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Propisito y Método de Estudio: La descomposicion que Peroxisomicina Al (PAl) sufre

durante su almacenado es un fendomeno que complica su posible uso como agente
antineoplésico. Las buenas practicas de manufactura de farmacos indican que en la
obtencion de un farmaco se debe adoptar un estricto programa de control de calidad
mediante el cual se pueda determinar la vida itl del farmaco. El desarrollo de los métodos
de obtencion y determunacion de PA1 permiud observar la presencia de 1soperoxisomicina
Al (isopAl), un isomera de posicion de PA1 proveniente de los mismos extractos de donde
se obticne PA1, en los lotes de este compuesto. En el presente trabajo se estudio el efecto de
ese contaminante en el proceso de descomposicion de PAI, tanto en estado solido como en
solucion. En solido la descomposicion de PA1 se estudio utilizando dos lotes con diferente
contenido del contaminante, a — 22°C y — 4°C. En solucion la descomposicion de PAI se
estudid en cuatro solventes: metanol, buffer de fosfatos pH 7,4, suero y acetato de etilo, a
—4°C, 25°C y 37°C. Las constantes de velocidad del modelo cinético obtenido en cada caso,
se compararon utilizando analisis de varianza y t stadent. De la misma manera se estudié en
solucidn ¢l efecto de dos antioxidantes cominmente usados en la conservacién de firmacos:
acido ascdrbico y bisulfito de sodio.

Conclusiones y contribuciones: Los resultados de los estudios cinéticos de la descomposicion

de PA] en estado salido mostraron que la presencia de isopAl, en una proporcion pequefia,
con respecto a PA1, no afecta la velocidad de degradaciém de PAL. De la misma manera los
resultados del efecto de isopAl, acido ascorbico y bisulfito de sodio, también en una
proporcion pequeiia, del esmdio de descomposicion de PA1 en solucidn mostraron que esos
compuestos no influyen en la velocidad de degradacion de PA1. Con este estudio se
establecio que la repurificacidn de los lotes de PAL no mejoraran el periodo de caducidad
de PAL
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
1.1. Generalidades

Peroxisomicina Al o PA1, fipura 1, originalmente nombrada como TS14, es una

antracenona dimérica que se obtiene por extraccion con solventes semipolares de frutos
de plantas pertenecientes al género Karwinskia (1).

Figura 1. Estructura de Peroxisomicina Al (PAl),

Mediante un estudio in vitre con células normales y neoplasicas se enconird que
¢ste compuesto posee actividad citotdxica selectiva; se compard la citatoxicidad de PAL
con agentes citotoxicos conocidos, utilizandoe células neoplasicas y normales de higado,
pulmoén y colon, encontrandose que PA1 posee toxicidad selectiva en todas las lineas

celulares utilizadas (Tabla 1), ya que destruye mas facilmente a las células neoplasicas
que a las células normales estudiadas (2) .

De esta manera, y debido al potencial uso de PA} como agente antineoplasico, se



ha consolidado una importante linca de investigacion en el Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, que ha incluso
permitido obtener una patente para su uso en la Comunidad Economica Europea (3), en

Estados Unidos de América (4) y en Japon (5).

TABLA 1

RESULTADO DEL ESTUDIO DE TOXICIDAD DE PA1
CT50 (ug/mL) OBTENIDO DESPUES DE 72 h

Vineristina SFluoracile Doxormybicina Epidoxorrubiting Mitomicina T514
PLC/PRF/S | 0,023 70,7 0,05 0,10%* 1,00 5,0*
Hep 3B 8,000** 50,0 0,40*# 0,56%* 0,71 1>
Hep G2 0,710 100,0 Q,40** 0,30%* 0,71 1%
Chang 0,016 70,7 0,05 0,14 1,00 113,0
ChaGoK-1 | 0,360 25,0* 0,10 0,10* 1,00 20,0*
Calu-3 0,360 25,0% 0,20 0,20* 0,71 20,0*
SK-Mes-1 2,000 70,7 0,40"* 0,40 1,00 28,3"
NCI-H69 0,360 400,0 Q0,28 0,28 0,71 10,0
Pulmon 0,500 70,7 0,20 0,40 1,00 160,0
LoVo 0,360 250* 0,56 1,13 0,714 5,0%
Colon 0,720 565,0 0,56 1,13 4,00 1600

* Células neoplasicas fueron mas sensibles que las células normales. p<0,025
** Cé¢lulas normales fueron mas sensibles que las células neoplasicas. P<0,025

Actualmente la utilizacion de PAl como agente antineoplésico se encuentra en

investigacion clinica en fase I

A partir del interés que existe sobre la citotoxicidad selectiva de PAI, se han
realizado distintos estudios que van desde: estudios para conocer su mecanismo de
accion, aislamiento y caracterizacion de compuestos antracenonicos estructuralmente
semejantes a partir de extractos de plantas del género Karwinskia, el desarrollo de

métodos analiticos v la optimizacion del proceso de obtencion y purificacion, entre otros.

El mecanismo de accién de la PA1 no es bien conocida todavia, pero en estudios



sobre su efecto en las levaduras metilotréficas Hansenula polymorpha y Candida
boidinii, se observé que PAl produce dafio sobre los peroxisomas, degradandolos y

produciendo la muerte celular (6).

En estudios in vitro se demostré que esta antracenona produce inhibicion no
competitiva, con respecto a Hy(», de la actividad de catalasa de origen buey, perro y
raton (7).

Se ha estudiado también el efecto de dos antracencnas diméricas: PA2 y T544
(compuestos estructuralmente semejantes a PA1) sobre peroxisomas de Candida boidinii,
y se encontré que estos compuestos producen disminucion en la viabilidad, y
rompimiento de la membrana peroxisomal de esta levadura. En ese¢ estudio (8) se

concluyd que la muerte celular y €l dafio peroxisomal son eventos independientes.

En un estudio in situ efectuado para conocer ¢l efecto de PA1 sobre la actividad
de la catalasaen fragmentos de higado, asi como iz vivo en ratones intoxicados, se
encontrd que PA1 no inhibe la actividad de la catalasa, por lo que este mismo estudio
sugiere que la actividad de esta enzima in vivo esta protegida contra el efecto inhibitorio

de la PAL por un factor desconocido (9).

Mediante estudios fisicoquimicos (10) realizados en plantas del género
Karwinskia que existen en México se pudo conocer que Karwinskia parvifolia constituye
una tuente importante de extraccion de PAl, ya que ademas de tener una mayor cantidad
de este compuesto carece de T544 (Tabla 2) que pueda interferir en su extraccidn y
purificacion, ademds de que el contenido de PAL es poco variable no dependiendo del

sitio y época de su recoleccidn.

También se ha avanzado en el aislamiento y caracterizacion de derivados

antracendnicos de extractos semipolares a partir de plantas del género Karwinskia.



A partir de frutos de K humboltiana se han aislado y caracterizado los
compuestos: T 496, T516, T514, T544 o tullidinol (1) e isoperoxisomicina Al (isopAl)

(11.

TABLA 2
PORCENTAJE DE TOXINAS EN DIFERENTES ESPECIES DEL GENERO
Karwinskia (10)
Porcentaje
Karwinskia

TS514 T544 T496
subcordata 1,07 1,51 0.98
parvifolia 1,02 -~ 1,58
mollis 0,95 1,33 1,08
humboldtiana 0,70 1,60 0,80
calderonii 0,70 0,75 2,00
latifolia 0,50 - 1,10
tehuacana 0,33 0,83 0,40
umbellata 0,05 0,75 0,50
johnstonii -- 2,10 0,70
rzendowskii -- - 1,60
venturae -- - 0,11

(--) no detectado

A partir de raices de K humboldtiana se han obtenido y caracterizado los
compuestos: T544, T516 (12), Karwinaftol A, Karwinaftol B y 2-acetil-6,8-dimetoxi-3-
metil-1-naftol (13) y el desmetoxilado 7’ de T544 (14).

A partir de frutos de KX umbellata se obtuvo y caracterizd isoperoxisomicina Al
(11), mientras que del fruto de K. fehuacana (antes conocida como Karwinskia affin
humboldtiana) se obtuvo ¢l compuesto nombrado como T510 (11) y de raiz de K.

subcordata, mollis, umbellata y johnstonii: T544 y el desmetoxilado de este compuesto

(14).



De los frutos de Karwinskia parvifolia se han obtenido y caracicrizado las
toxinas: Peroxisomicina Al (PAl), Peroxisomicina A2 (PA2), Peroxisomicina A3 (PA3),
isoperoxisomicina Al (isopAl) e isoperoxisomicina A2 (isopA2) (15). De extractos de
raices de plantas de esta misma especie se ha reportado la presencia de: tullidinol BI y
tullidinol B2 (16); estudios quimicos, efectuados proporcionan evidencia que el

desmetoxilado 7° de T544 se encuentra también en las raices de esta especie (17, 18).

1.2. Métodos Analiticos

El desarrollo de métodos anatiticos ha permitido mayor sensibilidad y
repetitividad en los resultados de las dcterminaciones que sobre estos compuestos
antracendnicos se realizan, y con esto también se han logrado optimizar los métodos de

extraccion y purificacion de estos compuestos.

Primeramente se utilizdo la cromat{)graﬁa en capa fina con cuantificacion
espectrofotométrica por reflectancia (19) para la determinacidon de T496, T544 y T514,
reportdndose con este método un limite de deteccion de 0,2 nmol para estos compuestos.
La sensibilidad de este método puede ser inadecuado para estudios del mecanismo de

accion de PAL.

Dado lo anterior, se desarrollé un métedo analitico por cromatografia de liquidos
de alta resolucidon (CLAR) en fase reversa C18 en el que se mejord el limite de -
cuantificacion de PA1 hasta 0,01 nmol, a 410 nm de longitud de onda del detector, limite
que se puede mejorar utilizando radiacion de 269 nm, ya que la absortividad molar a esta

longitud de onda es mayor (20).

En esta técnica el detector de arreglo de diodos permite abtener ¢l espectro UV-
Vis de los compuestos hidroxiantracenonicos de interés en tiempo real y también permite
obtener griaficas de relacion de absorbancias a distintas longitudes de onda, las que

sefialan la pureza de los compuestos separados.



El desarrollo tecnolégico de la cromatografia de liquidos de alta resolucion ha
permitido la utilizaciéon de columnas de diametros pequefios, con fase estacionaria cuyo
tamafio de particula es pequefic y homogéneo, con las que se obtienen mejores
condiciones de resolucién, de capacidad y de selectividad y mayor rapidez en la
separacion, con lo que se logré resultados reproducibles y confiables en el analisis de los

compuestos de interés,

Los tiempos de retencidon obtenidos mediante ¢l método anterior para las distintas
antracenonas analizadas, se encuentran reportados en la Tabla 3. Los tiempos de

retencion de PA1 e isopAl son semejantes, mas en la columna C8.

TABLA 3

TIEMPO DE RETENCION POR CLAR (15) DE ANTRACENONAS DIMERICAS
DE EXTRACTOS DE K. parvifolia (20).

(minutos)
Compuesto Columna C8 Columna C18
(Spm) (Sum)
PA2 1,66 1,64
PAl 2,65 2,43
T516 2,85 2.42
isoPA1l 2,55 2.85
PA3 3,00 3.17
T496 6,92 6.99

Se ha obsgrvado también, que las sefiales de PA1 e isopAl se traslapan en la
medida que la columna envejece (que se incrementa el numero de inyecciones),

llegandose incluso a invertir €l orden de elucién entre ambos compuestos.

Con respecto a este ultimo método se optimizd la separacion analitica (21) de
cantidades equimolares de PA1, PA2, PA3, isopAl e isopA2 en columna C18 de 3 um,

los tiempos de retencion se encuentran reportadas ¢n la Tabla 4.



Los parametros de resolucidn, separacion y de selectividad se mejoraron con

respecte al método preestablecido.

Con estos resultados se puede realizar la cuantificacién de PAl ¢ isopAl con
mayor confianza, ya que la resolucion entre ambas sefiales se mejord. Sin embargo, el

problema de traslape de PA1 e isopAl se sigue presentando a medida que la columna

envejece.
TABLA 4
TIEMPO DE RETEI\{CION DE PAL, PA2, PA3, ISOPAI E ISOPA2
(METODO OPTIMIZADOQ) (21)
Compuesto Tiempo de retencién (min)
PA2 2,146
(sopAl 3,443
PAl 3,899
IsopA2 4,234
PAl 5,068

1.3. Degradacion de PA1 y Uso de Antioxidantes

Un fenémeno que merece atencion es el proceso de descomposicion que sufre
PAL. Se ha observado que algunos lotes de PAl se descomponen rapidamente, mientras

que otros lo hacen de manera lenta.

Un antecedente que existe con respecto al estudio de la degradacién de PA1 en el
Departamento de Farmacologia y Toxicologia, es el estudio de degradacién realizado con
PAl en solucion (22). En éste se concluyd que la descomposicion de PA1 esta
directamente relacionada con la luz, ef pH y la temperatura. EI tiempo de vida media de
PAl a distintas condiciones de pH, temperatura y luz se encuentra reportado en la tabla 5,

sin embargo el mecanismo con que se produce la degradacién de PAl no es conocido



todavia. Los procesos quimicos destructivos mds comunes de los firmacos son la
hidrolisis y oxidacién (23).

En el area de obtencion de medicamentos tales como: aspirina, atropina,
derivados del dcido barbiturico, cloranfenicol, penicilina, procaina, sulfonamidas, etc.

puede considerarse a la hidrélisis como €l proceso de degradacion quimico mads
importante (23).

TABLA 5

TIEMPO DE VIDA MEDIA DE PA1 EN RELACION AL
PH, TEMPERATURA Y LUZ

(HORAS) (22)
T514
25°CC 37°CC 70°CC

Buffer Luz Qscuridad Luz Oscuridad Luz Oscuridad

2.5 123 213 148 158 59,0 59.0

6,0 85 169 60 70 24,0 23,0

9.0 61 129 25 45 6,2 6.5
12,0 - N = 4 r &

Martinez Villarreal, L., tesis de maestria, U.AN.L, 1990,

La oxidacion puede considerarse como el proceso de degradacion quimica mas
importante para muchos otros farmacos, como: aldehidos, alcoholes, fenoles, azicares,

alcaloides y grasas insaturadas. Posiblemente sea este proceso por €l que PAl se
descompone (23).

La oxidacidon de un compuesto susceptible es mas probable que ocurra cuando ¢s
mantenida en una forma diferente al estado seco, en presencia de oxigeno, expuesto a la
luz, o combinada con otros ageates (23).



Por otro lado, el uso de estabilizadores y antioxidantes parece ser una buena
opcion para ayudar a conservar un farmaco (24-31) ya que estos pueden actuar
reaccionando con los compuestos que lo degradan y de esa manera se evita el progreso de
la reaccion en cadena de este indeseable proceso de degradacion. Entre los antioxidantes
mas comunes para preparaciones acuosas, se emplean sulfito de sodio, bisulfito de sodio,

acido hipofosforose y acido ascorbico (23).

Un antecedente de la utilizacién de antioxidantes en el area de obtencién de
compuestos con actividad citotoxica, son los resultados obtenidos en el estudio de
optimizacion de la extraccion de PAl de la semilla del fruto de Karwinskia parvifolia,
realizado por Goémez A., E. (1997} (32), en los que se observa una mayor cantidad de este

compuesto cuando se utilizan antioxidantes en el proceso de extraccion, (Tabla 6).

El uso de un antioxidante debe ser recomendado después del estudic de su efecto
sobre ¢l proceso de descomposicién de interés, ya que a la par que puede actuar
deteniendo el proceso indeseable, su efecto puede ser en sentido contrario, reaccionando
quimicamente con el compuesto que se desea estabilizar, lo que ocasionaria un efecto

inverso al deseado con el uso de estos compuestos.

1.4. Estabilidad de Firmacos

Datos cientificos pertinentes a la estabilidad de los farmacos permiten la
prediccion de la vida atil esperada del producto de interés, y en ocasiones aportan
conocimientos para redisefiar la droga (por ejemplo en forma de sal o un éster puede ser

mas estable).

El estudio de la velocidad del cambio quimico, y la forma en que ella es
influenciada por factores tales como la concentracidn del reactante, el solvente empleado,
las condiciones de temperatura o la presencia de otros agentes quimicos en la reaccidn, se

conoce estableciendo la ley de velocidad en tales condiciones.



La importancia de los estudios de estabilidad de farmacos queda de manifiesto en
el hecho de que paises como Estados Umidos, Japon y la Comunidad Econdmica Europea,

han elaborado recomendaciones en esta area, en sus respectivas legislaciones (33-39).

