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RESUMEN

La xerostomia, también conocida como hiposalivacién, se define como la sensacion
subjetiva de sequedad bucal, consecuencia de una disminucion o ausencia en la
secrecion salival, asi como de alteraciones en su composicidon. Esta condicion se
asocia con dificultades para masticar y deglutir, mayor incidencia de caries, lesiones
ulcerativas y deterioro en la calidad de vida. Afecta aproximadamente al 30 % de
los adultos mayores de 65 afios, y su prevalencia se incrementa hasta un 70 % en
pacientes oncologicos. No obstante, en muchos casos, la xerostomia no es
reportada por los pacientes, sino que se identifica mediante interrogatorios clinicos

especificos.

Los tratamientos actuales incluyen sustitutos salivales basados en compuestos
hidrofilicos, métodos de estimulacion mecanica y agentes farmacoldégicos como
pilocarpina o cevimelina. Sin embargo, la evidencia que respalda el uso de otras
opciones terapéuticas es limitada, lo que resalta la necesidad de desarrollar nuevas

formulaciones eficaces y seguras.

En este trabajo se desarrollé6 una formulacién de saliva artificial con propiedades
fisicoquimicas que emulan de manera efectiva las caracteristicas de la saliva
natural, optimizando la compatibilidad con la via de administracién y minimizando
interacciones entre los excipientes. Se llevo a cabo una evaluacion integral de sus
propiedades para asegurar un perfil funcional adecuado, potenciando asi su eficacia
terapéutica. Asimismo, se realizaron estudios de estabilidad para definir su vida util
y garantizar el cumplimiento de los estandares de calidad, seguridad y eficacia.
Finalmente, se desarrollé6 y validé un método analitico especifico para la
formulacion, permitiendo su adecuado control de calidad, especialmente en lo
relativo a la cuantificacion de afinina como principio activo. Este enfoque integral no
solo asegura la reproducibilidad y consistencia del producto, sino que también
establece una base sdlida para el disefio de futuras formulaciones farmacéuticas

destinadas al tratamiento de la xerostomia

Palabras clave: Afinina, saliva, calidad, desarrollo.
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1. INTRODUCCION

La xerostomia se define como la sensacion de sequedad en la boca, también
conocida como hiposalivacion. Se manifiesta como disminucién o ausencia de la
secrecion salival y cambios en la composicion de la saliva, provocando problemas
para deglutir y masticar, lesiones por caries y ulceras bucales (Blitzer, et al., 2022;
Kim, Y. J. 2023). Este padecimiento esta asociado con enfermedades autoinmunes
y enfermedades crénicas como la diabetes, el sindrome de Sjogren y al uso de
diversos  medicamentos  como:  antihipertensivos, = descongestionantes,
broncodilatadores, diuréticos y antidepresivos, asimismo, es uno de los principales
efectos secundarios asociados a la radioterapia para el tratamiento de cancer de
cabeza y cuello (Kashi et al., 2017; Bhattarai et al., 2018). Afecta alrededor del 30%
de las personas mayores de 65 afos, y en pacientes oncoldgicos, esta cifra se eleva
al 70%. Sin embargo, la mayoria de los pacientes no menciona este problema hasta
ser interrogados acerca de sintomas relacionados con la boca seca (Garcia Lépez
en 2010).

Actualmente los tratamientos para la xerostomia son: sustitutos de saliva a base de
moléculas hidrofilicas, estimulacibn mecanica y agentes estimulantes de la
salivacion, como la pilocarpina. Mosqueda y col. 2004, demostraron la efectividad
del empleo de clorhidrato de pilocarpina en dosis de 5 mg 3 veces al dia, produjo
un incremento significativo en la produccién salival y mejoria clinica en cuanto a la
sintomatologia bucal secundaria a hiposalivacion con minimos efectos secundarios
como: sudoracion, cefalea y diarrea en pacientes sometidos a radio terapia e cabeza
y cuello (Mosqueda et al., 2004). Garcia y col. 2010, del laboratorio de Farmacia
Molecular y Liberacion Controlada de la UAM-Xochimilco, realizaron un estudios
prospectivo doble ciego en pacientes con hiposalivacién secundaria a radiacion, en
el cual se evalud el efecto de la aplicacion topica por atomizaciéon en la cavidad
bucal de dos formulaciones: una solucién humectante (saliva artificial) conteniendo
clorhidrato de pilocarpina y otra solucién de la misma formulaciéon pero sin el
principio activo obteniendo un aumento en el flujo salival en los pacientes tratados

con la saliva artificial. Aun cuando mostré una buena aceptacion la saliva artificial



en los pacientes bajo protocolo clinico, la problematica que se enfrenta para la
elaboracién de la formulacion es que se ha dificultado la adquisicion del clorhidrato
de pilocarpina por parte del proveedor debido a que el fabricante ya no cuenta con
los insumos suficientes para llevar a cabo la sintesis del activo. Ademas,
actualmente hay poca evidencia que respalde el uso de otros farmacos en el
tratamiento de la xerostomia (Davies, A. N., & Thompson, J. 2015; Witsell, D. L, et

al., 2012), de ahi la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas.

Con base a lo anteriormente expuesto, el proposito de este trabajo es el disefio y
evaluacion de una formulacion con afinina (saliva artificial), aprovechando las
propiedades anestésicas, sialagogas y antioxidantes de este compuesto (Ley et al.,
2006; Nhiem et al., 2021 Prachayasittikul et al., 2013; Rios y Olivo, 2014; Satoh, et

al., 2013), utiles en el aumento de la secrecién salival y la actividad de la amilasa.

2. ANTECEDENTES

La saliva es una secrecion exocrina compleja que se origina tanto de las glandulas
salivales mayores como de las glandulas salivales menores, asi como del fluido
crevicular (Hernandez Castafieda, A., Aranzazu Moya, G. 2012). Tiene una
composicion de 99% agua, contiene linfocitos y factores inmunes, enzimas como:
amilasa, lipasa, proteinas como la albumina y la mucina. Ademas, la mezcla de
saliva también puede contener microorganismos y células epiteliales (Basilicata et
al., 2023; Muller et al., 2023). Actua como mecanismo de defensa evitando la
formacion de caries y enfermedades periodontales, inicia el proceso de digestion de
los alimentos al masticar, lubrica los tejidos orales y modula los procesos de
remineralizacion y desmineralizacion del diente (Gualtero et al., 2015). Debido a lo
anterior, la disminucién en la secrecion salival no debe subestimarse ya que afecta
la calidad de vida de la poblacién, desde problemas para deglutir, hablar, caries,

ulceras bucales y depresion.

Bartley en 1868 fue quien definioé por primera vez a la xerostomia, al establecer una

relacion entre la sintomatologia y sus repercusiones en la calidad de vida como son;
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problemas para masticar o deglutir, insomnio e irritabilidad; favorecer lesiones por
caries e infecciones bucales, ulceras bucales y depresioén (Hernandez et al., 2012).
La patogénesis de la xerostomia es multiple y puede ser resultado de una alteracion
localizada en las glandulas salivales o una alteracion de indole sistémica (Gallardo,
J. M. 2008; Ito et al., 2023).

Sin embargo, la edad por si misma no puede relacionarse directamente con la
xerostomia, sino con las enfermedades que se suelen padecer en esta etapa y los
medicamentos que se suelen administrar para el tratamiento de estas (Garcia Lopez
E. A. 2010; Hernandez et al., 2017). Siendo asi, la causa mas comun de xerostomia
es el uso de multiples medicamentos, de los cuales, mas de cuatro cientos son
farmacos de uso comun: descongestionantes, broncodilatadores, diuréticos,
antidepresivos, antihistaminicos, entre otros (Tsibouklis et al., 2013; Jané et al.,
2014). De igual forma el 90% de los adultos mayores consumen al menos un
medicamento que puede afectar su funciéon salival (Ibanez et al., 2011). La
xerostomia también es uno de los principales efectos causados por la radioterapia

en tratamiento de cancer de cabeza y cuello (Lee et al., 2020).

