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RESUMEN

ANT-00 es una formulaciéon de origen natural que contiene sangre bovina, en una matriz de otras
sustancias naturales. El mismo tiene como compuesto bioactivo de mayor importancia farmacologica
la molécula de hemo, que aporta la hemoglobina de la sangre bovina. El objetivo de este trabajo fue
desarrollar y validar el método de cuantificacion de hemo en ANT-00. El método consistié en la
solubilizacion del hemo en una disolucion de NaOH 0,1 mol/L y Triton X-100 al 2,5 %. La
concentracion de hemo se determind espectrofotométricamente a partir de la absorbancia (575 nm)
de la muestra y un patrén de trabajo de hematina porcina. Se determind la influencia en el disolvente
de dos concentraciones de NaOH (0,1 y 0,5 mol/L) asi como la influencia de la centrifugacion. Se
calculd el coeficiente de extincibn molar de la hematina porcina en las condiciones de trabajo y se
realizé un estudio de la estabilidad del patrén de trabajo a la concentracion de 60 pg/mL durante 28
dias, a temperatura de 2 a 8 °C y de 15 a 25 °C. Se evaluaron los parametros de especificidad,
linealidad, exactitud y precisién. Se obtuvo como resultado que no existen diferencias significativas
entre una u otra concentracibn de NaOH ni entre las muestras centrifugadas o no (p > 0,05). El
coeficiente de extinciéon molar de la hematina porcina obtenido fue de 6,465 + 0,303 10° L/cm.mol. En
el estudio de estabilidad se obtuvo que el patrén es estable a temperatura de 2 a 8 °C pero no a
temperatura de 15 a 25 °C. El método ademas mostrd ser especifico, lineal, exacto y preciso, al
cumplir con los criterios de aceptacion requeridos.

Palabras claves: Hemo, Espectrofotometria, Validacion

DEVELOPMENT OF A NEW ANALYTICAL METHOD FOR HEME QUANTIFICATION IN ANT-00
ABSTRACT

ANT-00 is a formulation of natural origin that contains bovine blood, in a matrix of other natural
substances. It has as a bioactive compound of major pharmacological importance the heme molecule,
which provides the hemoglobin of bovine blood. The objective of this work was to develop and validate
the method of quantification of heme in ANT-00. The method consisted in the solubilization of heme in
a solution of NaOH 0.1 mol/L and Triton X-100 2.5%. The heme concentration was determined
spectrophotometrically from the absorbance (575 nm) of the sample and a working standard of
porcine haematine. The influence of two NaOH concentrations (0.1 and 0.5 mol/L) on the solvent was
determined, as well as the influence of centrifugation. The coefficient of molar extinction of porcine
haematine was calculated under working conditions and a study of the stability of the working
standard at the concentration of 60 pg/mL for 28 days, at a temperature of 2 to 8 °C and of 15 to 25 °C
was carried out. The parameters of specificity, linearity, accuracy and precision were evaluated. The
result was that there were no significant differences between the NaOH concentrations and between
the centrifugated and un-centrifugated samples (p> 0.05). The molar extinction coefficient of the
porcine haematine obtained was 6.465 + 0.303 10° L/cm.mol. In the stability study it was obtained that
the standard is stable at a temperature from 2 to 8 °C but not at a temperature from 15 to 25 °C. The
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method also proved to be specific, linear, accurate and precise, meeting the required acceptance

criteria.

Palabras claves: Heme, Spectrophotometry, Validation

INTRODUCCION

ANT-00 es una formulacion de origen natural que contiene miel de abejas, sangre bovina, extracto
acuoso abomasal, benzoato de sodio y propéleos. La sangre bovina es hidrolizada parcialmente por
accion del extracto acuoso abomasal. La miel de abejas, el benzoato de sodio y el propdleos se
utilizan como preservantes de la formulacion. La misma tiene como compuesto bioactivo de mayor
importancia farmacologica la molécula de hemo, que aporta la hemoglobina de la sangre bovina.

Esta formulacién de accién antianémica se va a emplear como Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA)
en futuros medicamentos por lo que es necesario desarrollar un método analitico capaz de cuantificar
la molécula de hemo.