TABLA 6

CANTIDAD DE PA1 OBTENIDA CON Y SIN ACIDO ASCORBICO UTILIZANDO
DISTINTOS SOLVENTES A PARTIRDE | K

DE LA SEMILLA DEL FRUTOQ
DE K. parvifolia (32)
Solvente usado para Masa de PA1 obtenidos/g
la extraccion Sin dcido ascorbico Con acido ascorbico
Acetato de etilo 1,852 2,441
Metanol 0,689 0,747
Cloroformo 2,382 3,774

Efrain Gomez A., Seminarig de Terminacidn, U AN.L., 1997,

La U. S. Food And Drug Administration (1998) elaboré la guia para los estudios
de estabilidad de farmacos, en donde se establecen los requerimientos necesarios para
efectuar este tipo de estudios y asi obtener evidencias de como la calidad del compuesto
activo, o un farmaco, varia con el tiempo bajo la influencia de factores medioambientales
tales como la temperatura, humedad y luz, con el fin de recomendar las condiciones de

guardado, periodos de prueba y vida util (35-37, 40).

En México la Secretaria de Salud emitid una Norma (41) para regular los ¢studios
de estabilidad que deben realizarse a los medicamentos nacionales o impaortados que aqui
se comercializan. En ésta se definen los estudios de estabilidad como a las pruebas que se
efectian a un medicamento para determinar ¢l periode de caducidad y las condiciones de
almacenamiento a las que sus caracteristicas fisicas, quimicas, y biolégicas permanecen
dentro de los limites especificados, bajo la influencia de diversos factores ambientales

como temperatura, humedad y luz.

10



Los estudios de estabilidad, ademas de realizarse para determinar la fecha de
caducidad, se realizan también para caracterizar la degradacion de un farmaco con
respecta al tiempo. Un antecedente que existe al respecto es el estudio de estabilidad que
se realizo con cloruro de doxorrubicina (un agente antincoplasico ampliamente utilizado
en el tratamiento de adenocarcinoma de pulmén y carcinoma de vejiga, entre otros) en
condiciones de refrigeracidn y en congelacion para evaluar la potencial degradacion de
este compuesto después que se reconstituia para su aplicacion (42). En este estudio,
soluciones acuosas de cloruro de doxorrubicina de 2 mg/mL se colocaron en
refrigeracidn (4°C) y congelacion (- 20°C) y se determind la concentracidon por CLAR en
distintos intervalos de tiempo. Ll estudio se efectud durante un afio para el caso de la
temperatura de refrigeracion y tres meses en congelacion, encontrandose que esta
solucidn puede ser refrigerada por seis meses después de que se reconstituye, o durante

un mes si es congelada.

Otro antecedente que existe es el estudio que se realizé con soluciones de los
compuestos antineoplasicos: adriamicina, daunorrubicina, rubidazona y mitoxantrona, a
fin de observar la degradacion de éstos durante la preparacidn y guardado mediante
ensayos in vifro. Con este estudio se establecio que una solucion de adriamicina con una
concentracion de 2 mg/ml se degradd en un 10 % en 14 dias a 37°C; una solucion de 5
mg/mL de daunorrubicina es estable por 7 dias a temperatura de laboratorio; la
estabilidad de una solucion 12,5 % de rubidazona fue de 8 horas a 25°C y de 24 h a 4°C;
y mitoxantrona en una solucion de 2 mg/mL, en una solucion acidificada de cloruro de

sodio, fue estable durante tres afios a temperatura de laboratorio (25, 26).

En otro estudio efectuado con un anédlogo de la antraciclina, el 3°-diamino-3’-[2-
(S)-methoxi- 4-morpholino] doxobicina se observo que bajo condiciones acidicas éste
alcanza su concentracion residual de 46,2 % en 144 dias; bajo condiciones bisicas se
registrd una concentracion residual de 48,2 % en el mismo tiempo; y bajo luz intensa la
concentracion residual de 39,9 se obtuvo en 72 h. En este estudio el farmaco fue
congelado y después reconstituido con agua-acetonitrilo (70:30, v/v) en concentraciones

de 50 y 100 ug/mL y determinada su concentracién por CLAR (43).
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Los estudios de estabilidad bajo condiciones normales de almacenado pueden
consumir una cantidad importante de recursos y tiempo ya que la estabilidad de un
compuesto bajo estas condiciones debe estudiarse por lo menos durante § afios (33, 34,
40), por lo que las regulaciones legales (34, 40) permiten la determinacién tentativa de la
estabilidad de un farmaco mediante e¢studios de estabilidad acelerada (37, 39, 41) cuyo
proposito, ademas de permitir la estimacion de un periode tentativo de ¢aducidad y de
parametros cinéticos importantes que se utilizan en la elaboracion del diseiio del estudio
de estabilidad a large plazo (40), también sirven para determinar la vida atil de un
farmaco. Los estudios de estabilidad acelerada son utilizados frecuentemente para

identificar los problemas potenciales que pueden ser encontrados durante el guardado.

La vida util de un farmaco, bajo condiciones de guardado en anaquel, puede ser
obtenida por extrapolacion de los resultados de estudios realizados bajo condiciones
aceleradas de guardado a temperatura relativamente elevada (23, 37, 38, 39, 42, 44),
como puede ser 25°C, 50°C y 70°C, humedad relativa del 70 % y bajo diferentes
longuitudes de onda de radiacién electromdgnética. La bibliografia reporta diversos
métodos para el estudio de degradacion acelerada de un farmaco (45): método empirico,
método de Tootill, método de la tabla de estabilidades, método del coeficiente de

temperaturas, Ecuacion de Eyring y €] método de Arrhenius (28, 46, 47).

En la industria farmacéutica la ecuacion de Arrhenius es empleada
frecuentemente para relacionar la velocidad de degradacién con la temperatura (23, 33,
36, 37, 38, 39, 42, 45), en este método se determina primero el orden de reaccion de la
degradacién del farmaco bajo condiciones aceleradas de almacenado. Una vez que el
orden de reaccion ha sido determinado, se establece la relacion entre la velocidad e
degradacion y la temperatura, para de esta manera extrapolar la velocidad de degradacion
a la temperatura de interés; de manera practica esto se hace grificando el inverso de la
temperatura absoluta contra la vida media (t50%) o el tiempo en que la concentracién
residual del compuesto alcance el 90% (t90 %) y con la ecuacién de regresion obtenida
de este modo se extrapola la degradacion que sufriria este compuesto a la temperatura de

interés.
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Un cstudio de degradacion acelerada de cefadroxil, una cefalosporina de uso oral,
ha sido reportado como una funcién del pH (48). En ese trabajo se determind la
concentracion residual de cefradoxil a pH 2,5, 3,2, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 y 8,0 a tres
temperaturas en el intervalo de 40°C a 87°C, en los que todas las cinéticas de
degradacién se ajustaron a un modelo cinético de primer orden, con los que se obtuvieron
las ecuaciones de regresion a cada pH y se extrapold €l t50% y t90% a las temperaturas
de — 4°C, 20°C y 37°C. '

Existen otros estudios de degradacion acelerada en donde el método de Arrhenius
ha sido utilizado para extrapolar parametros a condiciones de interés a partir del estudio
de la degradacidn de un compuesto bajo condiciones aceleradas. Entre esos estudios se
mencionan la cinética de la oxidacidn aerdbica de acido ascorbico (49), la cinética de¢ la
hidrolisis y epimenzacidn de pilocarpina en solucion acuosa (50), la cinética y factores

que afectan la estabilidad de metilprednisolona en formulacion acuosa (28), etc.

Un estudio de autoxidacion de farmacos con la adicion de iniciadores de radicales
libres fue estudiado como una forma mas de acelerar el proceso de degradacion (51). En
ese estudio una solucion de tetrazepam en acetonitrilo, una benzodiazepina usada como
miorelajante y el iniciador de radicales libres AIBN, fue almacenada en oscuridad
durante 48 h a 40°C y el perfil de la degradacion observade fue similar a los que se
obtuvieron en estudios tradicionales de degradacion acelerada. En ese mismo articulo se
estudid de la misma manera la degradacion de fenilbutazona, hidrobromuro de
dextrometorfano e hidrocloruro de trifluoperazina, encontrandose resultados similares a

los ya descritos.

Las precauciones que se deben considerar para la evaluacion de los datos cuando
estos se obtienen de estudios de degradacian acelerada, han sido abordados en los
trabajos reportados por Yoshioka (52) y Franks, F. (53), en donde se consideran las
posibilidades de que la extrapolacién de los datos no ¢oincida con el comportamiento real

de los parametros determinados.
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Caracterizar la degradacion de un firmaco requiere de un enorme numero de
ensayos; un estudio de estabilidad de largo plazo o acelerado puede involucrar factores
como tiempo, lotes, temperatura, humedad, contenedores y niveles de concentracion,
entre otros, los cuales pueden consumir muche tiempo y costo, por lo que la aplicacion
del disefio de experimentos apropiade puede ser la mejor opcion para optimizar los
recursos disponibles para un estudio de esta naturaleza, sin detrimento de la precision . A
partir de la resolucion que s¢ desee de los resultados (34), se puede optar por utilizar un
disefio factorial completo (34, 54, 55), un disefio factorial fraccionado (34, 55, 56), un
disefio matricial (33, 38, 39, S5) y también disefios de regresidn basados en la mediana
(55, 57).

1.5. Definicion del Problema

De lo dicho anteriormente surge que el estudio de la cinética de descompaosicidn,
en estado solido, resulta fundamental para disponer, en la medida de lo posible, de un
producto puro de PA1, con una gran vida de almacenaje. De la misma manera, el estudio
cinético de la degradacion de este compuesto de interés permitird sentar las bases para
proponer precauciones que se deben tomar dentro del proceso de extraccion y

purificacion.

Peroxisomicina Al es un compuesto que, como ya se menciond, se obtiene
utilizando solventes semipolares a partir de plantas del género Karwinskia; en este
extracto se ha detectado la presencia, entre otras antracenonas, de un isomero de posicion
caracterizado como isopAl (figura 2); este compuesto tiene propiedades cromatograficas
semejantes a PAl por lo‘que los tiempos de retencion de ambos compuestos son

serngjantes.
De esta manera, y dado que ¢l desarrollo de los métodos analiticos lo ha

permitido, se ha podido observar que los lotes de PA1 obtenidos en el Laboratorio de

Produceion del Departamento de Farmacologia tienen una pequefia proporcion de este

14



compuesto, que por esta razon se le considera un contaminante natural de los lotes de
PAIl.

Un problema que merece la atencion es la degradacion que PA1 sufre, debido a
esto la pureza de los lotes disminuye, ademas de que los productos de degradacion
pueden complicar los estudios que sobre el mecanismo de accion de este compuesto se

realizan.

Para hacer la presente propuesta de investigacion se considerd que ya que isopAl,
fipura 2, esta presente en los lotes de PA1 en cantidad pequefia, y aunque ésta no afecta la
actividad citotoxica de PA1, se cree que si influye en el proceso de degradacién descrito,
por lo que se investigd este proceso en estado solido y en estado liquido, bajo las diversas
condiciones experimentales que permitieran obtener las evidencias pertinentes para tratar
de, en la medida que los resultados lo permitan, proponer medidas para conservar con la

mayor vida util posible a este compuesto.

Figura 2 . Estructura de Isoperoxisomicina Al

El estudio del efecto del contaminante de los lotes de PAl en el proceso de
degradacion descrito, tanto en estado sélido como en solucion, permitird contar con los
elementos adecuados para determinar si es necesario dedicar mas esfuerzos y recursos a

la repurificacion de los lotes de PA1.
Los resultados del estudio de degradacion del presente trabajo permitirdn

enriquecer los estudios de selectividad del método analitico que actualmente se utiliza

para la determinacion de PA1, ya que se podria saber si durante e] tiempo en que se
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aplica al método analitico el proceso de degradacion ocasiona de manera importante la
disminucidén de la concentracion de PA1, y si éste afecta la magnitud de [a seiial analitica

y/o la produccion de interferencias puedieran ser importantes en su cuantificacion.

El estudio de estabilidad en los solventes que ordinariamente se utilizan para Ja
extraccién, y en el método analitico, serviran para determinar que tan importante es el
impacto de la degradacion de PA1 en éstos (55). En este sentido, con los resultados de la
presente investigacion se dispondra de la informacion pertinente para, en la medida de lo
posible, tratar de minimizar este proceso que podria repercutir en la cantidad de PAI

presente cuando se extrae de la semilla de plantas del género Karwinskia.

En este contexto se recomienda también determinar la estabilidad de las
soluciones estindar de referencia y sus diluciones para establecer el periodo méaximo
durante el cual podran ser guardadas para su uso (58); ademas se recomienda que se
estudie el uso apropiado de aditivos (ejemplo: antioxidantes, inhibidores de enzimas,
buffers, etc) para conservar ¢l analita y poder optimizar su uso, consideraciones fueron
tomadas en cuenta al proyectar la presente investigacion, ya que se elaboré un estudio de
estabilidad de estidndares y se incluyo en el estudio de la degradacion de PA1 el uso de
los antioxidantes, acide ascorbico y bisulfito de sodio, que como se menciond antes son

ampliamente utilizados en la industria farmacéutica.

Considerando los antecedentes hasta aqui descritos se formuld la siguiente:
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HIPOTESIS

La Presencia de Isoperoxisomicina Al Influye en el Proceso de Descomposicion de

los Lotes de Peroxisomicina Al.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer por CLAR la Ecuacion de Velocidad de la Descomposicion de
Peroxisomicina Al en Presencia Cantidades Conocidas
de Isoperoxisomicina Al, en Estado Sélido
y en Solucién a Distintas Condiciones
Experimentales.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Obtener Peroxisomicina Al e isoperoxisomicina Al puros.

2.- Establecer las condiciones apropiadas para realizar la cuantificacion de

Peroxisomicina Al en presencia de cantidades pequeias de isoperoxisomicina Al.

3.- Obtener la ecuacion de velocidad de la degradacion de dos lotes de PAl con
diferente contenido de isoperoxisomicina Al cada uno, en estado sélido, a -22°C y -

4 °C, en oscuridad bajo condiciones aerdbicas.

4.- Determinar el efecto de la adicion de isoperoxisomicina Al, acido ascérbico ¥
bisulfito de sodio, sobre la velocidad de degradacion de un lote de Peroxisomicina
Al en: metanol, buffer de fosfatos pH 7,4, en suero y acetato de etilo a —-4°C, 25°C y

37°C, en oscuridad en condicignes aerdbicas.
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CAPITULO 2

METODOS

2.1 Equipo, Material y Reactivos

En la obtencién y/o repurificacién de PA1 e isopAl se utilizd el material y equipo
de uso comun del laboratario de extraccién y sintesis del Departamento de Farmacologia,
como: columnas cromatograficas de silica gel 60, columna Lobar Lichroprep RP-18,

cromatofolios AL de silica gel 60 F 254, cromatoplacas TLC silica gel RP-18, etc.

Las evaporaciones a presion reducida se realizaron en un rotavapor marca Biichi,

a 35 °C con bafio de agua a temperatura controlada.

Para el control de la purificacion: ¢l punto de fusion se midié con un aparato
Electrothermal y los espectros UV-Vis se realizaron en un espectrofotémetra Beckman

DU 7500 con arreglo de dicdws.
Los estudios a la temperatura de - 22°C, se realizaron en un congelador
Westinghouse, para los estudios a - 4 °C las muestras se colocaron en el congelador de un

refrigerador vertical Kelvinator.

Los estudios a 25 y 35 °C se realizaron en una estufa con termostato. Las

temperaturas fueron controladas durante todos los experimentos.
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El pH de las solucion buffer de fosfatos a pH 7,4 se midié con un aparato
Beckman modelo 61. La calibracién del equipe se hizo con soluciones buffer de pH 4, 7
y 10.

La separacién analitica se desarrolld en un cromatdgrafo de liquidos de alta
resolucion Hewlett-Packard HP-1090 serie I1/ L. Se utilizd una columna C18 de 100 x
2.1 pm de 3 pm de didmetro de particula.

La determinacién del peso se realizé en una balanza analitica marca Sartorius

Basic, modelo 110 S, con sensibilidad hasta las diezmilésimas de gramo.

El metanol, el acetonitrilo y el agua fueron grado CLAR.

2.2. Obtencion de los Compuestos Peroxisomicina Al e isoperoxisomicina Al Puros

2.2.1. Extraccion, Fraccionamiento y Purificacidén

Las muestras de PA1 que se utilizaron se fueron del Laboratorio de Produccion
del Departamento Farmacologia y Toxicologia, las cuales s¢ sometieron a proceso de

repurificacion por cromatografia de liquidos de alta resolucion preparativa.

La repurificacion de los lotes de PA1 se intenté por cromatografia de liquidos de
alta resolucion preparativa y se probaron distintas condiciones de elucion utilizando dos
columnas fase reversa: una C8 Nova Pack (Radial Pack) de 100 mm x 8 mm, y otra
Bondapack C18 (Guarda Pack) de 100 mm x 40 mm con diferente proporcion de los
solventes en la fase mévil: metanol, agua y acetonitrilo. Se recolectaron fracciones cada
10-15 mL y posteriormente se analizaron estas por cromatografia de liquidos de alta

resolucién analitica.