Las enfermedades causantes de xerostomia son: alteraciones autoinmunes como
el sindrome de Sjogren y el lupus eritematoso sistémico; enfermedades crénicas
como diabetes mellitus, anemia hemolitica, tuberculosis cronica e infecciones por
virus de inmunodeficiencia humana (Tsibouklis et al., 2013; May et al., 2015). Se ha
observado que el estrés oxidativo presente y la perturbacion en la senalizacion de
iones calcio provocada por las enfermedades autoinmunes o crénicas
mencionadas, causan un procesamiento postraduccional y plegamiento inadecuado
de las proteinas del reticulo endoplasmico (RE) en células de glandulas salivales,
lo que disminuye la actividad de la amilasa salival, y la secrecion de fluidos,
provocando xerostomia (Kimura, et al., 2010; Wang, et al., 2011 & Satoh, et al.,
2013).

El enfoque actual para tratar la xerostomia abarca diferentes opciones desde la
estimulacion mecanica hasta el tratamiento farmacoldgico (Garcia Lépez, E. A.

2010; Ito et al., 2023). Sin embargo, actualmente se cuenta con poca informacién
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sobre otros farmacos con estas propiedades terapéuticas, ademas de la pilocarpina
(fig. 1) para el tratamiento de la xerostomia. En un estudio realizado por Davies, A.
N., & Thompson, J. 2015, entre el 6% y el 15% de los pacientes con disfuncion de
las glandulas salivales por radioterapia, tuvieron que dejar de tomar la pilocarpina
debido a los efectos secundarios como: sudoracion, dolor de cabeza, orinar con
frecuencia y rubor. Estas limitantes pueden representar un desafio significativo para
los pacientes que dependen de la pilocarpina para tratar condiciones médicas como
el sindrome de Sjogren. Por lo tanto, continuar con la busqueda de alternativas para

el tratamiento de la xerostomia es fundamental.

Figura 1. Estructura quimica de la pilocarpina, obtenida de National Center for Biotechnology
Information (2024).

El uso de plantas es ampliamente conocido por la medicina tradicional mexicana,
se ha encontrado a especies como Heliopsis longipes (comunmente conocida como
chilcuague o raiz de oro) la cual contiene un compuesto llamado afinina (fig. 2), es
conocido por sus propiedades como antibidtico, antioxidante, antimicotico,
analgésico, anestésico, sialogogo, cicatrizante e insecticida (Garcia et al., 2004;
Gonzalez et al., 2011; Parola et al., 2020). Ademas, en la FDA y FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (JECFA), tiene registro como agente saborizante,

adyuvante, y no se tienen registrados posibles efectos adversos.
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Figura 2. Estructura quimica de la afinina, obtenida de National Center for Biotechnology
Information (2024).

Las farmacoforos de la afinina, identificados como la amida y el acilo graso
insaturado (alquenilo), son los responsables de la actividad analgésica, asi como el
efecto de hormigueo y salivacion (Ley et al, 2006, Rios y Olivo, 2014;
Prachayasittikul et al., 2013). Las propiedades como anestésico, estimulante de la
salivacion y antioxidante estudiadas en diversos modelos de raton, son de interés
en el tratamiento de la xerostomia (Cilia et al., 2010; Fabricant, D. S., & Farnsworth,
N. R. 2001; Huan et al., 2019; Nhiem et al., 2021; Park et al., 2015; Reddy et al.,
2019; Rios, M. Y et al., 2007; Sahu et al., 2011). Asimismo, la consulta de la patente
MX2013001942A “Composicion de goma que humectan la boca y productos que
contienen la misma” especificamente, la composicion de goma de mascar
comprende una mezcla de componentes comprendiendo afinina para reducir o
eliminar la percepcion de la sequedad de la boca en un individuo. Por lo tanto, la
utilizacién de este compuesto podria desempefiar un papel clave como ingrediente
funcional y/o agente sialagogo, con potencial aplicacion en el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas para la xerostomia (Vu et al., 2018).
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3. MARCO TEORICO
3.1 Glandulas salivales

La cavidad oral esta constituida por diversas estructuras anatdomicas, donde las
glandulas salivales desempenan una de las funciones mas importantes para la
homeostasis de la boca, como es la produccion y secrecion de la saliva. Las
glandulas salivales se dividen en dos categorias principales segun su tamafio y
funcién: glandulas salivales mayores y menores (fig. 3). Existen tres pares de
glandulas salivales mayores: las parétidas, las submandibulares y las sublinguales,
todas situadas externamente a la cavidad bucal pero conectadas a ella a través de

sus conductos principales (Rebattu et al., 2022).
3.1.1 Glandulas salivales mayores

Las glandulas parétidas son las mas voluminosas, pesando en promedio 25 g. La
saliva se transporta desde estas glandulas hasta la boca por el conducto parotideo,
también conocido como el conducto de Stensen. En términos de tamafio, las siguen
las glandulas submandibulares, que pesan alrededor de 7 g. La saliva de estas
glandulas se excreta a través del conducto submandibular, o conducto de Wharton,
que es mas largo y ancho que el conducto de Stensen. El par mas pequeno de las
glandulas salivales mayores son las sublinguales, localizadas bajo el piso de la boca
y pesan aproximadamente 3 g. Estas se caracterizan por ser una coleccion de varias
glandulas mas pequefas que drenan su saliva a través de multiples conductos
diminutos, conocidos como conductos de Rivinus, algunos de los cuales
desembocan directamente en el suelo de la boca o en el conducto de Wharton
(Armstrong, M. A., & Turturro, M. A. 2013; Rebattu et al., 2022).

3.1.2 Glandulas salivales menores

Por otro lado, las glandulas salivales menores se distribuyen en gran numero, entre
600y 1000, a lo largo del tracto aerodigestivo superior. Se ubican principalmente en
las mucosas bucal, labial, palatina y lingual. Estas glandulas son pequefias, con
tamanos que oscilan entre 1 y 5 mm, y drenan directamente su saliva en la cavidad

oral mediante pequefios conductos. Este sistema complejo de glandulas vy
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conductos juega un papel crucial en mantener la funcionalidad y la salud de la boca
y el sistema digestivo en general. (Bowers, et al., 2015; Quinn, S., & Braxton, L.
2013; Rebattu et al., 2022)

Conducto de
Stensen

Glandula parétida

Glandula submandibular

Conducto de Wharton

Figura 3. Localizacion de las glandulas salivales mayores y menores, obtenida de dominio publico
(2024).

3.2 Actividades de la saliva

Las actividades que desempenia la saliva en la cavidad oral son multiples, pero su
capacidad de mantener un pH cercano a la neutralidad (entre 6.0 y 7.0), y lubricar
para evitar el desgaste de las piezas dentales, son fundamentales en el bienestar
de esta. La saliva puede ser serosa, mucosa o mixta, y es secretada por las

glandulas parétidas, sublinguales y submaxilares (Martinez et al., 2021).
3.2.1 Composicion de la saliva

La saliva es un componente esencial de la cavidad bucal, con una produccion diaria
que oscila entre 1 y 1.5 litros. Contiene diversos electrolitos, tales como fosfatos,
sodio, potasio, magnesio, calcio y bicarbonatos, asi como enzimas, proteinas,

mucina e inmunoglobulinas importantes en el proceso de remineralizacion, efecto
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tampén y mecanismo defensivo del hospedador (Martinez Del Angel et al., 2024).
Cuando alguno de estos elementos se altera, se produce un desequilibrio en la
homeostasis de la cavidad bucal. Este desequilibrio puede ser provocado por
diferentes causas como: estado de salud, enfermedades glandulares, alimentacién
e higiene bucal, disminucion del flujo salival y variaciones del pH salival (Escobedo,
A. 2021).