Los métodos analiticos para la cuantificacion de esta molécula se pueden agrupar en tres grupos:
espectroscopia de absorcion atémica?, métodos espectrofotométricos que cuantifican hierro como los
métodos de la ferrozina® y la o-fenantrolina® y métodos espectrofotométricos que cuantifican
hemoglobina o hemo* como los métodos de la cianometahemoglobina® ¢, la acetona acidificada® "1° y
la hematina alcalinal® 2. Las dos primeras variantes cuantifican el hierro total presente en la muestra,
tanto el hierro hemo como el no hemo, por lo que los métodos de la tercera variante son los mas
directos.

La validacion de un método analitico es el proceso que establece, mediante estudios en laboratorio,
gue las caracteristicas de desempefio del método cumplen los requisitos para las aplicaciones
analiticas previstas'®. En las actividades de control desemperfia un papel determinante pues de ellos
depende la comprobacion confiable y reproducible de los indices de calidad de las materias primas,
IFAs y productos terminados, lo cual contribuye notablemente al aseguramiento de la calidad,
seguridad y eficacia de los mismos*. Ademas, la validacién de los métodos analiticos que se
emplean para evaluar la calidad durante las producciones farmacéuticas es un requisito para la
aprobacion del registro sanitario del medicamento para su comercializacién?!® 6.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y validar el método de cuantificacién de hemo en la

formulacion ANT-00.

MATERIALES Y METODOS

Todas las materias primas empleadas en el estudio de validacién fueron producidas en BioCen
(Cuba), excepto la miel de abejas y el propdleos que fueron producidos en APICUBA (Cuba). En
todos los casos se cumplié con las especificaciones de calidad establecidas para el control de la
calidad de las materias primas. Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, procedentes
de la firmas Merck (Alemania) y Sigma — Aldrich (Merck, Alemania).

Descripcion del método analitico

Las muestras de ANT-00 se solubilizaron en una disolucién de NaOH 0,1 mol/L y Tritén X-100 al 2,5
%. Luego se midio la absorbancia (ABS) a 575 nm en un espectrofotdmetro (Jenway, Reino Unido de
Gran Bretafia) utilizando como blanco la disolucién de NaOH 0,1 mol/L y Triton X-100 al 2,5 %. El
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contenido de hemo se calculé a partir de un patrén de trabajo de hematina porcina. La suspension

stock de ANT-00 se prepar6 en agua destilada a una concentracion de 10 mg/mL.

Desarrollo del patron de hematina porcina

El patrébn de hematina porcina se preparé en el laboratorio a partir de una disolucion stock de
hematina porcina en NaOH y Triton X-100 a 2,5 mg/mL. Esté disolucién fue preparada utilizando el
reactivo suministrado por Sigma-Aldrich cuyo contenido de hemo se estimé a partir del contenido de
hierro que reporta el certificado del fabricante y fue del 93,5 % .

Calculo del coeficiente de extincion molar (€) de la hematina porcina

Se prepararon cinco concentraciones diferentes de hematina porcina (20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL) y
se midié la ABS de cada concentracién por triplicado. El procedimiento anterior fue realizado por
cuatro analistas del laboratorio. Posteriormente se calculé el € de cada valor de concentracion
obtenido y se determiné el valor promedio del €.

Preparacion del patron de trabajo

A partir del € se calculd el volumen de la solucién stock necesario para preparar 50 mL de la disolucion
patron de trabajo de hematina porcina a la concentracién de 60 pg/mL, utilizando la disolucion de
NaOH 0,1 mol/L y Tritén X-100 al 2,5 % y se midié la ABS por triplicado. Se envasé la muestra patréon
en bulbos 2R previamente esterilizados con sus respectivos tapones, casquillos y etiquetas de
identificacion.

Para la lectura del patron en cada corte se tomaron 3 bulbos de la muestra patron y se dejaron reposar
en el laboratorio durante 1 h para que adquirieran la temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, se

rompi6 el sello de los bulbos y se tomaron lentamente 1,5 mL con una jeringuilla de 5 mL, para evitar
la formacion de espuma y se midié la ABS de las muestras para calcular el promedio.