La isoperoxisomicina Al que se utilizé como estindar se obtuvo pura a partir de
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extractos semipolares de K. parvifolia, utilizando el método descrito por Rivas G. V. y
cols. ilustrado en la Figura 3 (11, 17), para lo que se realizaron extracciones y
precipilaciones sucesivas con acetato de etilo y éter de petroleo, entre otros, ademas de
cromatografia en columna flash, gravitacional y CLLAR preparativo; la pureza se
determind de acuerdo a parametros va establecidos de punto de fusion y mediante el

comportamiento cromatografico por CLAR.

1 kq da Fruto molida da

Kanwnska parvitofa
Extraccidn con
acatato de ol
Exvack Resduo
_Evaporacin
Elr 36 perolaa
Pracipitadall
3 exdraccones
con Metanol
Preciptaco Ul Sobrenadante
Evpporacidn
Etor do pairdlao
Prec’TIido 1]
Extraccién con
barcencraceibna(31) . -
l €on acebing
. Pracpitado (V
. Preciptado ¥
Subranadants Il uilop it NS ) (hsop A
Coyrma flash mpAith)
| | 6 extracciones
3 con bencana - 3 gxtracoones
Fracein 1 Fraccién 2 acelona 1:2 on acabing
(FAly PAz) {PA1PA3
c *m' ’ e kop Atl)
gravtacion o —
| gravincind < oAz D
PAY PA2 P43
ImpuR, impum impura
CLAR CLAR CLAR
preparativo preparativo preparaio
PA1

Figura 3.- Procedimiento Descrito para la Obtencién de
PAl, PAZ, PA3, isopAl ¢ isopA2.
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Antes de ser pesada la PAl ¢ la isopAl se sccaron en pistola de desecacion,
utilizando pentdxido de fosforo como desecante, durante 2 horas a 35 °CC a presion

reducida y la succidn para vacio que se aplicé durante 60 segundos.

2.3. Determinacion de las Condiciones Apropiadas para Realizar la Cuantificacion
de PA1 en Presencia de Cantidades Pequeifias de isopAl

A.- A partir del método preestablecido se optimizd la resolucion de la separacién
analitica de una solucion de PAl a 10y 60 ng/pL, probando distintas proporciones de {os

solventes ( A= metanol; B= agua:acetonitrilo:acido acético 30:70:1,6).

B.- Se determind la precision del sistema al inyéectar 5 veces una solucion de PA1 60

ng/pL y se calculé el coeficiente de variacion de ]a sefial obtenida.

C.- Se determiné la linealidad de la respuesta de la sefial de PA1 en el intervalo de
concentraciones de |1 a 20 ng/uL; con los datos obtenidos se calculd la precisian del
método en este intervalo de concentraciones mediante el coeficiente de variacion del

factor de calibracion.

D.- Se determino la linealidad de la respuesta de la sefial de PA1 en ¢l intervalo de
concentraciones de 20 a 100 ng/uL; con los datos obtenidos se calculd la precision del
método en este intervalo de concentraciones mediante el coeficiente de variacion del

factor de calibracion.
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2.4.-Obtencion de la Ecuacién de Velocidad de la Degradacion de Dos Lotes de PAl
con Diferente Contenido de Isoperoxisomicina Al cada Uno, en
Estado Sélido, a - 22°C y - 4°C, en Oscuridad bajo
Condiciones Aerdbicas.

2.4.1.- Determinacion de la Estabilidad de Estindares de PAI

A.- Se preparararon 15 mL de una sclucion de PA 1 de concentracion 60 ng/ul.

B.- Se dividio la solucidn preparada en alicuotas de¢ 1 mL cada una, manteniendose en

tubos Eppendorf.

C.- Los tubos s¢ colocaron en un congelador horizontal a la temperatura de — 22°C.

D.- Semanalmente se descongeld una muestra y se determiné la concentracion de PA1
por CLAR.

E.- La concentracion obtenida semanalmente se grafico en la carta control de Schwart
(34, 59, 60).

F.- La carta control de Schwart se elabor6 con los resultados de la concentraciéon obtenida
a 60 ng/pL del estudio de linealidad. Con el promedio de esta respuesta se calculo el
promedio y la desviacion estandar con los que se grafico la linea central X’, las lineas de
alerta X* + 25 /(n)1/2 y de accion X' +3s/(n)1/2.

G.- La concentracion de cada muestra se determind con una curva de calibracion de
reciente, el disefic experimental para elaborar la curva de calibracion se puede ver en la

Tabla 7, la carta control de Shewhart est4 reportada en la figura 4.
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DISENO EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION POR CLAR DE LA CURVA

X'+

Xt

X+

TABLA 7

DE CALIBRACION INICIAL DE PA1

Altura (mAU)
ng/pL 1 2 3 X’ dst CcvV FC
Conc 1
Conc 2
Conc 3
Conc 4
Conc 5
Xl
Linea de accidn superior
3s/ (m)l73
4 Linea de alerta superior
2s / ()l
) Valor objetivo
X
177 Linea de alerta inferior
2s/(n)
Linea de accidn inferior
3s/ (n)!

Tiempo

Figura 4.- Carta Control de Shewhart
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2.4.2.- Estudio de la Cinética de Degradaciéon Acelerada a 25°C, 30°C y 50°C.

A.- Se guardaron 20 muestras de 1 mg de PA1 a cada de las siguientes temperaturas: 25,
30y 50°C .

B.- En ¢l intervalo de tiempo apropiado, se determiné por duplicado la concentracion
correspondiente; para ello se prepard a partir de las muestras en estudio una solucion
metanolica de concentracién 60 ng/pl y se determind la concentracion de PA1 por

CLAR con una curva de calibracién con PA1 reciente.

C.- Se determind el orden de reaccién de cada cinética obtenida graficando
respectivamente la concentracidn y el logaritmo natural de ésta contra el tiempo. La

evaluacion de estas graficas se realizé comparando el coeficiente de correlacion obtenido.

D.- Con la ecuacion de regresion se calculd el tiempo de vida media de cada cinética en

estudio.

E. Se grafico el tiempo de vida media obtenida contra ¢l inverso de la temperatura
absoluta en que fue obtenido el valor de vida media. Este grifico se conoce

ordinariamente como grifico de Arrhenius (23, 37, 38, 39, 41, 42, 44, 48, 49, 50).

F.- Se ajustaron los datos graficados mediante el programa Cricket Graph, y con la
ecuacion de regresidn se extrapolé la vida media a las temperaturas de interés, - 4°C y -
22°C, estas temperaturas son a las que se realizara el estudio de degradacion de PA1 bajo

condiciones normales de almacenado de PAL.
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2.4.3.- Estudio de 1a Cinética de Descomposicién de Peroxisomicina Al en Estado
Solido

A.- El disefio factorial (34, 59, 61, 62, 63, 64) para realizar el estudio de degradacion de
PA1 en estado solido aparece en la Tabla 8.
TABLA 8

DISENO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DEL EFECTO DE
ISOPAI EN EL PROCESO DE DEGRADACION DE PA1

Intervalo de toma de muestras
en funcion de los resultados
Experimento | Temperatura Lote de la degradacion acelerada
A -22°C 82
B -22°C 83
C - 4°C 82
D - 4°C 83

Lote 82 de PA1 contiene 4,85 % de isoPAl; lote 83 de PA1 contiene 3,69 % de isopAl.
Cada experimento se realizé por duplicado.

B.- Las cinéticas de degradacion se estudiaron a - 22°Cy - 4°C, que son las temperaturas

a las que se almacena PA|.

C.- Los experimentos a - 22°C se realizaron en el congelador y la temperatura se controld
con el termostato de éste; la temperatura se conocid con un termémetro de intervalo
amplio, de -80 a 100°C,

D.- Los experimentes que se realizaron a - 4°C se llevaron a cabo en un refrigerador y la

temperatura se controld con el termostato de €ste; se conocid la temperatura con un

termometro de -10 a 100°C.

E.- La concentracion de PAI se determiné preparando una solucién metanélica de 10

ng/pL. de la muestra respectiva y cuantificando por CLAR. Se utilizé una curva de
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calibracion preparada a partir de una solucién metandlica concentrada de PA1 dentro del
periodo de estabilidad establecido.

F.- Para proponer el tiempo de realizacion de las determinaciones de PA1 se utilizaron

los resultados del estudio previo de degradacidn acelerada,

2.5.- Determinacién del Efecto de la Adicién de isoPA1, Acido Ascérbico y Bisulfito
de Sodio sobre la Velocidad de Degradacion de un Lote de PAl
en: Metanol, Buffer de Fosfatos pH 7,4, en Suero y en
Acetato de Etilo, a ~4°C, 25°C y 37°C en
Oscuridad y en Condiciones Aerdbicas.

A.- La cinética de degradacion en solucidn se¢ estudié utilizando un disefio factorial
completo (34, 59, 61, 62, 63, 64) bajo condiciones de oscuridad a: - 4°C (temperatura de
refrigeracion); 25°C (temperatura de laboratorio) y 37°C (temperatura corporal); los
solventes en los que se estudio la degradacion de PA1 fueron: metanol, buffer de fosfatos

apH 7,4 (0,01 M), suero y acetato de etilo.

B.- Se preparo para cada caso un volumen de 100 mL de una solucién de PAlL de
concentracidn 50 pg/mL y esta cantidad se dividié como estd sefialado en la tabla 9 para
cada condicion experimental de interés, en cada uno de los estudios de degradacion

efectuados en los distintos solventes y temperaturas.

C.- Cada uno de los experimentos se dividio en 30 alicuotas de 400 pL. Para €l estudio de
las muestras bajo condiciones aerdbicas, se colocaron €stas en viales de uso en CLAR de
ensayo con suficiente espacio para acrearlas y cerradas herméticamente para evitar la

evaporacion del solvente.

D.- La solucidn restante de PAl, preparada como se sefialo en el punto B, se dividié en
alicuotas de 1 mL que posteriormente sirvieron para elaborar la curva de calibracién para

cuantificar PAI.
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E.- Se prepard una solucién de concentracién 10 ng/uL y se determind por CLAR. La
cuantificacion se realizé con una curva de calibracion realizada en un intervalo de
concentraciones de 1 a 10 ng/pL. Los estindares fueron preparados utilizando las mismas
cantidades de solventes que las muestras. Los intervalos de tiempo de muestreo se
proyectaron utilizando los resultados del estudio de degradaciaon en solucidn efectuados
por Martinez V. L. Tabla 10 (22).

TABLA 9

CANTIDADES DE LAS SOLUCIONES UTILIZADAS PARA EL ESTUDIO
DE LA DEGRADACION DE PAl EN SOLUCION

Bspeiftents PAl IsopAl | Ac.ascorbico [ Bisulfito de sodio | DMSO

(Smg/mL)Y | (1 mg/mL) | (] mg/mL) (1 mg/mL) (pL)

A 13 mL 89

B 13 mL 22,16 L

C 13 mL 22,16 pL

D 13 mL 442uL 8,9

E 13 mL 22,16 uL 44 2L 442 uL

F 13 mL 44,2 uL 89

La solucién de isopAl fue preparada predisolviendo en 400 uL de DMSQ y agregando después 600 pL. de
metanol.. Acido ascorbico y bisulfiio de sodio fueron preparados disolviendo éstos en el solvente en
estudio.

F.- Se obtuvo ¢l orden de reaccion de cada una de las cinéticas estudiadas, utilizando la
rutina de ajuste por minimos cuadrados incluida en ¢l programa Cricket Graph de

Macintosh.

G.- El pardmetro que se utilizd para la evaluacion de los resultados fue la constante de

velocidad (34).

H.- El analisis de varianza de las constantes de velocidad fue realizado utilizando el
Paquete de Disciios Experimentales elaborado por Olivares Sdenz, E. Versidn 2,5,
FAUNL.
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I.- La comparacion de medias, cuando los resultados del analisis de varianza lo obligaron,
se realizd utilizando la distribucion de probabilidad t student con un 95 % de confianza y

graficando los intervalos de confianza en ¢l programa Excel de Macintosh.

TABLA 10
TIEMPO DE VIDA MEDIA DE PA1 A PH 6,0
(HORAS) (22)
°(C Luz Oscuridad
25 85 169
37 60 70
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CAPITULO3

RESULTADOS

3.1.- Obtencién de Peroxisomicina A1l e Isoperoxisomicina Al, Identificacién y

Comprobacion de su Pureza

La peroxisomicina Al fue proporcionada por el Laboratorio de Produccidn del
Departamento de Farmacologia; se intenté su repurificacion mediante cromatografia de

liquidos de alta resolucién utilizando distinta fuerza de elucién de la fase maévil.
En las figuras 5, 6, 7, 8 y 9 se encuentran cromatogramas de distintas fracciones
obtenidas con el CLAR preparative, utilizando distintas condiciones de elucién, como:

distintas columnas, proporcidn de solventes en la fase movil, lote y cantidad inyectada.

Los espectros de '"HRMN de isopA1 y PA1 se encuentran reportados en la figura
10.

El contenido de isopAl de distintos lotes del Laboratorio de Produccién, fueron

cuantificados por 'HRMN, se tabularon en la Tabla 11.
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Figura 5. Cromatogramas de Distintas Fracciones de la Separacion Preparativa
en Columna C8, 100 x 8 mm, Fase Movil: Metanol 50%, Agua 50%,
Flujo 4 mL/min, Lote 1, Volumen de Inyeccién 200 pL (20 mg/mL).
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Figura 6. Cromatogramas de Distintas Fracciones de la Separacion Preparativa en
Columna C8 (100 x 8 mm), Fase Moévil:Metanol 55%, Agua 45%,
Flujo 4 mL/min, Lote 1, Volumen de inyeccion 200 pL (20 mg/mL).
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Figura 7. Cromatogramas de Distintas Fracciones de la Separacion Preparativa
en Columna C18 (100 x 40 mm), Fase Movil: Metanol 55%, Agua
45%, Flujo 60 mL/min, Lote 80, Volumen de Inyeccién 3 mL (80
mg/mL).
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Figura 8. Cromatogramas de Distintas Fracciones de la Separacion Preparativa
en Columna C8 (100 x 8 mm), Fase Mavil: Metanol 50%, Agua 50%,
1 % Acetonitrilo, Flujo 4 mL/min, Lote 1, Vol. de Inyeccion 200 uL

(20 mg/mL).
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Figura 9. Cromatogramas de Distintas Fracciones de la Separacion Preparativa en
Columna C18 (100 x 40 mm), Fase Movil: Metanol 55%, Agua 45%,
Flujo 60 mL/min, Lote 1,Volumen de Inyeccion 3 mL (80 mg/mL).
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TABLA 11

CONTENIDO DE ISOPA1 EN LOTES DE PAI
CUANTIFICADOS POR 'HRMN (67)

Lote % isoPAl
80 4,58
81 341
82 4,76
83 3,67
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3.2.- Establecimiento de las Condiciones Apropiadas para Realizar la
Cuantificacion de Peroxisomicina A1 en Presencia de
Cantidades Pequenas de [soperoxisomicina Al

En la tabla 12 se reportan las condiciones de elucidn con las cuales trabajamos
en el estudio de estabilidad de PAI, las cantidades de PAL e isopAl son semejantes a las

existentes en los lotes de PA1 del Laboratorio de Produccion.

La mejor resolucion de la separacién obtenida con las condiciones de elucién de
la tabla 12 se aprecia en la figura 11, la repetitividad de la separacion se halla en la

figura 12 y la proporcionalidad de la respuesta se muestra en la figura 13.

En las tablas 13 y 14 se encueniran los valores de la respuestas obtenidas en la
determinacién de la linealidad de la respuesta, en el intervalo de concentraciones de 1-
20 ng/uL y de 20-100 ng/uL, y el coeficiente de variacion del factor de calibracién

respectivo.
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8.JPG

Figura 11. Separacion Analitica Obtenida con las Condicicnes de
Elucion Encontradas en este Estudio.