3.2.2 Funcion de la saliva

La saliva tiene propiedades importantes, como su capacidad buffer para neutralizar
acidos, lo que protege las piezas dentales del dafio acido causado por ciertos
alimentos al estabilizar el pH bucal. Esto también ayuda a disminuir el riesgo de
caries en la cavidad oral (Lamy et al., 2018). Ademas, la evidencia indica que la
saliva es fundamental para modular diversas sensaciones orales, incluyendo la
astringencia, los sabores basicos y la percepcion de olores. Por lo tanto, es esencial
ampliar nuestro entendimiento sobre la composicién de este fluido bioldgico y los

factores que afectan su produccion (Saenz Masis, M. F., & Lépez, D. M. 2019).
3.3 Xerostomia

La reduccidn en la produccion de saliva, conocida como hiposalivacion, y la
sensacion asociada de boca seca, llamada xerostomia, afectan significativamente
la salud sistémica y la calidad de vida de las personas, especialmente cuando la
disminucién es severa (Li et al., 2006). Fisiopatolégicamente se produce por dos
causas: alteracién del parénquima glandular o alteracién funcional glandular. La
alteracioén estructural se observa en enfermedades que cursan con destruccion del
parénquima glandular, disminuyendo la produccion de saliva, por ejemplo,
infecciones, autoinmunidad (sindrome de Sjogren), y la radioterapia ionizante
utilizada en el tratamiento del cancer de cabeza y cuello. En cambio, la alteracion
funcional glandular corresponde a la disminuciéon de la produccion salival con
parénquima normal o alteracién de la consistencia de la saliva por cambios
bioquimicos, provocada por el uso de farmacos, deshidratacién, tabaquismo vy falta
de higiene (Liu et al., 2012; Ulloa, J. P., & Fredes, F. 2016).
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3.3.1 Tratamientos para la xerostomia

Actualmente, existen multiples alternativas terapéuticas para tratar esta afeccion.
Entre ellas se encuentran los agentes farmacolégicos pilocarpina y cevimelina, que
han sido probados en diversos padecimientos, logrando resultados satisfactorios en
el aumento del flujo salival y en la reduccion de los sintomas de xerostomia (Pulido
etal., 2017).

La pilocarpina y la cevimelina son agonistas muscarinicos que aumentan el flujo de
saliva al estimular los receptores en las glandulas salivales. La pilocarpina,
administrada en dosis de 5 mg tres veces al dia, empieza a actuar en 15 minutos,
alcanza su maximo efecto en 60 minutos y dura aproximadamente dos horas. Sin
embargo, puede causar sudoracion, rinitis, nauseas y aumento de la frecuencia
urinaria. Por su parte, la cevimelina, derivada de la acetilcolina, estimula los
receptores M3. En caso de sobredosis, puede causar sudoracidon excesiva, nauseas
y vomito (Pulido et al., 2017; Voskoboynik, B., Babu, K., & Hack, J. B. 2011). En
pacientes con sindrome de Sjogren primario, los efectos adversos han llevado a
tasas de suspension del tratamiento del 61% para la pilocarpina y del 32% para la
cevimelina, lo que complica el manejo adecuado de la xerostomia en estos

pacientes (Noaiseh et al., 2014).
3.4 Aplicacion de la saliva artificial

El primer reporte sobre la investigacion del uso de saliva artificial fue realizado por
W. Souder y W. T. Sweeney en 1931. Los autores emplearon una férmula basada
en una composicion arbitraria de la saliva humana. Este trabajo impuls6é décadas
de investigacién en la busqueda de un modelo de saliva artificial adecuado para
pruebas in vitro. En los ultimos afios, la saliva artificial se ha utilizado en
investigaciones para estudiar el impacto del blanqueamiento laser en el esmalte
dental (Dionysopoulos et al.,, 2017). Ademas de evaluar la duracién de diversas
sustancias en la boca, aspecto crucial para el tratamiento de la xerostomia, se ha
investigado como prolongar el tiempo de accién de los medicamentos en la boca,
dado que tienden a eliminarse rapidamente (Engelhart et al., 2016; Pistone et al.,
2017).
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3.5 Afinina (espilantol)

Las alcamidas son compuestos naturales caracterizados por la union de acidos
alifaticos de cadena lineal, predominantemente insaturados, con diversas aminas a
través de enlaces amida. Entre las N-alcamidas, destaca la afinina, también
conocida como espilantol (N-isobutil 2E,6Z,8E decatrienamida), reconocida por su
uso en productos cosméticos y medicinales. Este compuesto se emplea como
ingrediente activo en cremas y tonicos antiarrugas tradicionales a base de alcohol,
asi como en enjuagues bucales (Greger, H., 2015). Los usos tradicionales de la
afinina incluyen su aplicacion como condimento y como analgésico para dolores de
muelas (Ozuna et al., 2016). Investigaciones han demostrado que la afinina, aislada
de diversas especies del género Acmella, posee propiedades larvicidas,
insecticidas, antioxidantes, antifungicas, analgésicas y estimulantes de la salivacion
(Cilia et al., 2010; Sharma et al., 2022; Silveira et al., 2016). Estas multiples
propiedades subrayan su potencial como un compuesto multifacético, relevante

tanto en aplicaciones tradicionales como en investigaciones cientificas actuales.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La saliva es una de las secreciones mas abundantes del cuerpo humano, se
secreten alrededor de 700 a 800 mL diariamente (Garcia et al., 2020). Al participar
en diversos mecanismos, la saliva mantiene un papel fundamental en mantener las

condiciones Optimas necesarias en la cavidad oral.

Por lo tanto, la disminucion en el flujo salival afecta de manera sustancial la calidad
de vida de la poblacién. Esta disminucion o ausencia de flujo salival es conocida
como xerostomia, también llamada hiposalivacion. Es provocada por enfermedades
autoinmunes, enfermedades cronicas, consumo de diversos medicamentos y por la
radioterapia utilizada en el tratamiento de cancer de cabeza y cuello. Los pacientes
que presentan xerostomia pueden padecer diversos sintomas que van desde

problemas para comer o masticar hasta la depresion.
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La farmacoterapia ha sido una opcion, utilizando agentes con accién sialagoga
como el clorhidrato de pilocarpina. Sin embargo, el tratamiento con la pilocarpina
presenta algunas contraindicaciones en ciertos tipos de pacientes con:
hipersensibilidad, enfermedades cardiorrenal significativa y no controlada, asma y
otras enfermedades cronicas que empeoren con agonistas colinérgicos, bronquitis
cronica y/o EPOC, insuficiencia hepatica, insuficiencia renal. Se han reportado
interacciones farmacolégicas como: aumentar los efectos adversos de antagonistas
B-adrenérgicos y antagoniza efectos anticolinérgicos de atropina e ipratropio
inhalado. Por lo tanto, es necesario la busqueda de sustancias alternativas que

tengan actividad terapéutica similar.

5. JUSTIFICACION

La saliva desempefia un papel esencial en el mantenimiento del equilibrio bucal, y
cualquier alteracién en su flujo puede tener un impacto significativo en la salud oral
(Bhattarai et al., 2018; Garcia et al, 2020). La xerostomia puede ser
desencadenada por diversas causas, desde enfermedades cronicas, hasta por el
uso de diversos medicamentos. Para aliviar los sintomas asociados a la xerostomia,
los pacientes recurren a la estimulacion mecanica, y/o al uso de agentes
farmacoldégicos. Sin embargo, es importante destacar que no se tiene conocimiento
de nuevos farmacos que puedan ser una alternativa en el tratamiento de la

xerostomia.