Estudio de estabilidad

Se realiz6 un estudio de la estabilidad de vida de estante, el cual tuvo una duraciéon de 28 dias con
cortes para realizar los ensayos a los 0, 3, 7, 14, 21 y 28 dias. Se utilizaron 3 lotes de 36 bulbos cada
uno, los cuales se envasaron con 2 mL de disolucién de hematina porcina a 60 pg/mL en NaOH 0,1
mol/L y Tritbn X-100 al 2,5 %. La mitad de las muestras se almacenaron en refrigeracion a la
temperatura de 2 a 8 °C y el resto a la temperatura de 15 a 25 °C, ambas protegidas de la luz. Se
evaluaron tres muestras de cada lote en cada tiempo experimental. Se midié la ABS de cada muestra
y se utilizd6 como criterio de aceptacion que la ABS en el corte donde se realiz6 la determinacién fuera
= 97,5% de la ABS determinada en el tiempo O.

Estandarizacion del método en muestras de ANT-00
Influencia de la concentracién de NaOH

Se evaluo el efecto de dos concentraciones diferentes de NaOH (0,1 y 0,5 mol/L) en la solubilizacién
del hemo que contienen las muestras de la formulacién ANT-00. Para ello en seis tubos Corning de
15 mL se adicionaron 5 mL de la disolucién de NaOH 0,5 mol/L y Triton X-100 al 5 %. Luego,
agitando a baja velocidad, se adicionaron 5 mL de la suspension stock de ANT-00. Se centrifugd a
64719 durante 3 min, se tomaron 1,5 mL del sobrenadante y se midi6é la ABS. Posteriormente se
tomaron otros seis tubos Corning de 15 mL y se repiti6 el procedimiento utilizando una disolucion de

NaOH 0,1 mol/L y Triton X-100 al 5 %. Este procedimiento se aplico a tres lotes de ANT-00. Se
o ). o O 20 e . o o ) )
25



http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias/www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 6/No. 1 - 2020
Junio

) o)) O e .o . o o O ) ) ). ) ) o e o o
calculé el contenido de hemo en cada muestra y se determiné si existian diferencias significativas

entre los valores de contenido de hemo obtenidos aplicando una Prueba de t de Student’s con un
nivel de significacion de p < 0,05.

Influencia de la centrifugacion

En 12 tubos Corning de 15 mL se adicionaron 5 mL de la disolucién de NaOH a la concentracion
seleccionada en el experimento anterior y Triton X-100 al 5%, agitando a baja velocidad, se
adicionaron 5 mL de la suspension stock de ANT-00. Luego se tomaron seis tubos y se centrifugaron
a 6471 g durante 3 min. Posteriormente se tomaron 1,5 mL del sobrenadante de los 12 tubos y se
midio la ABS. Se calcul6 el contenido de hemo en cada muestra. Este procedimiento se aplico a tres
lotes de ANT-00. Se determind si existian diferencias significativas entre el contenido de hemo
aplicando una Prueba de t de Student’s con un nivel de significaciéon de p < 0,05.

Cuantificacién de hemo en diferentes lotes de ANT-00

Se prepararon las soluciones stock de 23 lotes de la formulacion ANT-00. Luego en un tubo Corning
de 15 mL, se adicionaron 5 mL de la disolucion de NaOH a la concentracion seleccionada en el
experimento previo y Tritén X-100 al 5 % y 5 mL de la disolucién stock de ANT-00. Se homogenizaron
los tubos, se tomaron 1,5 mL del sobrenadante y se midié la ABS. Se calcul6 el contenido de hemo
en cada muestra a partir del patron de concentracion de 60 pg/mL y se calculé el contenido promedio
de hemo entre los lotes analizados.

