtencion de los espectros.

La PA1 fue sometida a 30 minutos de desecacién al vacio a 35 ° C, y se disolvieron 5
mg de ésta en 500 pL de DMSO-d6. El numero de barridos empleado fue de 300 con un
Aq de 0,8 segundos y con un D1 de 6 segundos. La sonda de medicion utilizada fue la
BBI Smm, el espectro de 'HRMN se hizo con desacople de '*C y a una temperatura de

25°C,



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Espectros de "HRMN los compuestos estudiados

Figura 5. Espectro de 'HRMN de PA1 en DMSO-d6.

En la figura 5 podemos observar el singulete utilizado para cuantificar dicha

sustancia (7.23 ppm) €l cual es originado por el hidrdgeno 10.



25

Por otro lado, la sefial utilizada para cuantificar a la IPA1 fue e! singulete con
desplazamiento a 7,16 ppm el cual se muestra en el espectro de la figura 6, la sefial se

originé por los hidrégenos 10y 10”.

44

Figura 6. Espectro de 'HRMN de la IPA1 en DMSO-d6
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3.2 Seleccion del estandar interno.

En las figuras 7, 8, 9, y 10 se presentan los espectros de los cuatro posibles estandares

para cuantificar PA1 e [PAI,

TI=5 2 H
Segundos
/ DMSO-d6
O H H0
e k
nn an &N 7n &n &N an 1n
{naam
Figura 7. Espectro de 'HRMN del tereftaldehido
T1-2.7
Segundos
(6] CH,4
2 / H,O
|
07" “CH;
DMSO d6
93 90 &3 KD 15 10 65 &0 A5 S0 45 40 35 A0 28
{ppm)

Figura 8. Espectro de 'HRMN del diacetilbenceno
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Figura 9. Espectro de 'HRMN del tereftalato de metilo

TI=34
Segundos I D
/ © e
‘ |
) Jl J
o oh RS R0 75 70 65 60 55 S0 45 40 35 30 23

(ppm)

Figura 10, Espectro de 'HRMN del diyodobenceno
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El compuesto que se decidié utilizar como estandar interno —;fara' efectos
cuantitativos fue el tereftalato de metilo, esto debido a que present6 un espectro libre de

impurezas y ademas de que su T1 fue de 2,8 segundos.

3.3 Repurificacion de PAl

Cuando se pasé 100 mg de PAl por CEM se obtuvieron tres fracciones: la
segunda fraccidn fue la mas importante, en ella se obtuvieron 50 mg de PA1 repurificada

(PA1 L-85R).

En la figura 11, se muestra una ampliacién del espectro de 'HRMN de una
muestra previo a la purificacién por CEM donde se muestra el remanente de [PA; por
otra parte la figura 12 corresponde al espectro de una muestra de PA1 repurificada en
donde se aprecia la disminucién de la cantidad del contaminante. Ambos espectros se

determinaron bajo las mismas condicones.
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Figura 11. Ampliacién del espectro de "HRMN de 5 mg del L-85. donde se observa el
remanente de [PA1.
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Figura 12. Ampliacion del espectro de 'HRMN de 5 mg de PA1 L-85 repurificada por

CI:M. con su respectiva ampliacion donde se aprecia el singulete de [PAT.
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En la repurificaciéon de PA1 utilizando la CEM se logro disminuir-un 82 % la

cantidad de IPA1 presente respecto de la cantidad encontrada previo a la repurificacién

(Figuras 11,12); la recuperacion fue de 50 %.

3.4 Optimacion de parametros para la obtencion del espectro de 'HRMN

En las figuras 13, 14, 15, 16, 17, 18 se presentan los graficos que se obtuvieron para la
seleccion del nimero de barridos, tiempo de adquisicién y D1 tanto para la PA1 como la
IPAL.

4500
4000

3500
3000 e

SN 2300 ﬁ
2000 /’4

A
1500 o
1000 /f//
500
0 L ]
0 50 100 150 200 250 300

Numero de barridos

Figura 13. Grafico de la relacion seifial-ruido respecto del nimero de barridos (ns) para
la PAI
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Figura 14. Grafico de la relacion sefial-ruido respecto del mimero de barridos para la
[PA1
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Figura 15 Gréfico de la relacion sefial-ruido (S/N) respecto del tiempo de adquisicion
(AQ) para la PA1.
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Figura 16. Grafico de la relacién sefial-ruido respecto del AQ para la [PA1
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Figura 17. Grafico de la relacion senal-ruido respecto del D1 ¢n la PAI



33

115 .
o | .
S/N .
105 .
100 .
95 -
0 5 10 15 20 25

DIl

Figura 18. Grafico de la relacion seiial-ruido respecto del D1 para la [PAL.
3.5 Determinacion de los parametros de validacion del método de cuantificacion.