Por lo tanto, es importante seguir desarrollando nuevas estrategias terapéuticas
para mejorar la calidad de vida de los pacientes. En este contexto, se ha identificado
a la afinina como posible tratamiento, debido a sus propiedades anestésicas,
antioxidantes, y de estimulacién de la saliva, que podrian ayudar en el tratamiento
de este padecimiento.

Con base a lo anterior se propone disefiar una formulacion topica oral con afinina,
tomando como base una formulacién de saliva artificial previamente realizada por

Garcia Lopez, 2010 con clorhidrato de pilocarpina al 2%. Este estudio busca
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contribuir al desarrollo de nuevas opciones terapéuticas para la xerostomia,
aprovechando los posibles beneficios de la afinina, con el objetivo de mejorar la

calidad de vida de los pacientes que padecen esta condicion.

6. HIPOTESIS

La formulacién topica oral con afinina a concentraciones de 0.05 mg/mL y 0.1 mg/mL
cumplira con las caracteristicas farmacotécnicas y de calidad para este tipo de
formulaciones con la finalidad de que sea una alternativa en el tratamiento para la

xerostomia.

7. OBJETIVO GENERAL

Disefar y evaluar mediante pruebas de calidad una formulacion topica oral con

afinina, para emplearse como tratamiento alternativo para la xerostomia.

8. OBJETIVOS PARTICULARES

a. Realizar estudios de preformulacién para la seleccién de los aditivos
compatibles con el principio activo afinina.

b. Evaluar la calidad de los excipientes seleccionados para el
desarrollo de la formulaciéon tépica oral mediante las pruebas
establecidas por la FEUM.

c. Disefiar y validar el método analitico por cromatografia liquida de
alta resolucion para la cuantificacion de la afinina en la formulacién
tépica oral.

d. Establecer el periodo util de la formulacion tépica oral con afinina de
acuerdo con lo indicado en la NOM-073-vigente, a través de pruebas
de viscosidad, identidad, pH, caracteristicas organolépticas y
pruebas de estabilidad.
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9. MATERIAL Y METODOS
9.1 Material

La afinina (espilantol) fue adquirido en ChromaDex®, las materias primas y reactivos
utilizados en la formulacién se obtuvieron de Reactivos Quimica MEYER®. Los
solventes utilizados en el desarrollo y validacion del método analitico son de grado
HPLC, el acetonitrilo y metanol utilizados también se obtuvieron de Reactivos
Quimica MEYER®.

9.2 Evaluacion de los excipientes de acuerdo con la monografia individual de

la farmacopea

Se realizé el analisis siguiendo las indicaciones de las monografias respectivas, de
las materias primas y principio activo que se utilizaron en la preparacién de la saliva

artificial con afinina.

Excipientes utilizados en la formulacién de

saliva artificial

e Acido citrico

e Acido tartarico

e Carboximetilcelulosa

e Citrato de sodio

e Cloruro de potasio

e Cloruro de sodio

e  Fluoruro de sodio

e Glicerina

e Mentol

e Propilparabeno

e Sorbitol
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9.3 Estudios de preformulacién

Se determind la concentracién de cada uno de los excipientes que participaran en
la formulacion topica oral con afinina en concentracion de 0.06 mg/mL y 0.1 mg/mL.
Las concentraciones propuestas para el disefio de la formulacién con afinina se
basaron en lo descrito por diversos autores para el efecto de estimulacion de la
saliva (Barbosa et al., 2016; Cilia et al., 2010; Guan et al., 2013; Hatasa, S. & lioka,
I. 1973). La proporcion de cada excipiente y la metodologia para la preparacion de

la solucion tépica oral se realizaron segun lo descrito por Garcia Lépez, 2010.

9.4 Identificacion y determinacion de concentraciéon de afinina por el método

analitico de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

Se prepard una solucion estandar de afinina (CAS: 25394-57-4) en concentracion
20 pg/ml en acetonitrilo. Se tomaron 2 ml de la formulacién de saliva artificial con
afinina, se diluyd en acetonitrilo (5 ml), se agitdé mecanicamente por 5 minutos a
temperatura ambiente, y se llevo a volumen en un matraz volumétrico de 10 mL, se
filtr6 con membrana de PVDF de 0.45 um. Las condiciones para analizar fueron:
una columna C18, fase movil acetonitrilo: agua (65%:35%), flujo volumétrico de 1.0
mL/min y longitud de onda 228 nm. El tiempo de retencidn esperado previamente
descrito fue de 5 min correspondiente a la afinina (Singh et al., 2012; Aguilar et al.,
2016).

9.5 Pruebas de calidad para las soluciones tépicas orales

Se realizaron las pruebas de calidad a las soluciones toépicas orales, segun lo

establecido en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM).
9.5.1 Caracteristicas organolépticas

Se determinaron las caracteristicas organolépticas presentes como el color,

apariencia y la presencia de particulas.
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9.5.2 Determinacién de pH

Se midié directamente el pH de las formulaciones de saliva artificial con afinina y
con clorhidrato de pilocarpina en un potenciometro Hanna HI2210. El rango de pH
fisiolégico de la saliva humana generalmente es alrededor de 6.0 a 7.0 (Walsh, L.
2008).

9.5.3 Viscosidad

Se realiz6 la determinacion de la viscosidad de la saliva artificial con afinina y con
clorhidrato de pilocarpina. Siguiendo lo indicado en la FEUM, empleando un aparato
adecuado para la fluidez de la muestra y/o lo indicado en la monografia del producto.
La determinacién de la viscosidad de las formulaciones se realizé con un
viscosimetro Brookfield (Brookfield DV1). Un sustituto salival reolégicamente
adecuado segun Gésime, et al., 2009. debe ajustarse a una viscosidad promedio
entre 1.5y 3.0 mPa.s. y una elasticidad entre 0.1 y 1.0 mPa.s y una frecuencia de
1.5s"

9.5.4 Pruebas de estabilidad

Las condiciones y pruebas de estabilidad se realizaron segun lo descrito en la NOM-
073-SSA1-2015 Estabilidad de farmacos y medicamentos, asi como de remedios
herbolarios. Se determiné la estabilidad fisica evaluando el aspecto visual de las
formulaciones, cambios en el pH, viscosidad, y la estabilidad quimica para evaluar
si existe degradacion de los componentes activos en la formulacién. Se mantuvieron
las condiciones de estabilidad acelerada indicadas en la NOM-073, por un periodo

de 3 meses.
9.6 Prueba de humectabilidad

El angulo de contacto, también conocida como prueba de humectabilidad,
proporciona informacion valiosa sobre como una formulacién liquida interactia con

la superficie a la que se aplica (Andrews et al., 2009).

Se realizé sobre una membrana de colageno colocada sobre un portaobjetos. Se

aplicé una cantidad estandar de la formulacion liquida sobre el sustrato (10 uL) y se
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tomaron de 10 a 20 fotografias en un periodo de 30 segundos, se utilizé el software

ImagedJ para determinar el angulo de contacto de las formulaciones obtenidas.

9.7 Analisis estadistico

Se realiz6 un disefio factorial completo (2%, donde k es el niumero de factores) para
comparar los atributos de calidad de las formulaciones obtenidas (viscosidad, pH,
humectabilidad). Con esta prueba se determin¢ si existe diferencia en la evaluacion
de las formulaciones de saliva artificial con afinina y pilocarpina. Posteriormente una
prueba de Tukey para identificar diferencias significativas entre los grupos. Los
valores de p< 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los datos se

analizaron mediante un programa con software estadistico.