TABLA 12

CONDICIONES DE ELUCION PARA LA SEPARACION DE PALl
EN PRESENCIA DE UNA PROPORCION DEL 5 % DE ISOPAI

min YA %R mL/min
5 60 40 0.4
7 100 0 0,4
9 100 0 0.4
10 100 0 0,4
11 60 40 0,4

A = metanol; B = agua:acetonitrilo:acido acético ( 70:30:1,6)
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Figura 12. Cromatogramas que Muestran la Repetibilidad de la Separacion

Analitica Obtenida con las Cendiciones de Elucion de este Estudio.
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Figura 13. Cromatogramas en los que se Aprecia la Proporcionalidad de la
Respuesta en un Intervalo de Concentracion de 60 ng/pL.
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TABLA 13

LINEALIDAD DE LA RESPUESTA
1- 20 ng/pl
Altura (mAU)
ng/pL X’ " cv FC
1 2 3
1 100 | 1,08 | 09 | 102 | o006 | 58 | 102
5 448 | 456 | 524 | 476 | 04z | 882 | 095
10 980 | 905 | 988 | 956 | 045 | 471 | 096
15 | 1429 | 128 | 1306 | 1341 | 076 | 567 | 089
20 | 2004 | 1780 | 2178 | 1990 | 195 | 980 | 099
cv | 698 | si0
TABLA 14
LINEALIDAD DE LA RESPUESTA
20 - 100 ng/pl.
Altura (mAU)
ng/ul X " cv FC
1 2 3

20 | 1420 | 1816 | 1737 | 1658 | 210 | 1266 | 083
40 | 3394 | 3591 | 3497 | 3494 | 099 | 283 | 087
60 | 4884 | 49550 | 49582 | 4939 | 050 | 1ot | 032
80 | 6296 | 6623 | 6562 | 6404 | 174 | 268 | 081
100 | 8091 | 91,30 | 8624 | 8615 | 520 | 604 | 036
cv | so4 | 357
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3.3.- Obtencion de la Ecuacion de Velocidad de la Degradacion de Dos Lotes de
Peroxisomicina Al con Diferente Contenido de Isoperoxisomicina Al
Cada Uno, en Estado Sdlido a — 22°C y —4°C en Oscuridad.

3..3.1. Estudio de Estabilidad de Estindares

En la tabla 15 estan tabulados ¢l promedio, el limite superior e inferior de
prevencion, el limite superior e inferior de control y el comportamiento de la

concentracion de las muestras colocadas a — 22°C, en el estudio de estabilidad de PAI.

Con los datos de la tabla 15 se elabord la curva control de Schewart que se

encuentra en la figura 14.

TABLA 15

DATOS DE LA ESTABILIDAD DE ESTANDARES DE PAlI

Semana ng/ul | LSC LSP | Promedio LIP LIC
17-feb-99 59,15 63,81 6191 58,08 54,26 | 5235
25-feb-99 6036 | 63,81 6191 58,08 54,26 52,35
3-mar-99 | 57.85 | 6381 | 6191 58,08 5426 | 5235
10-mar-99 | 5944 | 6381 | 61,91 58.08 5426 | 5235
17-mar-99 33,13 63,81 61,91 58,08 54,26 52,35
24-mar-99 | 58,12 | 63,81 | 61,91 58.08 5426 | 52735
7-abr-99 | 62,88 | 6381 | 61,91 58,08 5426 | 5235
14-abr-99 66,05 63,81 61,921 58,08 54,26 52,35

20-abr-99 | 75,80 | 63,81 | 61,91 58,08 5426 | 5235

L SC= limute supenor de control; LSP= limite supenior de prevencion; LIP= Limuite inferior de
prevencion, LIC= limite interior de control.
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3.3.2 Degradacion Acelerada

Los valores de la concentraciéon con respecto al tiempo a 25°C, 30°C y 50°C se
encuentran en la tablas 16, 17 y 18.

En las figuras 15, 16 y 17 se encuentran la graficas de la cinética de primer orden
de la degradacion acelerada a 25°C, 30°C y 50°C.

Las ecuaciones de regresion estan tabuladas en la tabla 19 y la vida media
calculadas con las ecuaciones de regresion del modelo cinético de primer orden se

encuentra en la tabla 20.

La grafica de Amrhenius se puede observar en la figura 18. En la tabla 21 se

encuentran los valores de la vida media a— 4°C y —22°C
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TABLA 16

DEGRADACION DE PA1 SOLIDO A 25°C

Dias ng/pL In ng/uLl
0 13,46 2,600
4 12,42 2,519
11 11,6 2,403
33 9,71 2,273
34 7.98 2,186

TABLA 17

DEGRADACION DE PAIl SOLIDO A 30°C

Dias og/ul In og/ul

0 13,46 2,600

1 12,93 2,560

5 12,92 2,559

7 12,78 2,548
12 12,17 2,449
23 10,96 2,376
33 8,90 2,186
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TABLA 13

DEGRADACION DE PAl SOLIDO A 50°C

Dias og/uL In ng/ulL
0 13,46 2,600
4 11,77 2,466
8 10,50 2,351
12 9,32 2,232
25 4,25 1,447
33 2,42 0,887

1 y =2,5291 - §,2803e-3x

8 inC25°C

In ng/uL
N
w
1

20 T T v T v T T T v T T
0 10 20 30 40 S0 60

dfas
Figura 15. Cinética de Primer Orden de la Degradacion Acelerada de PA1 a 25°C
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= y =2,6425 - 1,3107e-2x
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Figura 16. Cinética de Pimer Orden de la Degradacion Acelerada de PA1 a 30°C

3.0 7

y =2,7891 - 5,5679¢-2x

In Cb 5Q

Inng / ul.

0'5'10'15'20.25 30'35 40
dfas
Figura 17. Cinética de Primer Qrden de la Degradacion Acelerada de PA1 a 50°C
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TABLA 19

ECUACIONES DE REGRESION DE GRADACION ACELERADA DE PA|

(CINETICAS DE PRIMER ORDEN)
°C Ecuacion
25 Y=25291-82803E-3X
30 Y=26425-13107E-2X
50 Y =2,789]1 -55679E-2X
TABLA 20

VIDA MEDIA (t 1/2) DE PA1 A DIFERENTES TEMPERATURAS

t1/2
(°C) K 17K
dias meses
25 298 3,356E-3 111,12 3,70
30 303 3,300E-3 78,85 2,63
50 323 3,096E-3 21,19 0,71
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€172 (dfas)

= -998.79 4+ 3.288%+5x

20
0.0030

0.0031 0.0032

0.0033

Figura 18. Grifica de Arrhenius

TABLA 21

0.0034

t1/2

1/K

EXTRAPOLACION DE LA VIDA MEDIA DE PAI
A-22°CY-4°C

t1/2
°C
Dias Meses
4 2239 7,46
-22 311,6 10,38
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3.3.3 Obtencion de la Ecuacién de Velocidad de la Degradacion de Dos lotes de
Peroxisomicina Al con Diferente Contenido de Isoperoxisomicina Al
Cada Una, en Estado Soélido, a - 22°C y 4°C, en Oscuridad.

Los datos de las cinéticas de degradacion de PA1 en estado solido se encuentran
en las tablas 22 y 23. En la poimera de ellas se encuentran los datos de dos replicas de la
vanacion de la concentracion con respecto al tiempo. En la tabla 23 esta tabulado el
logaritmo natural de la concentracion de la solucion de PA1, dos réplicas, con respecto

al iempo

En las figuras 19, 20, 21 y 22 estan las graficas de las cinéticas de primer orden,

por duplicado, de los experimentos numerados como: A, B, C, D.

En la tabla 24 se encuentran las constantes de velocidad calculadas com los

resultados del estudio de degradacién de PAL.
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TABLA 22

DATOS DE LAS CINETICAS DE DEGRADACION DE PA1 SOLIDA

(ng/uL)
ng/ul
Experimento
Dias Al A2 B1 B2 Cl1 C2 D1 D2

0 12,092 | 12,092 | 12,092 | 12,092 | 12,092 |. 12,092 | 12,092 12,092
95 12,807 [ 11,134 | 10,176 | 11,023 | 12,409 | 11,246 | 11,588 | 10,697
159 11,134 | 10,176 | 10,381 | 10381 } 11473 | 10,381 10,913 9,875
236 | 9777 | 9,025 | 9,583 | 9,583 | 9,875 | 9,488 | 9875 [ 9,025
347 8,166 | BO8BS | 8758 | 8415 | 9,300 | 8,449 8,935 8,166
414 | 8248 | 7,136 | 8585 | 8331 | 8935 | 8331 | 8758 | 8,758
440 7,099 | 7,538 [ 8,004 | 8,004 | 8248 8,085 8,415 7.463

Experimento: A = - 22°C, lote 82 (4,85 % 1soPA1);, B = - 22°C, lote 83 (3,69% 1soPAl); € = 4°C, lote 82

(4,85 % isoPAl); D= - 4°C, lote B3 (3,69% isoPA1)

TABLA 23
DATOS DE LAS CINETICAS DE DEGRADACION DE PA1 SOLIDA
{la ng/uL)
In ng/pLl.
Expenimento

Dias | Al | A2 | Bl | B2 | CI c2 D1 D2
0 249 | 249 | 249 | 249 | 249 2 49 2,49 2,49
95 241 | 241 | 232 | 240 | 2,52 2,42 2,435 2,37
159 | 235 | 232 | 234 [ 234 | 244 2,34 2,39 2,29
236 | 2,28 | 220 | 226 | 224 | 229 225 2,29 2,20
347 | 210 | 209 | 217 | 213 | 223 2,14 2,19 2,10
414 ( 2,11 [ 199 [ 215 { 212 | 2,19 2,12 2,17 2,17
440 | 1,96 | 2,02 | 2,08 | 208 [ 211 2,09 2,13 2,01
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Figura 19 . Gréfica de la Cinética de Primer Orden Bajo las Condiciones
del Experimento A
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Figura 20 . Grafica de la Cinética de Primer Orden Bajo las Condiciones del
Experimento B.
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In ng/pL
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Figura 21. Grafica de la Cinética de Primer Orden Bajo las Condiciones del
Experimento C

3.0

20
2 15
=
=
1.0
05
Q.0

St N

y =2.5183 - 8.8573e-4x

y = 2.4387 - 8.7567¢-4x

0

—— T e————T

100 200 300 400 500

]|
55
oo
A

Dfas

Figura 22. Grafica de la Cinética de Primer Ordea Bajo las Condiciones del
Experimento D
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TABLA 24

CONSTANTES DE VELOCIDAD DEL ESTUDIO DE DEGRADACION DE PA1

EN ESTADO SOLIDO
Experimento k(E;) Eel)
1 2
A 1,0646 1,1060
B 0,7518 0,8776
C 1,6677 0,8773
D 0,8857 0,8757
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3.4 Determinacion del Efecto de la Adicion de isoPeroxisomicina Al, Acido
Ascorbico y Bisulfito de Sodio, sobre la Velocidad de Degradacion
de un Lote de PA1 en: Metanol, Buffer de Fosfatos de pH 7,4,
Suero y Acetato de Etilo a — 4°C, 25°C y 37°C en Oscuridad
a Condiciones Aerdbicas.

En las secciones: 3.4.1,3.4.2 y 3.4.3 se encuentran las tablas y las figuras con los
datos y las graficas del estudio de degradacion de PA1 en metanol a — 4°C, 25°C y 37°C

a las condiciones experimentales sefialadas en la tabla 9 de la seccion 2.5,

En las secciones: 3.4.4,3.4.5 y 3.4.6 se encuentran las tablas y las figuras con los
datos y las graficas del estudio de degradacion de PA1 en buffer de fosfatos a pH 7,4, a .
-4°C; 25°C y 37°C, a las condiciones experimentales de la tabla 9.

En las secciones: 34,7, 3 4.8 y 3.4.9 se encuentran las tablas y las figuras con los
datos y las graficas del estudio de degradacion de PA1 en suero a: —4°C; 25°Cy 37°C,

a las condiciones experimentales de la tabla 9.

En las secciones: 3.4.10,3.4.11 y 3.4.12 se encuentran las tablas y las figuras con
los datos y las graficas del estudio de degradacion de PA1 en acetato de etilo a ; — 4°C;
25°C y 37°C, a las condiciones experimentales de la tabla 9.
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3.4.1 Degradacion de PA1 en Metanol

3.4.1.1 Degradacion de PA1 en Metanol a - 4°C

En la tabla 25 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PAl en
metanol a — 4°C en ng/uL. En la tabla 26 se tabuld el logaritmo natural de los datos de
la tabla 25.

En las figuras 23, 24, 25, 26, 27 y 28 se graficaron las cinéticas de la tabla 26, las

cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En |a figura 23 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PAl sin agregar deliberadamente ningun otro compuesto.

La figura 24 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en el experimento B, en el que se agregd ademas de PAL, 1sopAl.

La figura 25 corresponde con la grafica de la degradacion de PA1 cuando se le

agrego isopAl y acido ascorbico, este fue el experimento C.

La figura 26 es la grifica de la degradacion de PAl en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
las figuras 27 y 28 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de

1sopAl y bisulfito de sodio para la primera v con bisulfito para la segunda, los

experimentos son los E y F respectivamente.
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Metanol -4°

PAl
3.0
: y =2,2505 - 5,373 1e4x
254 y = 2,3438 - 8,9440e-4x
v =2,3260 - 7,7573e-4x
2.0N
= i * B nAl
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horas

Fig 23. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a <4°C.
Experimento A.

Metanol -4°
PAIl + isopAl
3.0
1 y =2.2749 - 6,1337e4x
2.5 - y = 23168 - 8,0974e-4x
¥y =2,3449 - §,0629¢4x
2.0 -
'j B InB1
ey
"-‘*:0 1.5+ e InB2
= 9 a InB3
1.0
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0.0 v | B T v ] A Y v T v
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Fig 24, Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a —4°C.
Expenmento B.
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Metanol - 4°
PALl + isopAl + 4cido ascérbico

a.n
1 y=2,2663 - 6,0187e-4x
25 y = 2,3260 - 9,0264e-4x
y =2,3670 - 9,6970e-4x
2.0+
3 8 InCt
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Fig 25. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a -4°C.
Experimento C.
Metanol - 4°
PAI1 + 4cido ascdrbico
3.0
i y=2.2746 - 7.6507ellx
2.5 ¥y=2,3260 - 8,0081e4x
y=23550-9,5981c4x
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Fig 26. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a -4°C.
Experimento D,
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Metanol] - 4°
PA1 + isoPA1 + bisulfito de sodig

3.0
y =2,2938 - 6,9485e4x
254 y = 2,3209 - 8,0888e4x
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Fig 27. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a —4°C.
Expenimento E.
Metanol - 4°
PA1 + bisulfito de sodio
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Fig 28. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 4°C.

Expenmento F.
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3.4.1.2 Degradacion de PAl en Metanol 2 25°C

En la tabla 27 estan tabulados los datos del estudic de degradacion de PAl en
metanol a—25°C en ng/uL. En la tabla 28 se tabulé el logaritmo natural de los datos de
la tabla 27.

En las figuras 29, 30, 31, 32, 33 y 34 se graficaron las cinéticas de la tabla 28 ,

los cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 29 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PA1 sin agregar deliberadamente ningun otro compuesto.

La figura 30 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en el experimento B, en el que se agregd ademas de PAL, isopAl.

La figura 31 corresponde con la grafica de la degradacion de PAL cuando se le

agreg6 i1sopAl y acido ascérbico, éste fue el experimento C.

La figura 32 es ia grafica de la degradacion de PA1 en presencia de acido

ascorbico, experimento D.

Las figuras 33 y 34 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de
1sopAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Metanol 25°

PAl
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Fig 29. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 25°C.
Experimento A.
Metanol 25°
PAl +isoPAl
3
y=2,2416 - 3,8955¢-3x
y=2,0319 - 3,5562e-3x
3 y =2,1330 - 4,2052¢e-3x
o ® InB1
EO 19 e IInB2
= ® InB3
0 -
L)
-1 T T v | Y T v L} ¥ L] .
0 100 200 300 400 500 600
horas
Fig 30. Cinéticas de Pnmer Orden de [a Degradacién de PAI en Metanol a 25°C.

Expenimento B.
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Metanol 25°
PALl + isoPA1 + 4cido ascorbico

y = 2,2289 - 3,3650¢-3x
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In ng/ful.
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Fig 31. Cinéticas de Pnimer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 25°C.

Expenimento C.

Metanol 25°
PA1 + 4cido ascorbico
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Fig 32. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 25°C.

Experimento D.
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Metanol 25°
PA] + isoPA1 + bisulfito de sodin

3
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Fig 33. Cinéticas de Pnmer Orden de la Degradacion de PA L en Metanol a 25°C.
Expenimento E.
Metanol 25°
PA1 + bisulfito de sodio
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Fig 34. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a
—25°C. Expenimento F.
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3.4.1.3. Degradacion de PA1 en Metanol a 37°C

En la tabla 29 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PAL en
metanol a 37°C en ng/pL. En la tabla 30 se tabul6 el logaritmo natural de los datos de la
tabla 29.

En las figuras 35, 36, 37, 38, 39 y 40 se graficaron las cinéticas de la tabla 30, los

cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 35 se graficaron los resultados del expenmento A: degradacion de

PAL1 sin agregar deliberadamente ningiin otro compuesto,

La figura 36 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en ¢l experimento B, en el que se agregd ademas de PA1, isopAl.