Validaciéon del método analitico
Especificidad

Se determiné el contenido de hemo en seis réplicas de muestras de ANT-00 y en seis réplicas de
muestras de ANT-00 a las cuales se le adicionaron 2,48 mL de placebo preparado con miel de
abejas, propdleos, extracto acuoso abomasal, benzoato de sodio y agua destilada. Después de
calcular el contenido de hemo en cada muestra se determingd si existian diferencias significativas
entre ambos grupos de muestras aplicando una Prueba de t de Student’s con un nivel de significacion
de p < 0,05. Se realizaron los espectros de absorcién al UV-Vis de las muestras de ANT-00, placebo
y hemina porcina que se utilizé6 como patrén de trabajo, desde 545 a 605 nm y se compararon los
resultados cualitativamente. Los espectros de absorcion de la hemina porcina 'y de ANT-00 deben ser
similares. El placebo no debe absorber en el rango de longitudes de onda de interés analitico para
ANT-00.

Linealidad

Se determind la linealidad del método mediante la cuantificacién de hemo en las muestras de ANT-00
y de hemina porcina que se utilizé6 como patron de trabajo. En ambas muestras se evalud el rango de
concentraciones de 7,7 a 14,3 mg/g (70 a 130 % del contenido medio de hemo). Posteriormente se
realizé el andlisis de regresion lineal, utilizando el método de los minimos cuadrados entre la ABS y la
concentracion de hemo. Se tomé como criterio de aceptacion que el coeficiente de correlacion (r) 2
0,99, el coeficiente de determinacién (r?) = 0,98, la desviaciéon estandar relativa de la pendiente: Sb
(rel) = 2,0 % vy el coeficiente de variacion de los factores de respuesta: CV; < 5,0 %.
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Exactitud

Se determind la exactitud de la cuantificacion de contenido de hemo aportado por ANT-00 en tres
muestras a la concentracion de 7,7 mg/g de hemo. A dos de estas muestras se le adicionaron
cantidades conocidas de hemina porcina (3,3 y 6,6 mg de hemo) y la tercera muestra se utiliz6 como
control. Las muestras presentaron tres niveles de concentracion de hemo correspondientes al 70, 100
y 130 %. Se prepararon tres réplicas de cada concentracién, se midié la ABS y se determiné la
concentracion de hemo asi como el porcentaje de recuperacion en cada muestra. Posteriormente se
determing si existian diferencias significativas entre el porcentaje de recuperacion de cada muestra y
el 100 % aplicando una Prueba de t de Student’s con un nivel de significacién de p < 0,05.

Precisiéon
Repetibilidad

Se determind la precision del ensayo para tres niveles de concentraciéon: 70, 100 y 130 %, para ello
se prepararon muestras que contenian 7,7; 11y 14,3 mg/g de hemo. Se midi6 la ABS, se determin6
la concentracion de hemo en cada muestra, asi como la concentracion de hemo promedio y se
calcul6 el Coeficiente de variacion (CV) entre las cuatro réplicas de cada concentracion utilizando
como criterio de aceptacion que el CV < 3,0 %.

Precisién Intermedia

La misma se analiz6 entre dos analistas, para lo cual se repitieron las operaciones del ensayo de
repetibilidad por otro analista del mismo laboratorio. Se determind la concentracion de hemo
promedio y se calculd el CV entre las ocho réplicas de cada concentracion realizada por los dos
analistas del laboratorio. Ademas, este parametro también se analizé en dos dias diferentes por un
mismo analista y también se determiné la concentracién de hemo promedio y se calculé el CV entre
las ocho réplicas de cada concentracion realizada en los dos dias utilizando como criterio de
aceptacién que el CV < 3,0 %.

Procesamiento estadistico de los resultados

En el procesamiento de los resultados fue empleado el programa Microsoft Excel del paquete de
Microsoft Office 2010 y para realizar el andlisis estadistico se emple6 el programa GraphPadPrism
version 5.0 (Estados Unidos).