10. RESULTADOS Y DISCUSION
10.1 Estudios de preformulacion

Se realizé una investigacion preliminar de las propiedades fisicoquimicas del
principio activo y de los excipientes que participaran en la formulacion, se llevo a
cabo en diversas bases de datos como: PubMed, EBSCO, Google Académico, Drug
Bank, Springer y MDPI. La concentracion de cada excipiente y la preparacién de la
saliva artificial se basé en el trabajo realizado por Garcia y colaboradores, 2010.
Ademas, se realiz6 una busqueda de la problematica y situacion actual en el
tratamiento de la xerostomia, se tomd en cuenta las necesidades de los pacientes
y los procesos en el desarrollo de una formulacion. Para obtener una formulacion
de calidad, se tomé el enfoque de calidad por disefio (QbD) para disefiar el perfil de
calidad del producto objetivo y continuar con los analisis de los atributos criticos de
calidad. El enfoque QbD, permitié definir la via de administracion, la dosis de afinina
en la formulacién y los atributos criticos de calidad que influyen directamente en la
calidad, seguridad y eficacia del producto final. De esta forma, se determinaron las
concentraciones a utilizar en el desarrollo de las formulaciones, considerando que
el efecto deseado es el aumento de la secrecion salival.
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10.1.1 Diseio factorial en la evaluacion de las formulaciones

En el presente estudio se realizé un disefio factorial 23 con un punto central, para
obtener nueve formulaciones y estudiar el efecto de las variables independientes de
carboximetilcelulosa (CMC), glicerina, y afinina, sobre las variables dependientes,
como la viscosidad, pH, tensién superficial y humectabilidad (angulo de contacto).
El disefio fue realizado por triplicado, y aleatorizado. La matriz utilizada para la

elaboracion de este disefio de experimentos fue la siguiente:

Glicerina CMC Afinina Viscosidad Tension superficial | Angulo de contacto |  Energia de adhesion

BLOQUE
¢ % % mg/mL cP dyn/em ° dyn/cm

1 10 0.1 0.05
1 10 0.3 0.1
1 30 0.1 0.0
1 20 0.2 0.075
1 10 0.1 0.1
1 30 03 0.1
1 10 03 0.05
1 30 0.1 0.1
1 30 0.3 0.05

Las variables independientes fueron seleccionadas ya que se identificaron como
factores clave en la formulacion. Los graficos de superficie (Figura 6) y la tabla 1
revelan como estas variables influyen en las propiedades fisicoquimicas de la
formulacién. Las formulaciones evaluadas presentaron una desviacién estandar
menor al 1.5%, lo que indica alta reproducibilidad en los analisis realizados. El
analisis ANOVA revelo diferencias estadisticamente significativas en los parametros
de tension superficial, viscosidad, angulo de contacto y energia de adhesién entre
las formulaciones elaboradas (p < 0.05).

10.2 Caracteristicas organolépticas de las formulaciones

Las formulaciones desarrolladas utilizando CMC como agente viscosante

presentaron una apariencia transparente y estable tanto al inicio como después de
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48 horas de almacenamiento a 25°C, independientemente de la concentracion de
CMC, dlicerina y afinina en la formulacién. Este comportamiento puede atribuirse a
la naturaleza hidrofilica y coloidalmente estable de la CMC. La CMC es un
polisacarido anionico altamente soluble en agua, lo que le permite formar soluciones
homogéneas sin inducir separacion de fases o precipitacion de particulas
insolubles. Su comportamiento coloidal es estable en un amplio rango de
concentraciones y condiciones de almacenamiento. Su estructura altamente
hidrofilica facilita la retencion de agua y evita la desestabilizacion de la red
polimérica, lo que contribuye a la transparencia de la formulacién. Esto sugiere que
la CMC es una opciéon adecuada cuando se busca mantener la claridad en

formulaciones que contienen glicerina, debido a su caracter higroscépico.

10.3 Evaluacién del pH

En el desarrollo y la preformulacion de la presente investigacion, el pH fue
identificado como un atributo critico de calidad (CQA) debido a su influencia directa
en la funcionalidad, seguridad y aceptacion de la formulacién. Este parametro es
especialmente relevante en productos disefiados para mimetizar la saliva natural,
debido a que el pH afecta propiedades como la estabilidad de los componentes, la
biocompatibilidad con las mucosas orales y la capacidad de replicar el microentorno
fisiolégico. De acuerdo con la literatura cientifica, la saliva humana presenta un pH
promedio que oscila entre 6.2 y 7.4 dependiendo de factores individuales como la
dieta, el estado de salud bucal y la produccion de saliva. En este contexto, las
formulaciones realizadas en el disefio de experimentos presentaron valores de pH
6.41, lo que se encuentra dentro del rango del espectro fisiolégico de la saliva
natural. Estos resultados son consistentes con los valores reportados por Foglio-
Bonda et al., 2022, quienes analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de diversos
sustitutos salivales disponibles comercialmente. Segun su estudio, el pH de estos
productos oscila generalmente entre 6.0 y 7.0, cumpliendo con los requerimientos
para garantizar compatibilidad con el entorno bucal y prevenir efectos adversos

como irritacion o alteraciones en el equilibrio acido-base oral. La similitud del pH
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logrado en la formulacion con el de la saliva natural no solo valida el enfoque de
disefo, sino que también sugiere un alto potencial para replicar las condiciones
fisiolégicas del entorno oral. Esto es crucial para aplicaciones terapéuticas dirigidas
a pacientes con xerostomia, donde la restauracion de las propiedades
fisicoquimicas de la saliva natural puede contribuir significativamente a mejorar la
calidad de vida y prevenir complicaciones como caries, infecciones o malestar

generalizado en la cavidad oral.

10.4 Viscosidad de la formulaciéon de saliva artificial con afinina

Para evaluar la viscosidad relativa de las formulaciones estudiadas, se midi6 la
viscosidad de cada muestra a diferentes velocidades de rotacién, desde 0.1 rpm
hasta 100 rpm, utilizando un viscosimetro rotacional. Las viscosidades obtenidas se
compararon con la viscosidad de un fluido de referencia, en este caso, agua, con

una viscosidad conocida de 2.4 cP a 25°C.

La determinacion de la viscosidad de las formulaciones se realizd con un
viscosimetro Brookfield DV1, en la figura 4 cada punto es el promedio de tres

lecturas realizadas.

La viscosidad relativa (n,¢;) en cada formulacién se calculé utilizando la siguiente

expresion.
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n formulacion

Nrel =
Nre ferencia

Donde:

* MNfornulacion €S 12 viscosidad de cada formulacién medida en una velocidad

de rotacion especifica a 25°C

® Myreferencia ©S |2 viscosidad del fluido de referencia (agua) a 25°C.

Viscosidad Saliva artifical con CMC

16.00

Fs & & & rY Sl rY

Viscosidad (cP)
[ ]

0.1 1 10 100
RPM

®Formulal ®Formula2 ®@Formula3d3 ®Formula4d ®@Formula5 ®Formula6 ®@Formula7 ®@Formula8 @ Formula9

Figura 4. Viscosidad de formulaciones de saliva artificial con CMC.
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La viscosidad es otro atributo critico de calidad en la formulacion de saliva artificial,
ya que influye directamente en su correcta aplicacion y funcionalidad. La obtencién
de una viscosidad adecuada es esencial para replicar las propiedades protectoras
y lubricantes de la saliva natural (Bjrn, et al., 2012). Durante las pruebas reoldgicas,
se observo que, la viscosidad de las formulaciones se mantiene constante bajo
ciertas fuerzas de corte, y esta disminuye progresivamente a medida que la fuerza
aplicada aumenta. Como se observa en la figura 4, las formulaciones presentan un
comportamiento pseudoplastico caracteristico. Este comportamiento reoldgico es
fundamental para garantizar que el producto tenga el efecto adecuado y sea facil de

administrar.