3.5.1 Linearidad

~ Se tomaron lo valores obtenidos en el grafico de calibracion (Figura 20), donde
ademas d_e determinar los valores de la ecuacion de la recta se obtuvo el factor de
respucsta (FR) para cada uno de los puntos del grafico de calibracion. ElI FR promedio
fuc de 0.207. con una desviacién estandar de 0.013 y un Coeficiente de Variacion (CV)

del 6 %.
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Figura 19. Zona de interés del espectro de 'HRMN de 5 mg de PA1 del lote 85
con 2 mg del terftalato de metilo (TM) en 0,5 mL de DMSO-dé.
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Figura 20. Grafico de calibracion para la [PAI.
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3.5.2 Precision del instrumento

Se obtuvo un coeficiente de variacion de 2,50 %, con una desviacion estandar de
0,027 y un promedio de 1,07 de abundancia natural del isétopo de carbono trece con un

intervalo de confianza de * 0,028 para un limite de confianza del 95 %.

3.5.3 Precision del Método

3.5.3.1 Peroxisomicina Al

Se obtuvo €l coeficiente de variacion de las mediciones del contenido de PAI

medida en % p/p, obteniéndose un valor de 3,0 %
3.5.3.2 Isoperoxisomicina Al

Se obtuvo el coeficiente de variacion de los factores de respuesta de los grificos
de calibracién y arrojé un valor de 4,3 %

3.5.4 Exactitud

Se obtuvo un 4,0 % medido como error absoluto
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3.5.5 Limite de deteccién

Se obtuvo un limite de deteccion de 25 pg/mL

3.5.6 Limite de cuantificacion

Se obtuvo un limite de cuantificacién de 75 pg/mL

3.5.7 Estabilidad

Se determind la estahilidad del estandar interno, de la PAl e IPAl como se
describi6 en la seccion de métodos, en las figuras 21, 22, 23 se presentan las carlas

control obtenidas.
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A partir de la figura 21 se determind que la solucién del estandar interno es
estable durante 10 horas al igual que para la [PA1 (figura 23). En cuanto a la PAI se
determiné que la muestra disuelta en DMSO-d6 se mantuvo estable hasta 4 horas

posterior a su disolucién.

Intensidad
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B X 10 e e e e e e e

6.49 x 10’ ) -1DS
6.44 x 10’ : -2D8
6.39 x 10 .3IDS
6.34 x 10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horas

Figura 21, Estabilidad del Tereftalato de metilo en DMSQO-d6 a 25 °C



mg/mL
PAl

me ml
[PAI1

102

9.8

94 .

92

88
8.6
8.4

38

+3DS
+2DS
A +1DS
e N .
9.6 \‘\_*\\ -1DS
-2DS
S -3DS$
1 2 3 4 5 6 7 8 10
Horas
Figura 22. Estabilidad de la PA1 en DMSO-d6 a 25 °C
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Figura 23. Estabilidad de la [IPA1 en DMSO-d6 a 25 °C,



3.5.8 Robustez
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Se evalué por medio de la medicibon de PAl e IPAl modificando

deliberadamente las condiciones optimadas y siguiendo el criterio mencionado en la

seccion de métodos. En las tablas 8 y 9 se presentan los resultados de la robustez de la

PA1 ¢ IPA1 respectivamente.

Tabla 7. Parametros evaluados para la robustez en la determinacion de PA1

Parametro Valor alte Valor bajo Diferencias
Barridos 88,80 % p/p 89.60 % p/p 0,80
DI 86,0 % p/p 103.,2 % plp 17,20 *
Sonda 89,80 % p/p 85,20 % p/p 4,60*
Masa 91,41 % p/p 89,03 % p/p 2,38

Coutenido de PA1 bajo las condiciones optimadas — 89,4 + 2,93 %

* afectan en la cuantificacion.

Tabla 8. Parametros evaluados para la robustez en la determinacién de IPA|

Parametro Valor alto Valor bajo Diferencias
Barridos 6,20%pp 6,392 Y% pip 0,132
D1 6.18 % p'p 7,08 % p/p 0,90 *
Sonda 5.78 % p/p 6.62 % p/p 0,84 *
Masa 593%pp 5.90 % p/p 0,03

Contenido de IPAL bajo las condiciones optimadas

* afectan en la cuantificacion

5,70 0,48 %
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Los resultados obtenidos para la validacion se resumen la siguiente tabla:

Tabla 9. Resultados obtenidos del método validado.