RESULTADOS
Desarrollo del Patrén de hematina porcina

Se calcul6 el € de cada valor de concentracion obtenido y se determiné el valor promedio del mismo,
el cual fue de 6,465 + 0,303 10° L/cm.mol (Tabla 1).
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Tabla 1. Absorbancia y Coeficiente de extincién molar obtenido para cada concentraciéon de

hematina porcina

Con(tl‘;?r:f)cmn ABS1 | ABS2 | ABS3 | ABS4 | ABS prom (DE) L/fré?:;l)
20 0,216 | 0,221 | 0,242 | 0,196 0,219 (0,019) 6,929
40 0,394 | 0411 | 0,432 | 0,411 0,412 (0,016) 6,525
60 0,610 | 0,615 | 0,617 | 0,603 0,611 (0,006) 6,454
80 0,798 | 0,797 | 0,800 | 0,786 0,795 (0,006) 6,297
100 0,964 | 0,964 | 0,979 | 0,957 0,966 (0,009) 6,120
Promedio (DE) 6,465 (0,303)

ABS: Absorbancia, DE: Desviacion estandar, €: Coeficiente de extincion molar.

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad del patron de hematina
porcina a las dos temperaturas estudiadas (2 — 8 °C y 15 — 25°C).

Tabla 2. Comportamiento de la absorbancia del patron de trabajo de hematina porcina durante

28 dias
Tiempo (d
po (d) Limite de
Lote aceptacién (97,5
0 3 7 14 21 28 % de la ABS en
tiempo 0)
Temperaturade 2-8°C
1 0,616 | 0,615 | 0,614 | 0,612 | 0,613 | 0,608 0,600
ABS 2 0,611 | 0,598 | 0,606 | 0,600 | 0,602 | 0,599 0,595
3 0,620 | 0,608 | 0,616 | 0,604 | 0,614 | 0,609 0,604
Temperatura de 15 a 25°C
1 0,633 | 0,629 | 0,626 | 0,620 | 0,608 | 0,597 0,617
ABS 2 0,602 | 0,603 | 0,599 | 0,592 | 0,585 | 0,570 0,587
3 0,603 | 0,602 | 0,600 | 0,594 | 0,587 | 0,569 0,588

ABS: Absorbancia, d: dias.

Los resultados de los andlisis de regresion lineal que se realizaron para estimar el periodo de validez,
a partir del limite propuesto en el experimento, demostraron que a la temperatura de 2 a 8 °C los
tiempos obtenidos fueron para el Lote 1, 66 dias; para el Lote 2, 43 dias y para el Lote 3, 48 dias. En
el caso del estudio a la temperatura de 15 a 25 °C los tiempos obtenidos fueron para el Lote 1, 13
dias; para el Lote 2, 16 dias y para el Lote 3, 16 dias (Figuras 1y 2).
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Figura 1. Regresion lineal a latemperaturade 2 -8 °C
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Figura 2. Regresion lineal ala temperatura de 15 - 25 °C

Estandarizacion del método en muestras de ANT-00

Se determind que no existian diferencias significativas entre los valores de contenido de hemo
obtenidos en las muestras que fueron analizadas con las diferentes concentraciones de NaOH en la
disolucion de extraccion (Lote 01 p = 0,0654; Lote 02 p = 0,0675; Lote 03 p = 0905) (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la concentracién de NaOH en la cuantificacién de hemo en las muestras de

ANT-00
Concentracion de hemo (mg/g)
Lote 012018 Lote 022018 Lote 032018
0,1 mol/L 0,5 mol/L 0,1 mol/L 0,5 mol/L 0,1 mol/L 0,5 mol/L
11,21 11,06 11,78 12,00 11,25 11,47
11,44 11,10 12,02 11,80 11,27 11,67
11,34 11,23 11,93 11,69 11,57 11,69
11,21 11,26 12,13 11,84 11,38 11,41
11,07 10,97 12,08 11,78 11,61 11,52
11,22 10,96 11,80 11,71 11,48 11,71
11,25 (0,12) 11,10 (0,12) 11,96 (0,14) 11,80 (0,11) 11,43 (0,15) 11,58 (0,13)

Ademas también se obtuvo que no existian diferencias significativas entre los valores de hemo
obtenidos en las muestras de ANT-00 cuando se mide la ABS sin centrifugar o cuando se aplica
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previamente la centrifugacion (Lote 042018 p = 0,1660; Lote 052018 p = 0,6803 y Lote 062018 p =

0,9311) (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto de la centrifugacion en la cuantificacion de hemo en las muestras de ANT-00