Mediante el diseio de experimentos, se determind que la viscosidad de las
formulaciones depende directamente de la concentracion de carboximetilcelulosa
(CMC) y de la cantidad de glicerina incorporada. Las formulaciones desarrolladas
presentaron valores de viscosidad que oscilaron entre 4.32 cP y 15.55 cP (Tabla 1).
Se observd que, a mayores concentraciones de CMC vy glicerina, la viscosidad de
las formulaciones aumentaba significativamente (figura 6). Este comportamiento era
esperado, ya que ambos componentes son conocidos por sus propiedades
espesantes y humectantes, respectivamente. Sin embargo, es importante destacar
que valores de viscosidad demasiado altos o bajos pueden afectar negativamente
la efectividad de la formulacién. Una viscosidad excesiva podria dificultar la
administracién y la distribucién uniforme en la cavidad oral, mientras que una
viscosidad demasiado baja podria comprometer la retencion y la capacidad
lubricante de la formulacion. De acuerdo con Gésime et al. (2009), un sustituto
salival adecuado debe presentar una viscosidad dentro del rango de 1.5 cP a 4.0
cP, valores que garantizan un equilibrio entre la facilidad de administracion y la
funcionalidad.

Este aspecto es particularmente relevante, ya que las formulaciones de saliva
artificial estan disefiadas para un uso intermitente, a diferencia de la saliva natural,
que fluye de manera continua. Por lo tanto, es crucial que la viscosidad de la

formulacién permita una aplicacion comoda y efectiva, imitando las propiedades
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reologicas de la saliva humana sin comprometer su desempefio en condiciones
reales. Los resultados de este estudio demuestran que la viscosidad de las
formulaciones puede ajustarse mediante la modulacion de las concentraciones de
CMC vy glicerina. No obstante, es esencial mantener estos valores dentro de un
rango optimo (1.5 cP a 4.0 cP) para garantizar que la formulacién sea funcional y

adecuada para su uso como sustituto salival.
10.5 Angulo de contacto

El angulo de contacto, también conocido como prueba de humectabilidad, se define
como el angulo formado entre la superficie sélida y la tangente a la gota del liquido
en el punto de contacto, y es un indicador clave de la capacidad de humectacion del
liquido (Andrews et al., 2009).

Un angulo de contacto bajo (generalmente menor a 90°) sugiere una buena
humectabilidad, lo que indica que el liquido se extiende facilmente sobre la
superficie, favoreciendo la adhesion y la cobertura uniforme. Por el contrario, un
angulo de contacto alto (mayor a 90°) refleja una mala humectabilidad, donde el
liquido tiende a formar gotas y no se adhiere eficientemente a la superficie. Ademas,
el angulo de contacto no solo depende de las propiedades del liquido, como su
tensién superficial, sino también de las caracteristicas de la superficie sélida, como
la energia superficial y rugosidad. (Andrews et al., 2009; Lopez-Polo, et al, 2020).
En el contexto de las formulaciones de saliva artificial, el angulo de contacto es un
parametro critico para evaluar su eficacia. Una formulacion ideal deberia presentar
un angulo de contacto bajo, para garantizar una humectacion adecuada de las

superficies orales y una optima lubricacion.

Las formulaciones desarrolladas en este estudio presentaron valores de angulo de
contacto que oscilaron entre 30.33° y 54.51°. Estos resultados indican que todas las
formulaciones exhibieron una buena humectabilidad, ya que ningun angulo superé
los 60°. Se observd que la viscosidad de las formulaciones esta directamente
relacionada con el angulo de contacto: aquellas soluciones con una viscosidad mas
alta tendieron a presentar valores de angulo de contacto mas elevados. Este

comportamiento puede atribuirse a una menor capacidad de las soluciones viscosas
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para extenderse sobre la superficie solida, lo que resulta en una menor area de

contacto y, por ende, en un angulo de contacto mayor.

A pesar de estas variaciones, todas las formulaciones demostraron una extension
adecuada sobre la superficie sdlida, lo que se traduce en una humectabilidad
efectiva. Este aspecto es crucial en el desarrollo de saliva artificial, ya que una
mayor extension sobre la superficie oral implica una mejor cobertura y lubricacion
de la mucosa, caracteristicas esenciales para imitar las propiedades de la saliva

humana.

10.5.1 Tension Superficial

La tension superficial de un liquido y la energia superficial de un solido son factores
determinantes en el proceso de humectacion. Cuando un liquido presenta una baja
tensién superficial en contacto con un sélido de alta energia superficial, se favorece
la humectacién, es decir, el liquido tiende a extenderse y mojar la superficie de
manera eficiente. Por el contrario, si el liquido tiene una alta tensién superficial y el
sélido una baja energia superficial, la humectacién se dificulta, lo que provoca que
el liquido forme gotas sobre la superficie en lugar de extenderse (Lopez et al., 2020;
Vidal et al., 2024; Wei et al., 2023). Este principio es fundamental para comprender
la interaccién entre liquidos y solidos en diversos contextos, incluyendo la

formulacién de saliva artificial.

En el caso especifico de la saliva humana, la tension superficial es un parametro
critico que influye en su funcionalidad bioldgica. Estudios reportan que los valores
de tension superficial de la saliva humana oscilan entre 44.9 y 68.7 dyn/cm, variando
en funcién del tiempo transcurrido desde la formacion de la superficie (Nayebi et al.,
2019). Esta variabilidad puede atribuirse a la composicién quimica de la saliva, la

cual incluye una alta concentracién de proteinas, enzimas y fosfolipidos.

La presencia de proteinas como la mucina y enzimas como la amilasa no solo
reducen la tension superficial, sino que también influyen en la viscosidad y la

capacidad lubricante de la saliva. Estos componentes tienen una actividad
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superficial significativa, lo que contribuye a reducir la tension superficial y, por ende,
a mejorar la capacidad de humectacion (Qianqgian et al., 2024). Estas propiedades
son esenciales para funciones biolégicas como la digestion, la proteccion de la
mucosa oral y la facilitacion del habla (Nayebi et al., 2019; Qiangian et al., 2024).
Por lo tanto, al disefiar formulaciones de saliva artificial, es crucial replicar estos

aspectos fisicoquimicos para garantizar su eficacia y biocompatibilidad.

Las formulaciones desarrolladas en este estudio presentaron valores de tension
superficial que oscilaron entre 57.11 y 51.56 dyn/cm (Tabla 1). Estos valores estan
directamente relacionados con la concentracion de glicerina y carboximetilcelulosa
(CMC) incorporadas en las formulaciones. La CMC, en particular, es un agente
espesante que no solo incrementa la viscosidad de las soluciones, sino que también
contribuye a reducir la tension superficial. Este efecto dual es crucial para lograr
propiedades fisicoquimicas similares a las de la saliva humana. Durante la
investigacion, se observé que incluso pequefias cantidades de CMC son capaces
de modificar significativamente la tension superficial de las formulaciones. Este
hallazgo es relevante, ya que permite alcanzar una viscosidad adecuada y una
tensién superficial reducida, ambos parametros esenciales para imitar el

comportamiento de la saliva natural.