Parametro

PAl

IPAl

Lineandad

*Componente mayoritario

m=0,228, b=-0,0046
r = 0,999, C.V. de los factores de
respuesta = 6,06 %

Precision del instrumento

CV.2,5%
DS =10,027
Media = 1,07 + 0,028 %

CV.2,5%
DS = 0,027
Media = 1,07 + 0,028 %%

Precision del método

C.V.3,0% (% p/p PAl)

C.V 4,3 % (Factores de respuesta)

Exactitud (Error absoluto) | *Componente mayoritario 4.0 %
Limite de deteccion *Componente mayoritario 25 pg/mL
Limite de cuantificacién | *Componente mayoritario 75 pg/mL

Estabilidad

4 Horas

Hasta 10 Horas

Robustez

Fue robusto a: Ns, a Ja masa de 3
mg y 7 mg PAL. Excepto al DI,

y tipo de sonda

Fue robusto a: Ns, a la masa de 3
mg y 7 mg PAl. Excepto al D1, y
al tipo de sonda.

* Debido 8 que es el compenente mayonitario se considerd que no era necesano vahdar estos paramelros

4 Linute de confianya de un 95 %




CAPITULO 4

DISCUSION

En el presente trabajo se validé un método por 'HRMN que permitié determinar
la cantidad de JPAl enmuestrasde los lotesde PAl que se abtieneen el Depto. de
Farmacologia y Toxicologia de Facultad de Medicina de la U.A.N.L.. El método aqui
desarrollado puede ser aplicado en la determinacion de contaminantes (Solvente de
extraceion, isdbmeros de la PAI, etc) en la matriz de trabajo y sienta las bases para la

posible cuantificacion de otros compuestos por este método.

El trabajo expuesto estd encaminado al desarrollo de métodos que permitan
conocer en forma confiable la cantidad de contaminantes presentes en los lotes de
produccién de PAI1, ya que este método puede incluirse como una prueba mas del

control de la calidad en la obtencion de PAL.

Luego de analizar las caracteristicas espectrales de los analitos (PA1 e IPAI) se
hizo la selcccidon de las sefiales para su cuantificacion. La sefal gue se utilizo para
cuantificar la PAl correspondio al singulete originado por los hidrégenos de la posicidn
10, ver ﬁgura 5; por otra parte en la IPAl se tom¢é en cuenta el singulete originado por
los hidrégenos 10 y 10°, mismo que puede observarse en la figura 6.

La separacién entre los singuletes antes mencionado fue de 0,074 ppm y la
resolucion entre ambas es aceptable (Figura 11), otra ventaja que presentaron estas
sefales es que procedieron de hidrdgenos estables ya que no son intércambiables como
los son los hidrégenos de los grupos hidréxilo o amino.

Las senales seleccionadas son especificas de cada compuesto, esto debido a que
el entorno quimico es caracteristico para cada atomo de hidrégeno lo cual permite que su

desplazamiento quimico sea especilico.

4]
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Las sefiales seleccionadas son especificas de cada compuesto, esto-debido a que
el entorno quimico es caracteristico para cada atomo de hidrégeno lo cual permite qué su

desplazamiento quimico sea especifico.

La identidad de la seiial del singulete de la IPA1 propuesta para la cuantificacion,
se demostrd, utilizando el método de adicion de estindar, por medio del cual se

corroboré el incremento de intensidad del singulete previamente seleccionado.

La seleccion del estindar interno, se hizo por medio del calculo del T1 y
obtenci.én del espectro de proton donde se siguid el criterio de utilizar el compuesto que
tuviera €l menor valor de relajacion longitudinal conjuntamente con un espectro de
"HRMN libre de impurezas; ademas de las caracteristicas sefialadas en la seccién de

métodos.

El diacetilbenceno presentd una relajacion longitudinal de 2,70 s pero presento la
desventaja de estar contaminado por dos sefiales que se encontraron en 7,45 y 8,17 ppm;
razon por la que se descartd. Se prescindié del tereftaldehido por lo grande del T1; asi
como por las sefiales provenientes de contaminantes encontradas en 7,80, 7,70 y 7,40
ppm. El diiodobenceno, se descarté por que su desplazamiento (7,51 ppm) quedo cerca
de las senales de la PA1 e [PAL (Hidrogenos 5,6,6" para la PAl y 6,6 IPA1) ademas de
tener un Tl de 3,40 s; cabe mencionar que no presentd seiiales de compuestos
contaminantes.