Concentracién de hemo (mg/g)
Lote 042018 Lote 052018 Lote 062018
S.m Centrifugado S.m Centrifugado S!n Centrifugado
centrifugar centrifugar centrifugar
11,41 11,50 12,29 12,31 11,20 11,18
11,45 11,45 12,33 12,44 11,18 11,20
11,49 11,54 12,33 12,29 11,18 11,18
11,49 11,43 12,29 12,27 11,18 11,20
11,45 11,54 12,29 12,31 11,22 11,20
11,45 11,48 12,27 12,31 11,22 11,20
11,46 (0,03) 11,49 (0,04) 12,30 (0,03) 12,32 (0,06) 11,20 (0,02) 11,20 (0,01)

Por otra parte, mediante el andlisis del contenido de hemo en 23 lotes de ANT-00 producidos a escala

piloto se pudo determinar el valor promedio del analito que fue de 11,55 + 0,33 mg/qg.

Validaciéon del método analitico

Especificidad

Los valores de contenido de hemo obtenidos para las muestras de ANT-00 y ANT-00 + placebo
fueron de 10,89 = 0,05 (mg/g) y 10,94 + 0,04 (mg/g) respectivamente. Se determind que no existian
diferencias significativas entre los mismos, para un valor de probabilidad de 0,0702 cumpliendo con el
criterio de aceptacion requerido. En la figura 3 se muestran los espectros de absorcion.

Linealidad

0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

Absorbancia

545 550 555 560 565 570 575 580 585 590 595 600 605

Espectros de absorcién

Longitud de onda (nm)

——— ANT-00

Figura 3. Espectros de absorcion

Hemina

Placebo

En la figura 4 se muestran los analisis de regresion lineal obtenidos para la hemina porcina y ANT-00.
Los valores de los parametros estadisticos obtenidos para el estudio de linealidad de la hemina
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fueron r? = 0,9990; r = 0,9995; Sb rel = 1,35 y CV;= 2,77. En el caso de ANT-00 los valores obtenidos
fueron r> = 0,9999; r = 0,9999; Sb rel = 0,74 y CV; = 2,36.

Hemina ANT-00
0,8 0,8
07 - & 07 A
06 | - g 06 - el
Eos - / Eops | A
204 - g 204 | A
§ 03 - ——Réplical rz=0,9993 r= 0,9997 § 03 { —e—Réplical 2=0,9997 r=0,9998
0,2 © —m—Réplica2 r’= 0,9983 r= 0,9992 0,2 |  —m—Réplica2 r2=0,9999 r=1,0000

0,1
0

0,1 Réplica 3
0

Réplica 3 r’=0,9994 r= 0,9997 r’= 10,9992 r=0,9996

6,00 800 1000 1200 1400 1600

Cont Hemo (mg/g)

6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 2,00 4,00

Cont Hemo (mg/g)

0,00 2,00 4,00 0,00

Figura 4. Andlisis de regresion lineal en las muestras de hemina porcinay ANT-00.
Exactitud

Se calcul6 la concentracion esperada de hemo en ANT-00 obteniéndose un valor de 7,62 mg/g de
hemo. Ademas, se calcul6 la concentracion esperada de hemo en la hemina para una muestra mas
concentrada y mas diluida, reportando valores de concentracion de hemo de 3,3 y 6,6 mg/g
respectivamente. Los resultados obtenidos de la ABS y el contenido de hemo de las muestras se
presentan en la tabla 5. Se determind que no existian diferencias significativas entre los porcentajes
de recuperacién de cada muestra y el 100 %, reportando un valor de p de 0,2697 (Tabla 5).

Tabla 5. Concentracion de hemo y porcentaje de recuperacion del contenido de hemo alas
diferentes concentraciones en la formulacion ANT-00

, Concentracion de hemo .
Absorbancia , Porcentaje de
promedio (mg/qg) L
Muestras Vai Valor recuperacion
. alor %
1 2 3 Promedio calculado esperado )
1 0,394 | 0,393 | 0,394 0,394 7,62 7,62 100
2 0,565 | 0,563 | 0,567 0,565 10,94 10,92 100
3 0,728 | 0,738 | 0,722 0,729 14,12 14,22 99
Precisién

En la tabla 6 se muestran los resultados obtenidos en el estudio de la repetibilidad de la
concentracion de hemo para un analista asi como los CV obtenidos.