La capacidad de la CMC para reducir la tension superficial puede atribuirse a su
naturaleza anfifilica, que le permite interactuar con las interfaces liquido-aire y
liquido-sdlido, modificando asi las propiedades superficiales de las soluciones (Wei
et al., 2023). Ademas, la glicerina, conocida por sus propiedades humectantes,
complementa el efecto de la CMC. Esta combinaciéon de agentes resulta en una
formulacion que no solo replica estas propiedades fisicoquimicas de la saliva
humana, sino que también podria ser adecuada para aplicaciones clinicas, como el

alivio de la xerostomia (boca seca) o la proteccidn de la mucosa oral.
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10.5.2 Energia de adhesidn

En la administracion de farmacos, el concepto de bioadhesién se refiere a la union
de un sistema transportador de medicamentos a un sitio bioldgico determinado. Esta
unioén puede ocurrir directamente con el tejido epitelial o con la capa de moco que
recubre el tejido. Cuando la adhesién se produce especificamente con la capa de

moco, el fenomeno se denomina mucoadhesion (Shaikh, et al., 2011).

Los polimeros ligeramente reticulados desempefian un papel fundamental en la
mucoadhesion debido a su capacidad para mejorar la retencion y regular la
descarga de ingredientes farmacéuticos en la boca. Tienen la capacidad para
hidratarse y formar redes expandidas. Estas redes interactuan con la capa de moco
presente en superficies mucosas, como la mucosa oral, mediante mecanismos que
incluyen el enredo mecanico y la formacion de enlaces de hidrogeno (Figura 5). Un
ejemplo destacado es el uso de la carboximetilcelulosa (CMC), un polimero que, al
hidratarse, forma una red expandida capaz de interactuar eficazmente con el moco,

lo que facilita la mucoadhesion (Shaikh, et al., 2011; Velopoulos, et al., 2024).

MUCOADHERENCIA

POLIMERO

5888

MUCINAS

Membrana mucosa
Etapa de contacto @ Etapa de interaccion

Figura 5. Representacion de la mucoadhesidn de los polimeros en la membrana mucosa, tomada

de Velopoulos, et al., 2024.
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Para cuantificar la energia de adhesion de la formulacion, se utilizé la ecuacion de
Young-Dupré, la cual establece una relacidon entre el angulo de contacto y la tension

superficial del liquido. Esta ecuacién se expresa de la siguiente manera:

Wa =yl (1 + cos?)

donde W a representa la energia de adhesion, yi es la tensién superficial del liquido

en equilibrio con su vapor, y 9 es el angulo de contacto formado entre el liquido y la

superficie solida.

Realizar este analisis es fundamental para asegurar que la formulacion cumpla con
las caracteristicas fisicoquimicas requeridas y los estandares de calidad
establecidos. De esta manera, se garantiza que la saliva artificial posea la capacidad
de adherirse eficazmente a las superficies mucosas, un aspecto crucial para
prolongar su tiempo de residencia y, en consecuencia, optimizar su eficacia

terapéutica.

Los valores de energia de adhesion para las formulaciones oscilaron entre 87.17 y
98.06 dyn/cm, lo que indica la presencia de una energia de adhesion significativa.
Esta propiedad es esencial para lograr la mucoadhesion de la formulacién en la
mucosa oral, un fendmeno atribuible principalmente a la carboximetilcelulosa, un
polimero conocido por su capacidad para adherirse a superficies mucosas. Segun
Lépez-Polo et al. (2020), el control de parametros fisicoquimicos como la tension
superficial, el angulo de contacto y la energia de adhesion es clave para mejorar la
humectabilidad y disefar formulaciones con una afinidad O6ptima hacia las

superficies que se desean recubrir.
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Tabla 1. Resultados de las formulaciones elaboradas con CMC, los resultados mostrados son
el promedio de tres replicas realizadas.

. FORMULA | FORMULA | FORMULA | FORMULA | FORMULA | FORMULA | FORMULA | FORMULA | FORMULA
Parametro
1 2 3 4 5 6 7 8 9
pH 6.42 +0.016.41+0.01|6.43+0.01|6.43+0.01(6.40+0.01[6.41+0.01|6.41+0.01|6.41+0.01|6.41 + 0.01
sIe:ffli(c):?al 54.82 + 56.43 + 57.11 + 52.87 + 51.74 + 52.11 + 52.23 + 54.99 + 51.56 +
P 0.89 0.74 0.34 0.40 0.25 0.02 0.57 0.07 0.47
(dyn/cm)
Angulode | 5451+ 5087+ | 4854+ | 3418+ | 4007+ | 3033+ | 4416+ | 3117+ | 3147=
contacto (°) 0.45 0.14 0.03 0.13 0.03 0.38 0.06 0.02 0.20
Viscosidad 15.55 + 12.74 + 12.65 +
(P) 750+0.08| o3 S10 432010 G057 [4.95£025(0.12+0.16|4.91+0.22(4.40 £ 0.31
Ea';ehrgé?é‘:le 87.17 + 92.58 + 94.92 + 96.00 + 91.34 + 97.09 + 90.28 + 98.06 + 94.30 +
1.28 1.10 0.57 0.79 0.46 0.14 0.99 1.29 0.99
(dyn/cm)
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Figura 6. Graficos de superficie con las diferentes concentraciones de CMC y glicerina: a) Energia

de adhesién de las formulaciones, b) Tensién superficial de las formulaciones, c) Angulo de contacto

de las formulaciones, y d) Viscosidad de las formulaciones.

10.6 Optimizacion de la formulacion

Tras la realizacion de las distintas formulaciones mediante un disefio de

experimentos, se observé que los componentes con mayor influencia en la calidad
final del producto fueron el agente viscosante, en particular la carboximetilcelulosa
(CMC) y la glicerina. Para la optimizacién de la formulacién, se utilizé el software

estadistico Statgraphics Centurion XVI, el cual permiti¢ identificar las condiciones
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oOptimas para cada componente. Posteriormente, la formulacion optimizada fue
reevaluada para corroborar los valores previamente establecidos como 6ptimos.
Ademas, se realizaron estudios de estabilidad acelerada durante un periodo de tres
meses, en los cuales se monitorearon las propiedades fisicoquimicas y la
concentracion de afinina. En la Tabla 3 se presentan los resultados
correspondientes a la formulacion optimizada, tanto en su estado inicial como tras

ser sometida a condiciones de estabilidad acelerada.

Se determind que las concentraciones Optimas para la formulacion de saliva artificial
son: CMC al 0.1%, glicerina al 20% y afinina a 0.1 mg/mL. El analisis estadistico
confirmd que estas concentraciones garantizan una viscosidad adecuada y una
humectabilidad éptima, atributos fundamentales para la calidad de la formulacion.
Ademas, los excipientes que participan en la formulacion fueron previamente
seleccionados, con la finalidad de mantener las propiedades fisicoquimicas
adecuadas y mejorar la efectividad de la formulacion de saliva artificial (véase Tabla
2). El enfoque utilizado para el desarrollo del producto permitié identificar los
excipientes mas iddéneos y el impacto de la concentracion de estos en la

funcionalidad del producto final.
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Tabla 2. Concentracion y propiedades de los excipientes en la formulacién de saliva

artificial.

Excipientes en la formulacion de saliva artificial con afinina

CONCENTRACION

0.1 mg/ mL-0.5mg/ mL

Afinina

0.2g-0.4¢g
Acido citrico

0.1g-0.4¢g
Acido tartarico

0.1g-0.3¢g
Carboximetilcelulosa

1.0g-2.0¢g
Citrato de sodio

0.01g-0.02¢g

Cloruro de potasio

0.1g-0.2¢g
Cloruro de sodio

0.3g-0.5¢g
Fluoruro de sodio

10g-30¢g
Glicerina

0.01g-0.02¢g
Mentol
0.02¢g

Propilparabeno

10g-20¢g

Sorbitol

PROPIEDADES

Se emplea como ingrediente activo en enjuagues
bucales. Los usos tradicionales de la afinina
incluyen su aplicacion como condimento,
analgésico y estimulante de la salivacion.