. Finalmente. se acept6 el Tereftalato de metilo por su T1 (2,80 s), ademas de que
no prese-nté contaminantes y su desplazamiento quedd libre de posibles traslapes con

otras senales.

Para realizar la validaciéon del método desarrollado, se considerd adecuado tratar
de obtener una muestra con la menor cantidad posible de [PA1; ésta podria utilizarse en
la determinacion de la sensibilidad del método y a su vez en la construccion de las
graficas de calibracion. Hasta el momento, en el laboratorio no se habia utilizado la

Cromatografia de Exclusion Molecular para la purificacion de la PA1; para lograr este
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objetivo se partié de una muestra de PA1 obtenida del laboratorio de preduccién para

verificar su eficacia en la separacion de los analitos de interés.

Por medio de un disefio experimental detallado en la seccion 2.2.3 de material y
métodos se obtuvieron 12 alicuotas, las cuales después del monitoreo p;)r CLAR, se
seleccionaron de acuerdo a su pureza cromatografica y espectroscépica; de aqui se
obtuvieron 3 fracciones. En la primera fraccion no se cuantifico la IPA1, pero en la
segunda se determind que tenia un 0,64 % de IPA1 y en la tercera se tenia un 2,2 % de
IPA1; tal cuantificacién fue relativa a la sefial de PA1 y di6 informacion suficiente para
saber si— mejoré el proceso de la repunficacién. En la repurificacién de PA1 utilizando la
CEM se logré disminuir un 82 % la cantidad de IPA1 presente respecto de la cantidad
encontrada previo a la repurificacién (Figuras 11, 12); ademas de contar con un 50 % de

recuperacion.

Con el programa de pulsos descrito en la seccion de Material y Métodos, se
obtuvo el T1 para la PAl e IPAI, ademas de los estandares sometidos a seleccion. Para
la optimacion de parametros usados en la obtencion de los espectros, se considero el T1,
tiempo de adquisicion y numero de barridos. El T1 corresponde al ticmpeo de relajacion
longitudinal T1, el cual corresponde a la pérdida de la energia ganada (pulso de
radiofrecuencia) en forma de calor al medio que rodea la muestra. Por otra parte el valor
que se modifica en el instrumento es el D1 y es el valor instrumerital que reflejael Tl, y

el cual se puede manipular.

Por su parte el tiempo de adquisiciéon (AQ) corresponde al intervalo de tiempo en
que se adquiere la FID (Figura 24), y repercute en la duracion del experimento ya que
entre mas grandc es el AQ; mayor es la duracion de dicho experimento, razén por la cual

también se procedid a optimar este valor.
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Figura 24. Grafico del decaimiento libre de induccién (FID) de uno de los espectros

obtenidos:.

El nimero de barridos (ns) corresponde al nimero de veces que se adquiere un
cspectro. Este parametro influye directamente sobre la duracién del experimento al igual
que los parametros descritos con anterioridad. El aumento en el nimero de barridos
produce un incremento de la relacion sefal-ruido el cual es asintdtico y se corroboré por
medio de un grafico donde se midio la relaciéon sefial-ruido en funcion del nimero de
barridos (Figura 13 y 14). Se escogié como valor optimo. el méximo en la curva que
generd la mayor relacion sefial-ruido con el menor nimero de barridos. Por lo anterior,
se encontrd el numero optimo de barridos que did la mayor sensibilidad posible para el

analito de trabajo.
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El T1 de la PA1 fue 1,76 s, para la IPA1 fue de 1,20 s y finalmente-el T1 para cl
estandar interno seleccionado fue de 2,80 s. La relajacién completa de los micleos bajo
estudio se corroboré por medio de un grifico donde se midi6 la relacion sefial-ruido
obtenida al vanar ¢l D1 con valores superiores a 6 s; se observaron solo lineas
horizontales debido a que los nicleos estaban completamente relajados; tanto para la
PA1 como para la [PA1.

Para estudios cuantitativos por RMN se recomienda utilizar un D1 = 5*T1,
nosotros optamos por realizar una grafico (Figura 18) de la relacién sefial-ruido en
funcién- del D1, para ¢l cual se tomé como valor éptimo aquel punto del grafico donde se
obtuvo la maxima relacion sefial-ruido. Lo anterior dado que a mayor D1 el porcentaje

de nticleos relajados seria mayor, al 1igual que la relacién sefial-ruido.

Para obtener los graficos de calibracién como no se tenia un estandar comercial
de los compuestos bajo estudio y debido a que la matriz de trabajo contenia remanentes
evidentes de IPA1, se optd por aplicar ¢l métode de adicion de estindar. Se adicionaron
cantidades de IPA1 que representaron un incremento de la senal del 0,50 % en funcion
de los 5 mg de PA1 inicial.