La figura 37 corresponde con la grafica de la degradacion de PAl cuando se le

agrego isopAl y dado ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 38 es la grafica de la degradacion de PAl en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
Las figuras 39 y 40 corresponden con la degradacion de PAl en presencia de

isopAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Metanol 37°
PAl

y =2,3953 - 1,4146e-2x
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Fig 35. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 37°C.
Expenmento A

Metanol 37°
PA1 + isoPAl
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Fig 36, Cinéticas de Pumer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 37°C.
Experimento B.
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Metanol 37°
PALl + isoPA1 + dcido ascorbico
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Fig 37. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacién de PA1 en Metanol a 37°C.

Experimento C.

Met_anol 37° )
PALl + &cido ascérbico
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Fig 38. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 37°C.

Experimento D.
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Metanol 37°
PA1l + isoPA1 + bisulfito de sodio

3
] y =2,3310 - 1,4460¢-2x
¥ = 21787 - 1,4098¢-2x
5 y = 2,2808 - 1,4467e-2x
J -
=
8b I
=
=
q —
=4 g - g
0 100 200

horas

B InEY
® IhE2
® InE3

Fig 39. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 37°C.

Experimento E.

Metanol 37°
PAL1 + bisulfito de sodio

: y = 2,2496 - 1,4266¢-2x
¥ y=22428 - 1,6241e-2x
y =2,2460 - 1,4521e-2x

In ng/ul
[

T T s L}
Q 100 200

horas

B InFt
® InF2
® InF3

Fig 40. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Metanol a 37°C.

Experimento F.
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3.4.2 Degradacion de PA1 en Buffer de Fosfatos pH 7,4
3.4.2.1 Degradacion de PA1 en Buffer de Fosfatos pH 7,4 a 4°C
En la tabla 31 estdn tabulados los datos del estudio de degradacion de PAl en
buffer de fosfatos a — 4°C en ng/uL. En la tabla 32 se tabuld el logaritmo natural de los

datos de la tabla 31.

En la figura 41, 42, 43, 44, 45 y 46 se graficaron las cinéticas de la tabla 32 | los

cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 41 se graficaron los resultados del experimento A: degradacién de

PAL1 sin agregar deliberadamente ningiin otro compuesto,

La figura 42 corresponde con la grafica de los datos de la degradacidn obtenida

en el experimento B, en el que se agregd ademas de PA1, isopAl.

La figura 43 corresponde con la grafica de la degradacion de PA1 cuando se le

agregd isopAl y acido ascarbico, éste fue el experimento C.

La figura 44 es la grafica de la degradacion de PAL en presencia de acido ascorbico,

experimento D.
Las figuras 45 y 46 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de

15s0pAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Buffer de fosfatos pH 7,4 a -4°

PAl
24
y=23487 - 1,6 192e-3x
P y =2,2857 - 1,6926e-3x
' y =2,3091 - 1,5134e-3x
2.0 a InAt
_g- * InA2
= 1.8 - ® inA3
: | ® In AA{
A 1.6 u InAA2
ﬁ a InAA3
1.4
NN
1.2 p——r—p—r—— T p——
0 200 400 600 800 1000 1200
horas
Fig 41. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA! en Buffer a -4°C.
Experimento A.
Buffer de fosfatosapH 7,4 a - 4°
PAIl + isoPAl
4
43
1 y=2,4569 - 1,8167e-3x
254 g ¥=2.2907 - 1,7984¢-3x
y=2,2938 - 1,7682e-3x
2.0 a2 InB1
—_ L ® InB2
%} 1.8 1 ®  [nB3
: E ¢ InBB1
1.6 4 ® [nBB2
4 a |nBB3
1.4 4
1.2 T T L 2 v v v »: L] i 1
0 200 400 600 800 1000 1200
horas
Fig 42. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer a —<4°C.

Experimento B.
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Buffer de fosfatos a pH 7,4 a -4°
PA1 + isoPA1 + 4cido ascdrbico

2.4
y= 23481 - 1,7324e-3x
2.24 ¥y =2,3535 - 1,6403e-3x
i y = 2,3405 - 1,5866e-3x
20 ——"
'§_ ® InC2
o 1.8 ® InC3
g ® InCCt
1.6 = & InCC2
a InCC3
14 =
1.2 ey ————
Q 200 400 600 800 1000 1200
horas

Fig 43. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer a 4°C.
Experimento C.

Buffer de fosfatos a pH 7.4 a -4°
PA1 + 4cido ascdrbico

24

22

2.0

1.8 5

In ng/ul

1.6+

1.4

12

y=23179 - 1,5109-3x
y=2,3224 - 1,5669-3x
y =2,3394 - 1,7457e-3x

In D1
In D2
In 03
In OD1
In DD2
In DO3

o8 e @ ¢ 8
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. |

— v
600 BOD 1000 1200
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Fig 44 Cinéticas de Primer Orden de la Degradacién de PA 1 en Buffer a 4°C.

Experimento D.
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Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 4°
PA1 +isoPAl + bisulfito de sodio

2.4
y=2,3429 -1,9472e-3x
2.2 y=2,3100-1,6621e-3x
y=23127 - 1,6338e-3x
2.0+ B InEf
'i ® InE2
b 1.8 ®m InE3
5 e InEE1
- 1.6 1 R (nEE2
o InEE3
1.4 -
12 4— = oy

1 L L] 4 ) o
0 200 40Q 600 800 1000 1200
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Fig 45. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PAL en Buffer a <4°C.
Experimento E.

Buffer de fosfatos de pH 7,4 a -4°
PALl + bisulfito de sodio

2.4
y=2,3215 - 1,7443¢-3x
29 ye= 2,3107 - 1,84598-31
i y=23346 - 1,8053¢-3x
H InF1
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3
o ® InF3
g ® InFFi
® InFF2
a InFF3
1.2 v ) v 1 v L § / | v I Y
0 200 400 600 BOO 1000 1200
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Fig 46. Cinéticas de Pnmer Orden de 1a Degradacion de PA1 en Buffer a 4°C.

Expenimento F.
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3.4.2.2 Degradacion de PA1 en Buffer de Fosfatos pH 7,4 a 25°C

En la tabla 33 estan tabulados los datos del estudio de degradacidon de PA1 en
bufTer de fosfatos a 25°C en ng/pL.. En la tabla 34 se tabuld el logaritmo natural de los
datos de la tabla 33.

En las figuras 47, 48, 49, 50, 51 y 52 se graficaron las cinéticas de la tabla 34, los

cuales comresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 47 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PA1 sin agregar deliberadamente ningun otro compuesto.

La figura 48 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en el experimento B, en el que se agreg6 ademas de PAL, isopAl.

La figura 49 corresponde con la grafica de la degradacion de PA1 cuando se le

agrego isopAl y dcido ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 50 es la grifica de la degradacion de PA1 en presencia de acido

ascorbico, experimento D,
las figuras 51 y 52 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de

isopAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.,
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Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 25°

PAl
3 .
y=2,6732 -7,1865e-3x
y = 2,6881 - 7,6148¢-3x
y =2,6633 - 7,1623e-3x
2 =
d a [nAl
‘f’:b ® InA2
= ® (nA3
1 =
0 . - - -
0 100 200 300
horas
Fig 47. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer a 25°C
Experimento A.
Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 25°
PALl + isoPAl
3
y =2,6526 - 7,5606e-3x
y =2,6861 - 7,7924e-3x
y = 2,6818 - 7,6865¢-3x
3 ® InB1
:%'g) 2 4 ¢ [nB2
= B InB3
1 r ; v . .
0 100 200 300
horas
Fig 48. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer a 25°C

Expenmento B.
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Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 25°
PALl +is0PAl + 4cido ascdrbico

3
y = 2,6457 - 5,9954e-3x
y =2,7097 - 7,4073e-3x
¥=2,6453 - 6,2414e-3x
3 = InCt
= 29 ® InC2
L= = InG3
1 . —_ v . :
a 100 200 300

horas

Fig 49. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacién de PA1 ea Buffer a 25°C
Experimento C.

Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 25°
PA1 + dcido ascérbico

3
y = 2,6779 - 7,2890¢-3x
¥ =2,6542 - 6,9239%-3x
y=2,6135 - 6,8435¢-3x
'ﬂ_ " InD1
?é‘o 2 1 ® InD2
= ®« InD3
1 -
0 300
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Fig 50. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PAl en Buffer a 25°C

Expenmento D,
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Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 25°
PA1 + isoPAl + bisulfito de sodio
3

y =2,6503 - 7,7054e-3x
y =2,6221 - 7,2846e-3x

¥ =2,6491 - 7,5585¢-3x

"i A InEl
?éh 2 - e InE2
= @ InE3

]
100

300
horas

Fig 51. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PAl en Buffer a 25°C
Experimento E,

Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 25°
PA1 + bisulfito de sodio
K]

y = 2.6187 - 7.3240e-3x

y=2,6388 -7,3297e-3x
y =2,6506 - 7,6764e-3x

) € InFi
ES 3 ® InF2
= ® InF3

L]
100

L}
200 300
horas

Fig 52. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer a 25°C
Experimento F.
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3.4.2.3 Degradacion de PAl en Buffer de Fosfatos pH 7,4 a 37°C

En la tabla 35 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PAL en
bufter de fosfatos a 37°C en ng/pL. En la tabla 36 se tabuld el logantmo natural de los
datos de la tabla 35.

En la figura 53, 54, 55, 56, 57 v 58 se graficaron las cinéticas de la tabla 36 , los

cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 53 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PA1 sin agregar deliberadamente ningun otro compuesto.

La figura 54 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en el experimento B, en el que se agrego ademas de PAL, isopAl.

La figura 55 comresponde con la grafica de la degradacion de PA1 cuando se le

agrego isopAl y acido ascérbico, éste fue el experimento C.

La figura 56 ¢s la grafica de la degradacion de PAl en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
Las figuras 57 y 58 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de

1sopAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 37°
PAl

y = 21647 - 2.8307e-2x
. y=2,1508 - 2.9773e-2x
¥=2,2079 - 2,7934e-2x

In A1
In A2
In A3
in AAY
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Omoeoamon

0 v - .
0 100 200
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Fig 53. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer 37°C
Experimento A,

Buffer de fosfatosa pH 7,4 a 37°
PAl +isoPAl

3
y =2.1100 - 2,7425e-2x
y=2,0782 -3,0558¢-2x
y = 2,0682 - 2,6006e-2x
2 ® |nB{
* InB2
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0 — ; v
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Fig 54. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer 37°C
Experimento B.

91



In ng/uL.

Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 37°
PA1 +isoPAl + 4cido ascdrbico

y=2,1188 - 2,7485¢2x
y=2,0889 - 2,5333¢-2x
¥ =2,1141 - 2,660de-2x

o
v

¥ v
100 200

horas

O&@ o« B2 ¢ 8

In CA
InC2
InC3
In CCA
In GC2
In CC3

Fig 55. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacién de PA1 en Buffer 37°C

In ng/ulL

Expenmento C.

Buffer de fosfatos a pH 7,4 a 37°
PA1 + 4cido ascdrbico

y=2,0580 - 2,4293¢-2x
y-=2,1018 - 2,5359¢-2x
y=2,0711 - 2,675%-2x

|
I

T v
100 200

horas

In D1
In D2
In D3
In DDA
In DD2
In DD3

Fig 56. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer 37°C

Expernimento D.
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Buffer de fosfatos apH 7,4 a 37°
PAL + isoPA1 + bisulfito de sodio

3
y=2,0398 - 2.5672e-2x
y =2,0736 - 3,4580e-2x
y=2,0200-2,2795¢-2x
B |nE1
'ﬂ ® InE2
S | InE3
g ¢ InEEY
- m InEE2
g InEE3
0 100 200
horas
Fig 57. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer 37°C
Experimento E.
Buffer de fosfatos a pH 7,4 a37°
PA1 + bisulfito de sodio
3
y=2.0688 - 2,5340e-2x
y = 2.0321 - 2,6348¢e-2x
y=2,0712 - 2,6555¢-2x
2 ® InF1
® InF2
% B InF3
g ® InFF1
- 1 - m |nFF2
a InFF3
0 v Y
0 100 200
horas

Fig 58. Cinéticas de Pnmer Orden de la Degradacion de PA1 en Buffer 37°C
Experimento F.
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3.4.3.1 Degradacion de PAl en Suero
3.4.3.1 Degradacion de PAl en Suero a 4°C
En la tabla 37 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PA1 en
suero a — 4°C en ng/uL. En la tabla 38 se tabulé el logaritmo natural de los datos de la

tabla 37.

En las figuras 59, 60, 61, 62, 63 y 64 se graficaron las cinéticas de la tabla 38, los

cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 59 se graficaron jos resultados del experimento A; degradacion de

PA] sin agregar deliberadamente ningiin otro compuesto.

La figura 60 comresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en el expernimento B, en el que se agregd ademas de PAL, isopAl.

La figura 61 comresponde con la grafica de la degradacion de PAl cuando se le

agregd 1sopAl y acido ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 62 es la grafica de la degradacion de PA1 en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
Las figuras 63 y 64 corresponden con la degradacion de PAl en presencia de

isopAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Suero a 4°

PAl
3
v=2,5193 -9,4078e4x
y = 2,5367 - 8,3372¢4x
y = 24502 - 6,0605:4x
2 8 InAtl
'ﬁ ¢ IhA2
EJ a InA3
g o In AA1
8 14 u (nAA2
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0 — v - . . ’
0 500 1000 1500 2000
horas
Fig 59. Cinéticas de Pnmer Orden de Ja Degradacion de PA1 en Suero a —-4°C.
Experimento A.
Suero -4°
PAl +isoPAIL
3
y = 2,5056 - 8.5527¢-4x
y =2,5008 - 6,680 Le-4x
y =2,5072 - 7,364 2 4x
2 - B [nB1
'i ® InB2
= | nB3
= ® In BBt
- - ® InBB2
g InEB3
Q —r T v
0 1000 2000

Fig 60. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PAL en Suero a —4°C.
Expenmento B.
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Suero - 4°
PA1 + isoPAl + 4cido ascérbico

y =2,4819 - 8,3590e-dx
y=2,4293 - 7,2395e-4x

In ng/uL

0 1000 2000

horas

Fig 61. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suero a —4°C.

Expenmento C.

Suero - 4°
PAI1 + 4cido ascdrbico

3 -
¥ =2.5388 - 8,4674e4x
Y = 2.4475 - 5 8142e4x
y =2,4553 - 7,1602e4x
2 -
o
=
=
i =
0 ’ T s
0 1000 2000

horas

Fig 62. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PAL en Suero a —4°C.

Experimento D.

98

0O « & ¢ 8

inG1
InC2
InGC3
In CC1
InCC2
InCC3

In D1
in D2
InD3
ln DDA
In DD2
In DD3



In ng/pl.

Suero - 4°
PAl +isoPAl + bisulfito de sodio

3

N = 25154 - 8.8503e-4x

N 24987 - 1,0572e-3x
\
2 -
1 -
0 T T T T T ¥ T ¥ 1
0 200 400 600 800 1000 1200
horas

0O R ¢ & & 0
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In EE2
In EE3

Fig 63. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PAL en Suerc a —4°C.

In ng/ul.

Expenmento E.

Suero - 4°
PA1 + bisulfito de sodio

y = 2,4815 - 6,4684e-4x
y =2,4638 - 5,7375¢4x
y =2,4244 - 6,2445¢4x

0 1000

horas

2000

In F1
InF2
InF3
In FF1
In FF2
In FF3

Fig 64. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suero a 4°C.

Experimento F.



3.4.3.2 Degradacion de PA] en Suero a 25°C

En |a tabla 39 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PAl en
suero a 25°C en ng/ul. En la tabla 40 se tabuld el logaritmo natural de los datos de la
tabla 39.

En las figuras 65, 66, 67, 68, 69 y 70 se graficaron las cinéticas de la tabla 40 ,

los cuales corresponden con un modelo cinética de primer orden.

En la figura 65 se graficaron los resultados del expenimento A: degradacién de

PA1 sin agregar deliberadamente ningin otro compuesto.

La figura 66 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion cbtenida

en el experimento B, en el que se agregd ademas de PAl, isopAl.

La figura 67 corresponde con la grafica de la degradacion de PAl cuando se le

agregd isopA | y 4cido ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 68 es la grafica de la degradacion de PAL en presencia de acido

ascoOrbico, experimento D,
Las figuras 69 y 70 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de

1sopAl y bisulfito de sodio para la primera y con bisulfito para la segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Suero 25°
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3
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Fig 65. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suerg a 25°C.
Experimento A.

Suero 25°
PA1 +isoPAl

y=24337-2,3376e-3x
y =2,5435 - 2,8526e-3x
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Fig 66. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en en Suero a 25°C
Experimente B.
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Suero 25°
PA1l + isoPAl + 4cido ascdrbico

3
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Fig 67. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en en Suero a 25°C

Experimento C.
Suero 25°
PA1 + 4cido asc6rbico
3
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Fig 68, Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en en Suero a 25°C
Experimento D.
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Suero 25°
PA1l +isoPAL + bisulfito de sodio
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y =2,3791 - 2,6344e-3x
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Fig 69. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en en Suero a 25°C
Expenmento E.