Tabla 6. Repetibilidad del método de cuantificacién de hemo en la formulacién de ANT-00

Concentracion de hemo (mg/d
Muestra R1 R2 R3 RA(, ; )Promedio og) | ¢V
1 7,68 7,68 7,72 7,70 7,69 (0,02) 0,24
2 10,83 10,85 10,87 10,83 10,85 (0,02) 0,17
3 13,73 13,73 13,87 13,85 13,80 (0,07) 0,53

DE: Desviacién estandar, CV: Coeficiente de variacion.

Los resultados de la precision intermedia del método analitico en relacién a la cuantificacion de hemo
obtenidos por un mismo analista en dos dias diferentes y por dos analistas se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7. Precision intermedia del método de cuantificacién de hemo en la formulaciéon de ANT-

00 para un analista en dos dias diferentes y para dos analistas

Concentracién de hemo (mg/qg)
Muestra Dial Dia 2 CV (%)
R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4
1 7,68 7,68 7,72 770 | 763 | 761 | 7,63 | 7,63 0,51
2 10,83 | 10,85 | 10,87 | 10,83 | 10,94 | 10,90 | 10,98 | 10,94 0,51
3 13,73 | 13,73 | 13,87 | 13,85 | 14,10 | 13,94 | 13,98 | 14,12 0,61
Analista 1 Analista 2
1 7,68 7,68 7,72 770 | 7,75 | 781 | 7,81 | 781 0,73
2 10,83 | 10,85 | 10,87 | 10,83 | 11,00 | 11,06 | 11,04 | 11,04 0,95
3 13,73 | 13,73 | 13,87 | 13,85 | 13,93 | 13,86 | 13,99 | 13,90 0,64

CV: Coeficiente de variacion.

DISCUSION
Desarrollo del Patrén de hematina porcina

En el laboratorio no se cuenta con un material de referencia y se decidi6 utilizar el reactivo de Sigma
Aldrich. El peso a tomar para preparar una disolucién stock del reactivo es muy pequefio por lo que
se determiné el valor del € ya que con este pardmetro se puede calcular de forma mas precisa la
concentracion de hematina porcina en una disolucion patrén preparada en el laboratorio.

El estudio de la estabilidad de la solucién de hematina porcina demostré que durante los 28 dias del
estudio a la temperatura de 2 a 8 °C la ABS se mantuvo dentro de los limites de aceptacién (= 97,5 %
de la ABS en tiempo 0), sin embargo a la temperatura de 15 a 25 °C los lotes no se mantuvieron
dentro de los limites de aceptacion. El limite de aceptacion fue seleccionado calculando cuanto
representa en valor de ABS la desviacién estandar obtenida durante el calculo de la concentracion de
hemo promedio en 23 lotes de ANT-00. El periodo de validez estimado a la temperatura de 2 a 8 °C
fue superior al periodo propuesto. En el caso del estudio a la temperatura de 15 a 25 °C los tiempos
obtenidos fueron menor que el periodo propuesto por lo que el patron es estable a temperatura de 2 a
8 °C durante 43 dias y a temperatura de 15 a 25 °C durante 13 dias.

Estandarizacion del método en muestras de ANT-00

A partir de los resultados obtenidos se seleccioné la concentracion de NaOH 0,1 mol/L ya que utilizar
la disolucion de menor concentracion tiene ventajas practicas pues implica un ahorro de reactivo y
también disminuye los dafios que puede provocar este reactivo por contacto a la salud de los
trabajadores y al medio ambiente. Mediante este experimento quedé demostrado que una variacion
en la concentracion del disolvente no varia ni afecta los resultados obtenidos durante el método.