Con ayuda de este tipo de grafico se demostro la linearidad en el rango
comprendido de 0,102 mg/mL a 0,362 mg/mL (0,58 % a3.,90 % de lPAl)dondese
obtuve un coeficiente de regresion de 0,999 y un CV de los factores de respuesta de 4,3

Yo.

Para el calculo de la precisiéon del instrumento, se utilizo la medicion de la
abundancia natural del isétopo de carbono trece; por medio de la medicién de las senales
satélites en el espectro de 'HRMN, esto ya que se carecia de un estandar certificado que

« e O
avalara la medicion™.

En la evaluacion de la precision del método desarrollado en la determinacion de
PAT (% p/p) se rcalizé la medicion del CV de 5 muestras diferentes. Para el caso de la

precision de la IPA1 se obtuvo el CV de los factores de respuesta para cada nivel de
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concentracion de cada uno de los graficos de calibracién; con esto se tenia un valor
representativo de la manipulacidn de los cinco gréficos de calibracion.
En la determinacion del LD y el LC se utilizé la desviacion estindar de las

respuestas y el promedio de la pendiente de los graficos de calibraci6n™.

Es necesario mencionar que para determinar tanto PA1 como de [IPA1 segiin este
método no es necesario realizar un grafico de calibracion cada vez que se hace el analsis
y que las mediciones deben realizarse antes de las 4,0 horas para la PAl y de 10 horas
para la IPAl una vez disueltas en DMSO-d6, en funcion del estudio de estabilidad
(figuras 22,23).

En el estudio de robustez se determind que el método de cuantificaciéon para
ambas toxinas (PAl, IPA1) soporta leves variaciones en cuanto al nimero de barridos y
a la masa. Las modificaciones del método en cuanto al cambio de sonda y D1, demostré
variaciones que indican que no es posible hacer la medicion bajo dichas variaciones

experimentadas.

En la tabla 10 se observa los diferentes métodos empleados hasta el momento
para cuantificar IPA1, la técnica mas sensible es CLAR con un limite de cuantificacion
de 0,40 pug/mL después le sigue el método de UV-Vis y finalmente el método de RMN,
por otro lado el método mas preciso es el de UV-Vis, luego RMN vy al final la CLAR.
Para las cantidades que se encuentra de IPA1 (< 5 %) en los lotes de PAI, resulta til la
cuantificacion de dicho contaminante por medio de RMN, ya que su precision es
aceptablé para las cantidades de trabajo (250 pg /mL) al igual que la sensibilidad
presentada, la cual supera las cantidades que normalmente se encuentran de este
contaminante, ademas de que el meétodo desarrollado presenta una selectividad

contundente (Figura 11).
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La ventaja que ofrece la RMN sobre las demas técnicas es la rapidez con la que
se obtiene el resultado, esto se debe a que no es necesario realizar un grafico de
calibracion y que la duracion del experimento es de 34 minutos, el volumen del
disolvente utilizado es pequeiio (0,5 mL), ademis que la selectividad es buena para los

compuestos estudiados.

Sensibilidad Precision
Técuica Analitica Y
LD LC
UV-Visible 0,35 pg/mlL 1,06 pg/mL 0,60
Relacion de respuestas
2857/277 (derivadas)™
CLAR
Adici6n de estandar® . 0,12 ug/mL 0,40 pg/mL 18,0
HRMN 29,0 pug/mL 87,0 pg/mL. 4,50

Tabla 10. Comparacion del método validado frente a otros métodos de cuantificacion de
IPA1
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CAPITULO S

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1 Conclusiones

Se logro6 desarrollar y validar un método para cuantificar por 'HRMN la [PAL.

. El método desarrollado presenté menor sensibilidad respecto de la CLAR, UV-
Vis pero presenta una aceptable linearnidad, exactitud y precision para los
compuestos estudiados.

La CEM reduce en un 82 % la cantidad de IPA1 en muestras de PA1, con lo que
permitid obtener lotes de PA1 con canlidades menores al | % de IPAT.

La RMN puede utilizarse como herramienta alternativa para cuantificar la [PA1
en muestras de PAL.

La cuantificacién relativa de IPA1 es atil para momtorear el proceso de

purificacion.



5.2 PERSPECTIVAS

1.- Utilizar una sonda mas sensible y emplear menor cantidad de muestra

2.- Aplicacién del método desarrollado a sistemas semejantes
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