Suero 25°
PAL + bisulfito de sodio
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Fig 70. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en en Suero a 25°C
Experimento F.
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3.4.3.3 Degradacién de PA1 en Suero 37°C

En la tabla 41 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PAl en
suero a 37°C en ng/pL. En la tabla 42 se tabulo el logaritmo natural de los datos de la
tabla 41.

En las figuras 71, 72, 73, 74, 75 y 76 se graficaron las cinéticas de la tabla 42 |

los cuales corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 71 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PA1 sin agregar deliberadamente ningan otro compuesto.

La figura 72 corresponde con la grafica de los datos de la degradacidn obtenida

en el experimento B, en el que se agregd ademas de PA1, isopAl.

La figura 73 corresponde con la gréfica de la degradacion de PA1 cuando se le

agrego i1sopA |l y acido ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 74 es la grifica de la degradacién de PA1 en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
Las figuras 75 y 76 corresponden con la degradacion de PA1 en presencia de

1sopAl y bisulfito de sodio para la pnmera y con bisulfito para [a segunda, estos son los

experimentos E y F respectivamente.
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Suero 37°
PAl

y=12,3344 - 1,1503e-2x
y =2,1892 -9.4753¢-3x
y =2,2091 - 9,7401e-3x

—i " InAY
Eﬂ 14 ¢ [nA2
= | InA3

' - ' . ‘
g 100 200 300
horas

Fig 71. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en en Suero a 37°C,
Expenimento A.

Suero 37°
PAL + isoPALl + 4cido ascérbico
3
y=2,3214 - 9,1758e-3x
’ y=2,1517-9,5257¢-3x
= y=21734-9,0001e-3x
= " InBt
'E) F1 ¢ InB2
L= ] R InB3
0 -
-1 . y : . v
0 100 200 300
horas
Fig 72. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suero a 37°C.
Experimento B.
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Suero 37°
PAl +isoPAl + dcido ascérbica

] y=2,1820 - 8,4730¢-3x
y=2,1848 - 8,3955¢-3x
y=2,1743 - §,5%45e-3x

2 -
= @ InCt
= 19 e Inc2
= m InC3

0 - 1 (I)O ' 2 (‘)0 ' 300

horas
Fig 73. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suero a 37°C.
Experimento C.

Suero 37°
PA1 + dcido asc6rbico

y=19933 -8,5677¢-3x
y = 2,0567 - 7,6912e-3x
y =2,0551 - 8,1981e-3x

= @ InDi
Eb ® InD2
= a InD3
300
horas
Fig 74. Cinéticas de Primer Orden de 1a Degradacion de PA1 en Suero a 37°C.

Experimento D.
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Suero 37°

PAT1 +isoPAL1 + bisulfito de sodio
3
y=2,2020-895711e-3x
y=2,1677 - 9,4471e-3x
e y=2,1219-8,7009¢-3x
'i B InEt
Eo 1+ e InE2
E m InE3

0 100 200 300

horas

Fig 75. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suero a 37°C.
Experimento E.

Suero 37°
PALl + bisulfito de sodio
3
y=2,0917 - 8,2645¢-3x
y =2,0355 - 7,8944¢-3x
. y =2,1321 - 8,2661e-3x
'E]L H InF1
? e InF2
£ a InF3

v .
0 100 200 300
horas

Fig 76. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en Suero a 37°C.
Experimento F.
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3.4.4 Degradacion de PA1 en Acetato de Etilo
3.4.4.1 Degradacion de PA1 en Acetato de Etilo a -4°C
En la tabla 43 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PALl en
acetato de etilo a - 4°C en ng/uL. En la tabla 44 se tabul6 el logaritmo patural de los

datos de la tabla 43.

En las figuras 77, 78, 79 y 80 se graficaron las cinéticas de la tabla 44 | los cuales

corresponden con un modelo cinético de pnimer orden.

En la figura 77 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PA1 sin agregar deliberadamente ningtn otro compuesto.

La figura 78 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

‘en el experimento B, en el que se agrego ademas de PAL, isopAl.

La figura 79 corresponde con la grafica de la degradacion de PAT cuando se le

agrego isopAl y acido ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 80 es la grafica de la degradacion de FAI en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
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Acetato de etilo a 4°

PAl
3
y = 24594 - 4, 8998e-4x
y =24174 - 4,3506e4x
y = 24089 - 4,6948¢-4x
| |nAl
1 ® InA2
'5'_ @ InA3
Bh 2 - n
g ® |n AA1
- a [nAA2
g InAA3
1 v Y T Y .
0 1000 2000 3000

horas
Fig 77. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a —4°C.
Experimento A

Acetato de etilo a - 4°
PALl + isoPAl

3
y =2,3848 - 4,6088e4x
y=2,3700-5,0473e4x
y=2,3380- 4,9872¢-4x
a n81
* InB2
2
'a) 2 - ® InB3
= ¢ InBB1
= ® [nBB2
D InBB3
1 ; r . ; :
0 1000 2000 3000
horas
Fig 78. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 4°C.
Expenmento B.
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Acetato de etilo a - 4°
PAI + isoPALl + 4cido ascéebico

y=2,4532 - 3,0378e-4x
y=24597 -4,1581e4x
y =24221 - 3,8866e-4x
InCy
In C2
InC3
In CCH
In CC2
In CC3

O E ¢ & ¢ &

v
o 1000 2000 3600

horas

Fig 79. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 4°C.
Experimento C.

Acetato de etilo a - 4°
PA1 + dcido ascérbico

3
y=24554 - 3,2854e-4x
¥ =2,4645 - 4,0952e4x
y=2,4410- 3,4545e-4x
| InD1
¢ InD2
% 24 ® nD3
j= o e InDD1
® InDD2
g g InDD3
1 . ; . ~ .
0 1000 2000 3000
horas
Fig 80. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 4°C.
Experimento D.
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3.4.4.2 Degradacion de PAl en Acetato de Etilo a 25°C

En la tabla 45 estan tabulados los datos del estudio de degradacion de PA1 en
acetato de etilo a 25°C en ng/pL. En la tabla 46 se tabul( el logaritmo natural de los
datos de la tabla 45.

En las figuras 81, 82, 83 y 84 se graficaron las cinéticas de la tabla 46 , los cuales

corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En Ia figura 81 se graficaron los resultados del experimento A; degradacion de

PA1 sin agregar deliberadamente ningan otro compuesto.

La tigura 82 corresponde con la grafica de los datos de la degradacién obtenida

en el experimento B, en ¢l que se agregd ademas de PA1, isopAl.

La figura 83 corresponde con la grafica de la degradacion de PA] cuando se le

agreg6 isopAl y acido ascorbico, éste fue el experimento C.

La figura 84 es la grifica de la degradacion de PA1 en presencia de acido

ascorbico, experimento D.

117



‘001QIPISe OPINY + [Vd = ( ‘001QIGOSE OPIoY + [ VA0S + TVd =D ‘[ VdOSt + 1Vd = € | Vd = V 5e[eluownadxa suoiipuo)
w1 | 6LT | IZT | LZE | 19Z | s61 ] 891 | €91 | 00T ] 8v'e | 81°T § 181 | i8¢l
YOE | OEE | #pe | 9LT | L8BT | 99T [ £€9°C | 1LT [ Te6'€ | 6T°¢ | €L°T | 98'c | 6501
90% | vt | Soc | pve | 16 | €8¢ | w9€ | L9C | 09'¢ | 68'C | €8'E | €I't | 8L6
Lie | STt | 6vE | L1v | 68 | w6T | OTe | §p'e | 1L°€ | LO'E § 86¢E | Lt | €88
107 | 8% | 88€ | 12F | 21'v | s8¢ | O | 09% | 96 | £97 ) 1T% | EL'C | 88L
6SE | LTV | 16C | 6 | 9E® | sT¥ | 96 | 85'c | S6% | £€'S [ OL'T | 0% | I¥L
st'c | 39c | 6P | S6v | Osv | ss¥ | 6% | BEY | 1Z% | 0Z'S ) 16 | 09°C | 1L9
09's | e1's [ oe'o | gz'c | oe's | os's | 1'% | TOC | st'e | Ly'v § 9ty | 1L'¢ | TT9
88°0 | £v'o | IS'C | 1L'0 | 980 | 699 | IS'S | SLC | LEQ | €¥°C ] 9% | §1% | 8¥C
194 | g€'9 | Lo | ss'o | s00 [ o8'c | 1L | 12°L | Lzo | se'9 | oL | OL'S | 60OE

9001 | 90°Q1 | 90'QL | 90°0L | 90'01 | 9001 | 90°01 | 90°01 | 9o'or | 9001 | so'C1 | 9001 | ©

2 [4 1 £ T I ¢ 7é ] £ i I

a 2 g v

(71/3u)
257V O1LLE 3A OLV1AIV NH 1Vd 3T NOIDVAVIDAd 30 O1dNLSE 19d SOLVA

Sr V1YL

118



1001QIQS® OPIOY + [Vd = (J '03IGIQISE OPIOF + [YJOR + [¥d =D 'IVdOS! + [Vd = € ' ¥d = V SIMuawLadxa sauo1ipuody
S0 § 860 | 640 | 81°1 96'0 | £9'0 | T80 | 0’0 | 690 | ¥T1 8L0 | 650 | LSET
BIL | 611 | 611 | 201 | SO'1 | 860 | 621 | 001 | LEL | 61°F [ 001 | SE'L [ 6501
o'l 1T°1 12'1 21T | 021 peE1 | 621 | OE'I AN IEATEARENEET
1TT | 813 | s21 | evL | oe'y | 80T | or'v [ 21 | 1€ | TI'H | s€'U | 1TF | €83
6EL | s¥1 | 9t [ w'T | el | SET | 08T | 51 | 1T | 860 | 1 | TE'L [ 8BL
8TU [ sv't | sET [ orL [ v L S [ 8eT [ RTU | 091 | 491 | 660 | OF'L | THL
AN KA ESE S EEGEESE EEEE G RN EESR AR
LT | $9'1 | €9'T | 991 | 891 | Tt | 1St 191 | ze | os'r | s | sSr | 229
6T [ z87 [ 17T [ 061 | e67 [ 061 [ 1£T | s | <81 | 691 | €S°T | #9'1 [ 8¢S
£0°T [ <81 | ie'm | 881 | 081 | o1 | 86T | 86T | #8'1 | SBY [ 96'T | LI | 60€
€T | 1€c | 1€2 | 1€ [ e | €2 ( 1eC | 1eT | 1e'2 | 1eT | IE£C | (€T |0
t A I t [é 1 t Z I £ T 1
a J d v

(/Bu uy)
JoST ¥V O7ILLE 4 OLV.LADY N4 1Vd 30 NOIDYAvEDId 3d O1dNLsd 19d SOLvA

O VIdV.L

119



Acetato de etilo a 25°
PAl

y=2.2494 - 1,1732e-3x
y = 2,2468 - 1,0696e-3x
y=2,2347 - 8,8516e4x

-i B InAt
-~

o e InA2
£ @ |nA3

0 1000 2000

horas

Fig 81. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 25°C.

Experimento A.

Acetato de etilo 2 25°
PAl + isoPAl

y =2,2014 - 1,0435¢-3x
y=2,2663 - 1,2703¢-3x
y=2,2399 - 1,1898¢-3x

:‘% E InB1
gn ® InB2
R= ® InB3

: 1
0 1000 29000

horas
Fig 82 Cinéticas de Pomer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 25°C.

Expenmento B.
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Acetato de etilg a 25°
PA1 +isoPA1 + 4cido ascdrbico

y=22990-1,1751e-3x
y =2,2673 - 1,0218e-3x
y =22458-1,1312¢-3x

=1 8 InCt
& ¢ InC2
= ® InC3

!

0 1000 2000

horas

Fig 83. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 25°C.
Experimento C.

Acetato de etilo a 25°
PALl + 4cido ascdrbico

y=272555-1,1318e-3x
y=23137-1,1838e-3x
y =2,3462 - 1,2364e-3x

& InD1
® InD2
w InD3

[n ng/ulL

1000

2000
horas

Fig 84. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacién de PAl en AcOEt a 25°C.
Experimento D.
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3.4.4.3 Degradacion de PA1 en Acetato de Etilo a 37°C

En la tabla 47 estan tabulados los datos del estudio de degradacidn de PAl en
acetato de etilo a 37°C en ng/uL. En la tabla 48 se tabuld el logantmo natural de los
datos de la tabla 47.

En las figuras 85, 86, 87 y 88 se graficaron las cinéticas de la tabla 48 , los cuales

corresponden con un modelo cinético de primer orden.

En la figura 85 se graficaron los resultados del experimento A: degradacion de

PALl sin agregar deliberadamente ningin otro compuesto.

La figura 86 corresponde con la grafica de los datos de la degradacion obtenida

en el expenmento B, en el que se agregd ademas de PA1, isopAl.

La figura 87 corresponde con la grafica de la degradacion de PA] cuando se le

agregd isopAl y acido ascorbico, éste fue el experimeato C.

La figura 88 es la grafica de la degradacién de PA1 en presencia de acido

ascorbico, experimento D.
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Acetato de etilo a 37°

PAl
3
y=24920 - 2,9384e-3x
. y =2,4322-2,6292e-3x
y =2.4105 - 2,793Ce-3x
2 -
=l B InA1
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0 ¥ | I T y A 1
0 200 400 600 800
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Fig 85. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 37°C.
Experimento A.

Acetato de etilo a 37°
PA1 + isoPAl

y=2,5120-3,1310e-3x
N y=24572-2,7190e-3x
¥ =2,3200 - 2,5662¢-3x

= 2 InBi
‘?g e [nB2
5 ® InB2
0 v  — T - | p—
1] 200 400 600 8O0
horas
Fig 86. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 37°C.
Expenmento B.
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Acetato de etllo a 37°
PALl +isoPA1 + 4cido ascérbico

3
y=2.2726-28113e-3x
y=22013 - 3,8677¢-3x
9 y = 2,1000 - 2,6820e-3x
el B InCt
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-1 y T v .| T -
0 200 400 600 800
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Fig 87. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 37°C.

Experimento C.
Acetato de etilo a 37°
PAI + 4cido ascorbico
3
y=2,4007 - 2,8113e-3x
y=2,3858 - 2,8677e-3x
¥ =2,3953 - 2,6820e-3x
2 -
= @ InD1
E" e InD2
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0 T T o 1 8 & v v
0 200 400 600 800
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Fig 88. Cinéticas de Primer Orden de la Degradacion de PA1 en AcOEt a 37°C.
Experimento D.
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3.5 Tablas con los Valores de las Constantes de Velocidad de la Degradacién de
PA1 en Metanol, Buffer de fosfates pH 7,4, Suero y Acetato de Etila,

a-4°C,25°Cy 37°C

En Ia tabla 49 se encuentra el valor de la constante de velocidad de la
degradacién de PAl en metanol a - 4°C, 25°C y 37°C de las seis condiciones

experimentales estudiadas.

En la tabla S0 se encuentra el valor de la constante de velocidad de la
degradacion de PA1 en buffer de fosfatos ph 7,4 a - 4°C, 25°C y 37°C de las seis

condiciones experimentales estudiadas.

En la tabla S1 se encuentra el valor de la constante de velocidad de la
degradacién de PA1l en suero a - 4°C, 25°C y 37°C de las seis condiciones

experimentales estudiadas.

En la tabla 49 se encuentra el valor de la constante de velocidad de la

degradacién de PAL en acetato de etilo a - 4°C, 25°C y 37°C de las seis condiciones

experimentales estudiadas.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La presente investigacion tuvo como fin determinar el efecto que isopAl podria
tener sobre la degradacion de PAL. Las propiedades cromatogrificas de isopAl son
semejantes a las de PAI, y ya que la cromatografia de Liquidos es la técnica que se
emplea para purificar PA1, los lotes de éste se obtuvieran con una pequeia cantidad de
isopAl si bien no alterara la citotixidad de PAL, no se tiene informacion acerca de si este

contaminante pudiera influir en la degradacion de PAL.

La descomposicién de PA1 es un fendmeno indeseable ya que debido a él la vida
atil de PA1 disminuye y la presencia de los productos de degradacion pueden tal vez
complicar el mecanismo de accion de este compuesto, por lo que los resultados ofrecen

informacion que contribuyen parala vida util de este compuesto.

Para llevar a cabo este trabajo inicialmente se considero utilizar como control
PA1l completamente pura, por lo que se intentd desarrollar un método para la
repurificacion de PAL, las pruebas que se realizaron fueron infructuosas ya que en los
cromatogramas obtenidos en CLAR analitico de las fracciones eluidas por CLAR
preparativo se observd una sefial pequefia junto a la seiial de PA1 que corresponde a

1sopAl, figuras 5,6,7,8y9.