Se decidié estudiar el efecto de la centrifugacion en las muestras debido a la composicion
heterogénea de la formulacién ANT-00 al ser de origen natural y biolégico. Se podia esperar que la
muestra no se solubilizara totalmente en el disolvente y los compuestos no solubles podian aportar
turbidez a la muestra de ensayo. No obstante, los resultados demuestran que no es necesario el
paso de centrifugacion de las muestras, lo cual constituye también una ventaja desde el punto de
vista practico para el método analitico ya que reduce el tiempo del ensayo.
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Los resultados obtenidos en la determinacion de hemo en 23 lotes de ANT-00 permitieron establecer
el valor medio del contenido de hemo asi como los limites superior e inferior de aceptacion en la
especificacion de calidad del ingrediente activo ANT-00.

Este método demostrd ser robusto ya que la variacion de los factores seleccionados (concentracion
de NaOH y centrifugacion) no afect6 el resultado del método analitico.

Validacion del método analitico

Los resultados obtenidos en la especificidad permiten afirmar que el método propuesto es especifico
para la cuantificacion de hemo en la formulacion de ANT-00 y que los demas componentes de la
formulacion no interfieren en la determinacion del mismo.

En el estudio de la linealidad se obtuvo que tanto para la hemina como para ANT-00, al aumentar la
concentracion de hemo, aumenta también la ABS de forma proporcional, lo cual queddé demostrado
con los valores de r? de las curvas, los cuales fueron mayores de 0,98, asi como en relacién al
resultado de r, los cuales se mantuvieron por encima de 0,99. También se comprobd la linealidad del
método pues Sb (rel) fue menor del 2 % y el CV; fue menor del 5 % cumpliendo asi con el criterio de
aceptacion requerido.

La exactitud es la diferencia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor verdadero. Una
diferencia grande significa que la exactitud es inadecuada y revela la existencia de un error
sistematico que debe ser corregido. La exactitud se expresa mateméticamente en forma de
porcentaje de recuperacién entre el valor hallado y el verdadero!®. Los resultados obtenidos
mostrados en la tabla 5 se corresponden con el criterio de aceptacién establecido en este trabajo. Por
lo tanto se demuestra que el método utilizado en la presente investigacion permite determinar con
exactitud el contenido de hemo en la formulacion ANT-00.

La precisién de un método analitico expresa el grado de dispersion de los resultados obtenidos a
partir de multiples muestras provenientes de una muestra homogénea, o sea es la distribucion de los
valores analiticos alrededor de su media y evalla la capacidad del método para dar resultados
semejantes cuando se aplica repetidamente. Los resultados se expresaron en términos de CV, el cual
debe ser menor del 3,0 % para métodos espectrofotométricos'®. Se puede observar que el valor
obtenido para la repetibilidad cumplié ampliamente con el rango establecido, reflejando la elevada
precision del procedimiento cuando se aplica repetidamente en las mismas condiciones de operacion
(analista, dia, equipo). Por otro lado, la precisién intermedia se utiliza para comprobar la precision del
método dentro del mismo laboratorio cuando se analiza en condiciones diferentes, es decir, analistas
diferentes, dias diferentes, equipos diferentes, etc. Al igual que en la repetibilidad el CV de las
determinaciones para los analistas y por dias debe ser < 3,0 %°. En la tabla 7, puede apreciarse que
todos los CV cumplieron con lo establecido, con valores incluso inferiores al 1,0 %, lo cual fue
indicativo de la escasa influencia de errores aleatorios cuando el procedimiento se repite en
condiciones diferentes de operacion.

El método fue valido para el objetivo propuesto pues resultd especifico frente a los restantes
componentes de la formulacion ANT-00, lineal, exacto y preciso en el rango de concentraciones del
analito de 70 a 130 %.

El método desarrollado en este trabajo tuvo como referencia el método de la hematina alcalina
propuesto por Wolf y colaboradores en 1984 para la cuantificacion de hemoglobina en sangre'?> En
este estudio se desarroll6 un nuevo método analitico por espectrofotometria UV-Visible para la
cuantificacion de hemo en la formulacién antianémica ANT-00. Este trabajo permitira continuar con el
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desarrollo farmacéutico de un nuevo medicamento en forma sélida que contenga como IFA el ANT-

00.
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