Lo anterior obligd a redisefiar los experimentos: se determiné la velocidad de
reaccion de la degradacion de PA] de una solucion a la que deliberadamente se le
agregd una cantidad de isopAl hasta completar el 6 %, con respecto a la cantidad de
PAl presente, y se comparo la constante de velocidad obtenida con la obtenida al

estudiar la degradacion de la solucion de PA1 a la que no se le agregd isopAl, esta
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ultima sirvié como control y referencia de los experimentos efectuados en los distintos

solventes y temperafuras.

El efecto de dcido ascorbico y bisulfifio de sodio se estudié de la misma manera:
a una solucidn de PAL se e agreg6 el 6 % de antioxidante, con respecto a [a cantidad de
PA1 presente en la solucidn, se determind la constante de velocidad y se comparé con la
constante de velocidad obtenida del estudio degradacion de la solucién de PA1 sin el

antioxidante,

La cuantificacion de isopAl se determind por '"HRMN, ya que por CLAR
analitico las sefiales de PA] e isopAl se traslapan y la resolucion entre ambos es
relativamente pabre, lo cual afecta de manera importante los resultados de la
cuantificacion de isopAl. Sin embargo, por "HRMN la selectividad de la sefial analitica
obtenida a 7,03 ppm, adjudicable a isopAl, figura 10, permite cuantificar el
contaminante natural presente en los lotes de PA1 de la mejor manera posible. En la
tabla 11 (pagina 38) se encuentran la proporcion de isopAl, determinada por "HRMN,
presente en aigunos lotes de PA1.

Se puede ver que la proporcidn de isopAl presente en los lotes de PA1 del
Laboratorio de Produccion esté alrededor del 4 % con respecto al contenido de PAI, por
lo que ¢n los experimentos para estudiar la degradacién de PA1 se realizaron teniendo

una propercién del 6 % de isopAl, como se menciond antes.

El efecto de isopAl sobre el proceso de degradacion de PA1 en estado solido se
estudié cuantificando la concentracion residual de dos lotes de PA1 con diferente
contenido de isopAl, por CLAR, a distintos tiempos. Se utilizo CLAR para la
determinacion de la concentracion residual de PA1 ya que, a diferencia de isopAl, su
sefial analitica es relativamente grande, con lo que se obtiene la respuesta adecuada para

su cuantificacion.
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Ya que que la resolucion en la separacién de dos compuestos depende de la
concentracion de éstos, y que ésta influye de manera importante en su cuantificacion.
antes de iniciar el estudio de descomposicion de PA1 se desarrollé un método para la
separacion analitica de PAl e isopAl por CLAR, en donde el pardmetro a mejorar fue la
resolucién entre ambas sefiales. Para ello se utilizaron soluciones de PA1 utilizando
cantidades de isopAl y PAl en la misma proporcién ea que se encuentran ea los lotes

del Laboratorio de Produccién.

El interés de desarroliar un método analitico, alin y que ya existe un método para
la cuantificacion de PA1 es que para la validacion de este Gltimo se utilizaron cantidades

equimoleculares de 1os compuestos de interés (21).

Se probaron distintas proporciones y programas de elucién, se utilizé6 una
columna C18-3 pm. Las condiciones de elucion obtenidas se encuentran en la tabla 12,
en donde a una concentracion de 60 ng/pL se puede apreciar una buena resolucién para
la cuantificacion de PAl. Con el desarrollo de este método se minimizd el

traslapamiento de las sefiales y se realizd la cuantificacion de PA1 de manera apropiada.

Se determinaron algunos pardmetros de validacion como la linealidad de la
respuesta del método en los intervalos de concentraciones: 1 — 20 ng/uL. y 20 — 100
ng/pL. El coeficiente de vanacion del factor de calibracion en estos intervalos de 5, 10y
3,57%, como se observa en las tablas 13 y 14 (pag 43) respectivamente, fue adecuado

para los fines de nuestro trabajo (60).

Para la optimizacion de los recursos asignados a la presente investigacidn fue

necesario realizar un estudio de estabilidad de estindares de PA1.
Con este estudio se pudo establecer que durante cinco semanas podiamas usar

alicuotas de PA1, previamente puestas en solucion, guardadas a - 22°C, ya que la

concentracién de PA1 durante este periodo se mantenia estable.
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Con el fin de optimizar la cantidad de PA1 disponible para su uso como estindar,
para la cuantificacion de PA1 residual en los estudios de degradacion tanto en sdlido

como en solucion se realizd un estudio de estabilidad de estandares.

Para ello se prepard una solucion stock de PA] y se dividid en alicuotas que se
colocaron a las mismas condiciones del estudio; estas sirvieron dentro de los limites de

estabilidad como estandares para la cuantificacion de PAL,

Esto significé un ahorro considerable de este compuesto ya que ¢l numero de
veces que se cuantificd PA1 en los experimentos del estudio de degradacion de PA1 fue

considerable.

El analisis de la grafica de Schewart, mostré, ademas del peniodo de estabilidad
de los estandares, que bajo las condiciones del estudio, la evaporacion del solvente fue
un factor critico en la conservacion de los estindares, ya que en esta grafica se aprecia
que la concentracion de PA1 en lugar de disminuir se incrementd. De esta manera se
lomaron las debidas precauciones en los posteriores experimentos en solucion; en €stos

se usaron viales con tapa de teflon para mimmizar la evaporacion del solventgs.

Para el diseno experimental del estudio de la degradacion de PA1 en estado
solido se realizé primero un estudio de degradacidn acelerada. Para ello se estudid la
degradacion de PAl a 25°C, 30°C y 50°C; los resultados de estas cinéticas coincidieron
con un comportamiento de primer orden; con la ecuacion de velocidad se calcul6 ia vida
media de PA1, este parametro fue para 25°C, 30°C y 50°C: 111,12; 78,85, 21,19 dias
respectivamente. Con estos ultimos valores se construyo una grafica de Asrhenius,
colocando en el eje de las abcisas los valores del inverso de la temperatura absoluta y en
el ¢je de las ordenadas el valor correspondiente al tempo de vida media calculado, se
ajustaron los puntos obtenidos y se obtuvo la ecuacion de regresidn que se encuentra en
la figura 18, con ésta se extrapolo el valor a la temperatura de interés, en nuestro caso <4

y - 22°C, el cual di6 223,9 y 311,57 dias respectivamente.
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El resultado anterior permitié proyectar los intervalos para realizar el estudio de
degradacion de PAl en estado solido. La determinacién de PA1 se realizd cada dos

IMEses.

En la seccion 3 4 se encuentran los datos de los resultados obtenidos en el
estudio de la degradacion de PA1 en estado sélido. Para el apalisis de estos resultados, y
como lo establece la bibliografia (34), se utilizo la pendiente de las rectas ajustadas en el

programa Cricket Graph, las cuales corresponden a la constante de velocidad respectiva.

El analisis de vanianza de las constantes de velocidad de la degradacion de PAI,
en estado solido, tabla 53 (pag 137), muestra que no existe variacitn estadisticamente
significativa en las constantes de velocidad de la degradacion de los lotes de PA1 en los

renglones de todos los factores estudiados.

En el rengidn correspondiente a [os lotes, se abserva que no hay variacion en las
constantes de velocidad de la degradacion de los lotes de PA1 con diferente contenido
deisopAl. Ya que P>F es mayor que 0,001 se puede afirmar, con un 99% de confianza,
que la diferencia en el contenido de isopAl en los lotes estudiados no afecta la velocidad
de degradacion de PAL. |

Esto significa el rechazo de la hipotesis establecida al inicio de este estudio con
respecto a la degradacion de PAl en estado sdlido, en la que se establecié que isopAl
influiria en la velocidad de degradacion de PA1, y se acepta la hipGtesis alternativaen la

que se establece que isopAl no influye en la degradacion de PA1.

De acuerdo con lo anterior s¢ puede anticipar que la repurificacion de los lotes de

PAl no ayudara a prevenir la degradacion de nuestro compuesto de interés,

Las constantes de velocidad obtenidas en el estudio de degradacion de PAl en
estado solido también se evaluaron utilizando la prueba t student bilateral para
comparacion de medias. Los intervalos de confianza al 95% para las constantes de

velocidad mencionadas se encuentran en la tabla 54.
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Al comparar los intervalos de confianza, se observa que los promedios de las
constantes de velocidad de todos los experimentos efectuados pertenecen a la misma
poblacién. Por lo que es posible afirmar con un 95% de confianza que la diferencia de
contenido de isopAl de los distintos lotes estudiados no afectd la velocidad de
descomposicién de PAl. Este resultado coincide con el obtenido en el andlisis de

varianza anterior.

TABLA 53

ANALISIS DE VARIANZA DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD
DE LA DEGRADACION DE PA1 SOLIDO

e | [ s | | P |
Repeticiones 1 0,000090 0,000090 0,0156 0,904
Temperatura 1 0,002947 0,002947 0,5127 0,528

Lote 1 0,055256 0,055256 92,6140 0,152
Tateraccion 1 0,021812 0,021812 3,7951 0,146

Error 3 0,017242 0,005747

Total 7 0,097348

Con respecto al factor temperatura y a la interaccion entre temperatura y lote se
observ6 el mismo resultado: no existe influencia de la temperatura (en el intervalo de
- 22°C a - 4°C) sobre la velocidad de degradacion de PA1 solida. De acuerdo con este
resultado se puede afirmar que la temperatura de guardado puede ser ya sea—22°C o -4

°C y la velocidad de degradacion de PA1 serd la misma.

E! fenomeno de degradacidn de PA1 en estado sélido es, como se menciond con
anterioridad, algo indeseable, desde el punto de vista que se desee enfocar el problema:

politica de buena maanufactura, control de calidad, mecanismo de accion, etc. por lo que
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seria conveniente profundizar ain mas en estudios de degradacion para relacionar éste
de manera mas detallada con factores que pueden estar influyendo como es la
temperatura, por lo que se debe hacer un estudio mas detallado del perfil de la
degradacién de PA1 con respecto a la temperatura, ya que este nos daria mas clementos

para ubicar ¢l problema de la degradacién,

TABLA 54

COMPARACION DE DE LOS PROMEDIOS DE LAS CONSTANTES DE
VELOCIDAD DE LA DEGRADACION DE PA1 EN ESTADO SOLIDO

UTILIZANDO t STUDENT
Expenmento | kpromedio s Itt:gifz:e
A 1,085 0,029 0,822-1,348
B 0,815 0,089 0,015-1,615
C 0,942 0,092 0,112-1,772
D 0,881 0,007 0,818-0,944

*u=x" %+ t ((s/(n)"?); t=12,71 prueba de dos celas 95%

Se debe, ademas, estudiar la fotodegradacion de PA1, esto es obtener el perfil de
degradacién con respecto a las diferentes longuitudes de onda de radiacién
electromagnética a que pueden estar sometidos los lotes de PA1, ya que este es un factor

intimamente ligado a la descomposicion de farmacos (41, 46, 65, 66).

Aungue €l objetivo principal de este trabajo fue el estudio del efecto de isopAl
sobre el proceso de degradacién de PAI1 sdlido, los resultados obtenidos permiten

calcular el periodo de caducidad de PAL.

La US. FD.A ha definido este pardmetro como el tiempo en que la
concentracion residual de un farmaco esta por arriba del 90% (24, 30, 31,32, 33, 34,) el
periodo de caducidad es, de acuerdo con este mismo organismo, al limite inferior del
intervalo de confianza del 95% del promedio de t90%, calculado con una prueba

unilateral t student,
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Para establecer este periodo (28, 30, 31, 43, 44, 67) se calculé la media de t190%
con los valores de Jas constantes de velocidad obtenidas en todos los experimentos de
degradacion de PAL solida, tabla 24, se utilizb la ecuacion t90% = 0,105/k; los valores
de t90% se encuentran en la tabla 55.

TABLA 55

PERIODO DE CADUCIDAD DE PA1 SOLIDA

t90% (dias)
Al | A2 Bl | B2|Cl|C2 | DI |D2| X" | s
99 99 140 | 120 | 104 | 120 | 119 | 120 | 115 14
Grados de libertad = 7;t_gos= 1,895

Utilizando: X* +t (s/(s)1/2)
di16 un intervalo106 - 124

El peniodo de caducidad de PA] serd, segun los resultados obtenidos de esta
manera de 106 dias.

No existe ningin antecedente de estudios efectuados para establecer el periodo

de caducidad de PAIl, por lo que el valor aqui obtenido es el primer intento que se

realiza en ese sentido.

Este parametro servira como punto de referencia en los estudios posteriores que
sobre este mismo fenomeno se realicen. Los esfuerzos que se hagan para aumentar el
periodo de caducidad redundaran en mayor beneficio para los pacientes a quienes se les

haya preescnto este fanmaco, y para los estudios que con este compuesto se realizan.
Ya que no existe en la bibliografia disponible datos sobre estabilidad de

antineoplasicos en estado solido no tenemos forma de comparar el periodo de caducidad

PA1 en estado solido con el de otros antineoplasicos. Esta comparacién si fue posible

realizarla con los valores de estabilidad obtenidos en solucion

En solucion se estudid el efecto que una cantidad aproximadamente del 5% de
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isapAl con respecto a la cantidad de PA1, tiene en el proceso de degradacion descrito,
en: metanol, buffer de fosfatos pH 7,4, suero y acetato de etilo. Se escogieron estos
solventes ya que metanol y acctato de etilo se utilizan en el proceso de extraccion; y con
el estudio en buffer de fosfatos pH 7,4 y en suero, se tratd de aobtener condiciones

aproximadas a los estudios biologicos que con PAI se realizan,

Para el estudio de la cinética de degradacion de PAl en solucion se determind
por CLAR la congentracion residual de PA1 a distintos intervalos. La proyeccion de
éstos se realizd considerando los resultados del Estudio de las Propiedades
Fisicoquimicas de Toxinas Aisladas de Karwinskia humboldtiana realizado por Martinez
V., L. E, en el Departamento de Farmacologia, en donde determind la vida media de
T514 (PA1) a en diferentes solventes y temperaturas; los resultados se encuentran en las
tablas 5y 10. En algunas cinéticas a partir de la determinacion de los resultados iniciales
s¢ proyectaron |os puntos cinéticos restantes. En todas las cinéticas se tratod de estudiar la
degradacion hasta aproximadamente tres vidas medias de la concentracion inicial de 50

ng de masa inyectada.

En cada uno de los solventes se determind por triplicade la ecuacion de
degradacion de PA1 a: - 4°C, 25°C y 37°C. Los resultados de estos estudios permiten
obtener informacion itil de las condiciones que normalmente se utiliza en los estudios

bioldgicos que con PAI se realizan..

En la seccidén 3.5 se encuentran los datos de los resultados obtenidos en el
estudio de la degradacion de PA] en solucion. Para el analisis de estos resultados, y
como lo establece la bibliografia respectiva (34), se utilizd la pendiente de las rectas
ajustadas en el programa Cricket Graph, las cuales corresponden a la constante de

velocidad respectiva.
En algunas condiciones experimentales ¢l proceso de degradacion presenta dos

cinéticas, como se puede observar en la degradacion en buffer de fosfatosa pH 7,4 a

—4°C y 37°C y en suero. Posiblemente esto sea debido a la existencia de dos
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mecanismos de reaccion. La evaluacion de los resultados se realizd con la constante de
velocidad de la primera de ellas, ya que para los fines de la evaluacién todas las cinéticas
pueden ser comparadas utilizando la constante de velocidad respectiva, lo cual no seria
posible si se intentara hacerlo con el segundo comportamiento cinético, esta debido a
que muchos de los resultados obtenidos no presentan este comportamiento lo cual

impediria su comparacion y evaluacion.

Las constantes de velocidad obtenidas en los experimentos que se realizaron para
estudiar el efecto de isopAl, acide ascorbico y bisulfito de sodio en las tres temperaturas
y en los cuatro solventes mencionados, que se encuentran en las tablas 49, 50, 51 y 52
(pags 128, 129, 130 y 131) se evaluaron mediante el analisis de vananza utilizando un
disefio factorial 3x4x6 (3 temperaturas x 4 solventes x 6 condiciones experimentales),

los datos obtenidos se encuentran en la tabla 56 (pag. 142).

En los renglones correspondientes a: temperatura, solventes, condicion
experimental, interaccion entre la temperatura y el solvente, temperatura y condicién
experimental v temperatura y solventes, se observd que existe diferencia altamente

significativa, esto quiere decir que existen diferencias en los resultados.

Para determinar entre cuales experimentos se encuentran estas diferencias se
comparararon los promedios de los resultados de cada uno de los factores por separado

utilizando t student para comparacion de medias.

Se compararon los intervalos de confianza calculados con la prueba t student
bilateral con un 95% de cenfianza de los promedios entre los resultados de los
expenimentos; PAl vs PAl + isopAl; PAl vs PA1 + acido ascorbico; PA1 + PAL +

bisulfito de sodio.

Las graficas de los intervalos de confianza de los promedios del estudio del
efecto de isopAl a — 4°C, 25°C y 37°C se encuentran en las figuras 8%, 90y 91.
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TABLA 56

ANALISIS DE VARIANZA DE LOS RESULTADOS .
DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE PA] EN SOLUCION

FV G L. SC CM F P>F
Temperatura 2 0,005085 | 0,002542 | 3193,0784 | 0,000
Solventes 3 0,0034%6 | 0,001165 1463,5796 | 0,000

Cond. Experimental| 5 0,000023 0,000GGS 5,8438 0,000

Temp x solvente 6 0,003030 | 0,000505 634,1313 0,000

Temp xcon exp. | 10 | 0000049 | 0,000005 6,0971 0,000

Solv. X cond. exp. [ 15 0,000065 | 0,000004 35,4390 0,000

Temp.xsolv.x ¢ exp| 30 0,000135 0,000004 5,6496 0,000

Error 142 | 0,000113 0,000001

Total 215 | 0,011997

(P>F)<0.,05 (Diferencia significativa), ** (P>F}<0,01 (Diferencia altamente significativa)
°CEmilio Olivares Sienz, Paquete de Disefios Experimentales Version 2.5, FAUANL
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Figura 89 . Comparacién de la Constante de Velocidad de Degradacién de PALl
Entre Soluciones a las que No se les Agregd [sopAl (A) y a las que Si
se les Agrego isopAl (B), a—4°C.
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Figura 90 . Comparacién de las Constante de Velocidad de Degradacion de PA1 Entre
Soluciones a las que No se les Agregd IsopAl (A) y a las que Si se les
Agrego 1sopAl (B), a 25°C
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Figura 91. Comparacién de las Constante de Velocidad de Degradacién de PAL
Entre Soluciones a las que No se les Agregé IsopAl (A) y a las que
Si se les agrego isopAl (B), a 37°C

La comparacién de los promedios de las constantes de velocidad de la
degradacion de PA1 de los experimentos A y B, en todos los solventes y en todas las
temperaturas muestra que no existe diferencia significativa entre éstos, ya que los
intervalos calculados con el 95% de confianza muestra que los promedios forman parte

de la misma pablacion.

En estas graficas (figs 89, 90 y 91) se observa que la velocidad de degradacion
de PA1 es mas rapida mientras mas alta es la temperatura, por lo que el almacenado de

PA1 en solucion debe ser inferior a -4 °C.
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Las graficas de los intervales de confianza de los promedios al estudiar el efecto
de acido ascérbico a — 4°C, 25°C y 37°C se encuentran en las figuras 92, 93 y 94.
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Figura 92 . Comparacién de las Constante de Velocidad de Degradacion de PAL
Entre Soluciones a las que No se les Agrego Acido Ascorbico (A) y
a las que Si se les Agregd Este Antioxidante (D), a -4°C
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Figura 93 . Comparacion de las Constante de Velotidad de Degradacion de
PAl Entre Soluciones a las que No se les Agregd Acido
Ascorbico (A) y a las que Si se les Agregé Este Antioxidante (D),
a25°C
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Figura 94 . Comparacién de las Constante de Velocidad de Degradacion de PAIL
Entre Soluciones a las que No se les Agregd Acido Ascorbico (A) y
a las que Si se les Agrego este Antioxidante (D), a 37°C

La comparaciéon de los promedios de las constantes de velocidad de la
degradacion de PA1 de los experimentos A y D, en todos los solventes y en todas las
temperaturas, muestra que no existe diferencia significativa entre éstos, ya que los
intervalos calculados con el $5% de confianza muestra que los promedios forman parte
de la misma poblacién, excepto en los resultados de la degradacion de PAl en metanol a
37°C, en donde el intervalo de confianza de la poblacién de A no se sobrepone con el

intervalo de confianza de 1a poblacion de D.

En estas graficas también se observa que la velocidad de degradacion de

PA] es mas rapida mientras mas alta es la temperatura.
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Las graficas de los intervalos de confianza de los promedios del estudio del
efecto de bisulfito de sodio a — 4°C, 25°C y 37°C se encuentran en las figuras 95, 96 y

97.
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Figura 95 . Comparacion de las Constante de Velocidad de Degradacion de PAI
Entre Soluciones a las que No se les Agregd Bisulfito de Sodio (A)
y a las que Si se les Agrego Este Antioxidante (F), a - 4°C

T T
{: B
P I
[ L] T :
T L
. J_ T
" A mel Fmet A bufTer ¥ bufler A sero F soero

Figura 96 . Comparacidn de las Constante de Velocidad de Degradacion de PAL
Entre Soluciones a las que Ne se les Agregd Bisulfito de Sadio (A)
y a las que Si se les Agrego Este Antioxidante (F), a 25°C.
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Figura 97 . Comparacion de las Constante de Velocidad de Degradacion de PA1
Entre Soluciones a las que No se les Agrego IsopAl (A) y a las que
Si se les Apregd Este Antioxidante (F), a 37°C

La comparacién de los promedios de las constantes de velocidad de la
degradacion de PA] de los experimentos A y F, en todos los solventes y en todas las
temperaturas, muestra que no existe diferencia significativa entre éstos, ya que los
intervalos calculados con el 95% de confianza muestra que los promedios forman parte

de la misma poblacion.

En estas graficas también se observa que la velocidad de degradacion de PA1
aumenta mientras se incrementa la temperatura, por lo que igual que en los resultados
antenores se puede establecer que una medida para incrementar la vida atl de PAl es

almacenarla en una temperatura inferior a los — 4°C.

El efecte de bisulfito de sodio en acetato de etilo no se estudio ya que en este

solvente este compuesto es insoluble.
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El efecto de la temperatura en la degradacion de PA1 en solucion se observa en
la figura 98, se puede apreciar que a medida que se incrementa la temperatura la
velocidad de degradacion de PA1 también lo hace.

De lo anterior se puede afirmar que la vida Gtil de PA1 en solucion, sera mayor

en la medida en que se couserva a la temperatura mas baja posible.

yray
=
-3

T
' L
. =1

Amet -4° Amet 25° Amet 3T°

Figura 98 . Comparacion de la constante de velocidad de la degradacion de PAL en
metanol a—4°C, 25°Cy 37°C.

En la figura 99 se graficaron los intervalos de confianza de los promedios de las

constantes de velocidad de la degradacion de PA1 en los solventes en estudio a 25°C.

L.a degradacion de PA1 es mas rapida en el buffer de fosfatos de pH 7,4, después
en metanol, seguido de la degradacién que ocurre en suero y por iltimo se observa que

la degradacion en acetato de etilo es mas lenta.
Los estudios bioldgicos que se lleven a cabo en buffer de fosfatos deben

considerar que la degradacion es importante, por lo que de ser posible seria mejor

utilizar suero como solvente en estos.
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Figura 99 . Comparacion de la constante de velocidad de la degradacién de PAl en
Metanol, Buffer, Suero y Acetato de Etilo a 25°C.

Del resultado del estudio de degradacion de PA1 en solucion se desprende que
isopAl no tiene ningun efecto sobre la velocidad de degradacion de PA1 por lo que la
hipotesis establecida al inicio de este trabajo “1sopAl influye en la degradacion de PA1”
se rechaza, y se acepta la hipotesis alternativa: isopAl no influye en la degradacion de
PA1

De acuerdo con lo anterior se puede afirmar que la repurificacion de los lotes de

PA] no contribuira a detener la degradacion de PA1 en solucioa.

Aunque el estudio realizado por Gémez A, E. (32) mostrd que agregar acido
ascorbico, cuando se lleva a cabo la extraccion de f'Al en distintos solventes aumenta la
recuperacion de este compuesto, los resultados de este trabajo muestran que la presencia
de acido ascérbico y bisulfito de sodio en metanol, buffer de fosfatos pH 7,4, suero y

acetato de etilo, no tienen efecto significativo sobre la velocidad de degradacion de PAL.

Con los datos de las constantes de velocidad que se encuentran en las tablas 50y
51, que corresponden a la degradacion de PA1 en buffer y suero a - 4°C, 25°C y 37°C,
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respectivamente, se calculd el periodo de caducidad de PA1 (33, 35, 36, 48, 49, 70), ya
que no existen antecedentes de este parametro. Se utilizo el mismo métado que para el

calculo del periodo de caducidad en estado solido.

En la tabla 57 se encuentran los t 90% de la degradacion de PA1 en buffer a
—4°C, 25°C y 37°C y en la tabla 58 se encuentran los valores de t30% de la degradacion
de PAI en suero a las mismas temperaturas.

TABLA 57

VALORES DE t90% PARA LA DEGRADACION DE PA1
EN BUFFER DE FOSFATOS A pH 74.

(HORAS)
A J/B/ [ € ]I D/ EWW] IF

S

62,5 578 60,61 69,5 519 50,2

62,0 58,4 63,87 67.0 63,2 56,9

62,4 58,8 66,18 60,0 64,3 582
257

14,6 13,8 17,5 14,4 13,6 14 4

138 13§ 14.2 15,2 14,1 143

14,7 13,6 14.6 15,6 144 14,5
37°C

3,7 3.8 3,8 43 4.1 4,1

3,5 34 4,1 4,1 3,0 4.0

3.7 4,0 3.9 3,9 4.6 3.9

t90% = 0,105/k1

Condiciones Experimentales: A =PAl;, B =PAl +isopAl; C=PA] +isopAl +
Acido Ascorbico; I = PA1 + Acido Ascérbico; E = PAl +isopAl + Bisulfito de Sodio;
F = PA1 + Bisulfito de sodia.
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TABLA 58

VALORES DE t90% PARA LA DEGRADACION DE PA1 EN SUERQO

(HORAS)
A B c ' b | E F
-4°C
111,6 122.8 125,6 124,0 1186
1259 157,2 1450 180,6 183,0
173,2 142,6 130,35 146,6 122,3
25°C
47,5 449 50,5 354 380 32,2
41,0 36,8 182 376 39,9 357
46,6 51,7 363 374 41,7 32,0
37°C
91 14 124 122 11,7 127
11,1 11,0 12,5 10.8 11,1 13,3
10,8 11,7 12,2 12,8 12,1 127

{90% = 0,105/

Condicienes Experimentales: A = PA1; B=PAl +isopAl; C=PAl +isopAl +

Acido Ascorbico; D = PA1 + Acido Ascorbico; E =PAI + isopAl + Bisulfito de Sodia,
F =PA1 + Bisulfita de sodio.

Con los valores de t90% se calcularon los intervalos de confanza con un 95%
con una prueba de t student unilateral como lo recomiends la bibliografia (34). En la

tabla 59 se encuentran estos para la degradacién de PAL en el buffer y en la tabla 60

para suero.
TABLA 59
PERIODO DE CADUCIDAD DE PA1 EN BUFFER DE FOSFATOS

(HORAS)

t/°C e s gl 1 tablas Intervalo t0.95

prom.

-4 61,4 3,91 17 1,74 59,8-63,0 598

25 14 4 0,91 17 1,74 14,0-14,8 14.0

37 39 038§ 17 1,74 38-40 38

S = desviacion estandar, g. 1. = grados de liberted; t0.95 = periodo de caducidad.

152




TABLA 60

PERIODO DE CADUCIDAD DE PA1 EN SUERO

~ (HORAS)
190%
t°C prom, s gl t tablas Intervalo 10,95
-4 1406 23,28 14 1,76 130,0-151,2 130,0
25 40,2 5,85 17 1,74 37,8- 426 378
37 11,8 1,0 17 1,74 114-12 2 11,4

s = desviacion estindar; g. 1. = grados de libertad; t0.95 = periodoe de caducidad.

La estabilidad de algunos antineoplasicos y compuestos relacionados

encuentran en la tabla 61.

TABLA 61

ESTABILIDAD DE COMPUESTOS ANTINEOPLASICOS COMERCIALES

Compuesto t/°C Solvente Ensayo Estabilidad
Actinomicina D - 60 a B 13 S
Adriamicina - 60 sS B 10 S
BCNU - 60 aa/a B 14 S
Cisplatina - 60 a B 36 S
5-Fluoracilo -60 a B 378
Melphalam - 60 aa/a B 388
Mitomicina C - 60 a B 618
Vinblastina - 60 ss B 14 S
Clor. Doxorubicina 4 a CLAR 6m

20 a CLAR 1 m
Adrniamicina TC SS F 20h
TC a F 1,6 h
21 Ss CLAR 31h
4’-Epiadrimicina 5 ss 48 h
TC S 24 h
4’ Deoxiadriamicina | TC ss 24 h
Daunorubicina TC §s CLAR 40 h
Aclacinomicina TC ss CLAR 52h
Rubidazona 5 SS Sh
TC ss 13k
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CONTINUACION

Compuesto t/°C Solvente Ensayp Estabilidad
Mitoxantrona -20 98 B 28
=70 ss B 28
5 88 B 28
TC 38 B 48 h
Bisantreno TC S B 24 h
Bleomicina - 20 59 B 38
-70 89 B 28
5 SS B 48
TC S B 14d
Mithramicina 5 S8 CLAR 48 h
TC $5 B 24 h
2’-Deoxicoformicina 5 58 B 44
TC $5 B id

a = agua, 58 = solucién salina, aa/a = alcohol absoluto/agua; B ensayo biolégico
CLAR = Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién, TC = Temperatura de
Laboratorio; S = Semana, d = dia; h = hora.

Los valores de t90% de PAL en solucién buffer y en suero a 4°C, 25°C y 37°C

se encuentran en la tabla 62.

TABLA 62
RESUMEN DE LA ESTABILIDAD DE PA1 EN SOLUCION BUFFER
Y EN SUERQ A -4°C, 25°C Y 37°C

IC Solvente Ensayo t095
-4 Buffer CLAR 598
25 Buffer CLAR. 14,0
37 Buffer CLAR 38
-4 suero CLAR 130,0
25 suero CLAR 378
37 suero CLAR 114

Con estos resultados se puede ver que PAl es mas estable que algunos
antineoplasicos que actualmente se encuentran en el comercio, especialmente cuando se

utiliza suero como solvente.
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A la fecha que los resultados de la presente investigacion se estaban procesando,,
en el Laboratorio de Extraccion y Sintesis se logrd obtener, con un procedimiento
distinto al que se utilizé en este trabajo, un lote de PAL con una proporcion del 0,8% de
contaminante. Con este lote estudiamos, a 25°C y en [os mismos solventes, la velocidad

de degradacion de PAL.

Al comparar la constante de velocidad de la degradacion de este Glime lote con
los resultados obtenidos anteriormente, no encontramos diferencia estadisticamente
significativas a un nivel del 95%. La comparacion de las constantes de velocidad de la
degradacion obtenidas en este estudio se encuentra en la figura 100, por lo que estos
Gltimos resultados le dan mayor validez a lo establecido anteriormente en donde isopA

no tiene efecto sobre el fenémeno estudiado,
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Figura 100 . Constante de Velocidad de PA1 del Estudio de la Degradacién ya Descrito
(A); Constante de Velocidad de PA1 Repurificada (R).
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CONCLUSIONES

1. El estudio de estabilidad de estindares de PAI indicd un periodo Optimo para el uso

de éstos, de 5 semanas.

2. La vida media proyectada por medio de degradacion acelerada fue, a - 4°C y - 22°C,

de 7y 10 meses respectivamente.

3. El estudio de degradacion de PA] a condiciones normales de guardado en estado
salido mostrd que no existe diferencia significativa en los resultados de los dos factores

de vanacion estudiados: temperaturas (- 22 y — 4°C) y contenido de isopAl.

4. En la cinética de degradacion de PA1 en estado solido se observd que la diferencia en
la cantidad de isopAl presente en los lotes estudiados no influye en el proceso de

degradacion estudiado.

5. El calculo de la vida media promedio fue para el estudio de degradacion a condiciones
normales de guardado, de 26 y 27 meses para — 4°C y — 22°C respectivamente. Estas
cifras se encuentran por arriba de las calculadas con el procedimiento de degradacion
acelerada, por lo que la planeacion de estudios bajo condiciones aceleradas debe

hacerse con mayor cuidado.

6. Se observo que no hay efecto de isopAl, acido ascorbico v bisulfito de sodio cuando
se estudio la degradacion de PA1 en: metanol, buffer de fosfatos pH 7,4, suera y acetato

de etilo.

7. Dados los resultados obtenidos del estudio de degradacidn de PAI1 tanto en sélido
como en solucion rechazamos la hipatesis de trabajo “la presencia de isopAl influye en
el proceso de degradacion de PA1" y se acepta la hipdtesis altenativa “la presencia de

isopAl no influye en el proceso de degradacion de PA1™.
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