En productos alimenticios, el cido citrico se utiliza
como potenciador del sabor por su sabor acido y acido.
El acido citrico monohidrato se utiliza como agente
secuestrante y sinergista antioxidante

Se utiliza como acidulante en bebidas, confiteria,
productos alimenticios y formulaciones farmacéuticas.
También puede utilizarse como agente secuestrante y
como sinergista antioxidante.

Se utiliza ampliamente en formulaciones farmacéuticas
orales y topicas, principalmente por sus propiedades
modificadoras de la viscosidad.

Se utiliza en productos alimenticios, principalmente
para ajustar el pH de las soluciones. También se utiliza
como agente secuestrante.

El cloruro de potasio también se utiliza ampliamente en
la industria alimentaria como suplemento dietético,
agente de control del pH, estabilizador, espesante y
gelificante.

Se utiliza ampliamente en diversas formulaciones
farmacéuticas parenterales y no parenterales, cuyo uso
principal es la produccién de soluciones isotonicas.

Se utiliza principalmente como principio activo en
productos dentales, como pastas dentales y enjuagues
bucales, debido a su capacidad para prevenir la caries
dental.

Se utiliza principalmente por sus propiedades
humectantes y emolientes. En soluciones orales, la
glicerina se utiliza como disolvente, antimicrobiano y
viscosificador.

El mentol se utiliza ampliamente en productos
farmacéuticos como aromatizante o potenciador del
olor.

Se utiliza ampliamente como conservador
antimicrobiano en cosméticos, productos alimenticios
y formulaciones farmacéuticas

Es particularmente (til en comprimidos masticables

debido a su agradable sabor dulce y su sensacion
refrescante.
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Tabla 3. Resultados de la formulaciéon optimizada de saliva artificial con afinina.

Formulacion optimizada

CMC (%) Glicerina (%) Afinina (mg/mL)
0.1 20 0.1
INICIO
Viscosidad (cP) 4.41+0.18
Tension superficial
(dyn/cm) 51.62+0.48
Angulo de contacto 31.40+0.26
Energia de adhesion
(dyn/cm) 95.68+0.17
pH 6.43+0.01
MES 1
Viscosidad (cP) 4.33+0.21
Tension superficial
(dyn/cm) 51.57+0.41
Angulo de contacto 31.61+0.36
Energia de adhesion
(dyn/cm) 95.49+0.21
pH 6.40+0.01
MES 2
Viscosidad (cP) 4.21+£0.16
Tension superficial
(dyn/cm) 51.65+0.43
Angulo de contacto 31.25%0.46
Energia de adhesién
(dyn/cm) 95.81+0.17
pH 6.41+0.01
MES 3
Viscosidad (cP) 4.22+0.20
Tensién superficial
(dyn/cm) 51.60+0.41
Angulo de contacto 31.10+£0.25
Energia de adhesion
(dyn/cm) 95.78+0.17
pH 6.40+0.01
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10.7 Validaciéon del método analitico para la cuantificacién de afinina en la

formulacion de saliva artificial por CLAR

Se disefo y validdé un método analitico basado en cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) para la cuantificacion precisa de afinina en una formulacion
liquida oral de saliva artificial con una concentracion nominal de 0.1 mg/mL. La
validacion se realizé siguiendo los lineamientos establecidos en la Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), la guia ICH Q2 (R2) y las recomendaciones
del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biologos de México A.C.,
considerando parametros criticos de desempefio como adecuabilidad del sistema,
precision, linealidad, exactitud, especificidad, selectividad y estabilidad (tabla 4). El
protocolo y reporte completo del desarrollo y validacion del método analitico se

encuentra en el anexo |.

El método se desarrollé tomando en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas de la
afinina y los excipientes de la formulacion, seleccionando condiciones
cromatograficas Optimas. La fase moévil consisti6 en una mezcla de acetonitrilo y
agua (65:35 v/v), con una columna C18 y deteccién a 228 nm. Estas condiciones
permitieron obtener una separacién eficiente, asegurando un tiempo de retencion

estable y un pico simétrico para la afinina.
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Tabla 4. Parametros evaluados en el desarrollo y validaciéon del método analitico CLAR para

la cuantificacion de afinina.

Pruebas efectuadas

Criterio de aceptacion

Pureza

de pico

Pureza

El limite inferior es 80.0% y limite superior es 100.0 %

Linealidad

del método

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:

El coeficiente de determinacién debe ser: >0.99

El intervalo de confianza para la pendiente debe incluir la
unidad.

El intervalo de confianza para la ordenada al origen debe
incluir el cero.

El CV del porcentaje de recobro, no debe ser mayor de
1.5 %.

Porcentaje de recobro:

El IC debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del
% de recobro se incluya en el intervalo:

99.0% - 101.0% si el método es cromatografico.

El CV del porcentaje de recobro: no debe ser mayor de

1.5 %.

Linealidad del sistema

Coeficiente de determinacion: >0.99
Intervalo de confianza para la pendiente: no debe incluir el cero

Precision del método

CV <1.5 % para métodos cromatograficos.

Especificidad/Selectividad

La respuesta del método debe ser Unicamente debido al analito.

Exactitud

Porcentaje de recobro:

El IC debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del
% de recobro se incluya en el intervalo:

98 - 102%

El CV del porcentaje de recobro: no debe ser mayor de
1.5%.

Precision intermedia

CV: < 1.5% para métodos cromatograficos y volumétricos.

Adecuabilidad del sistema

retencion relativa (si procede, Rr)
factor de simetria (T)
namero de platos tedricos (N)

CV <1.5 % para la respuesta analitica.
Para cada inyeccién se recomienda:
T<2.

N >5000.

Estabilidad de la muestra

Los resultados no deben variar significativamente.
La diferencia (DI): debe ser menor al 2.0%
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10.7.1 Resultados de Validacion

Adecuabilidad del Sistema: Se confirm6é la confiabilidad del sistema
cromatografico mediante seis inyecciones de una solucion de adecuabilidad. El
numero de platos tedricos superd consistentemente los 15,000, y el factor de
simetria se mantuvo por debajo de 2.0, lo que garantiza una separacion 6ptima y
reproducible. El coeficiente de variacién (CV) para el area del pico y el tiempo de

retencion fue inferior al 1.5%, cumpliendo con los criterios establecidos.

Linealidad: La evaluacion de tres curvas de calibracion independientes en un rango
de 80% a 120% de la concentracién nominal arrojo coeficientes de determinacién
(r?) superiores a 0.99, demostrando una respuesta proporcional entre la
concentracion de afinina y el area del pico cromatografico. El intervalo de confianza
para la pendiente incluyo la unidad, y el porcentaje de recobro promedio se situd

entre 99.0% y 101.0%, validando la precisién y exactitud del método en este rango.

Exactitud: El método demostré un desempefio robusto al evaluar el porcentaje de
recobro en concentraciones representativas (80%, 100%, y 120% de la
concentracion nominal). ElI promedio de recobro fue del 100.21%, con un CV de
1.19%, cumpliendo ampliamente con los limites aceptables para métodos
cromatograficos (99.0% - 101.0%).

Especificidad y Selectividad: Se verificd que el método es capaz de detectar
exclusivamente afinina sin interferencias de excipientes ni productos de
degradacion. Los ensayos de especificidad mostraron que la afinina es el unico
compuesto detectable en el tiempo de retencidn establecido, incluso tras someter

las muestras a estrés térmico y exposicion a luz UV.

Precision: La repetibilidad del método se evalué mediante inyecciones replicadas
de soluciones estandar y muestras problema. EI CV para las mediciones fue inferior
al 1.5%, confirmando la reproducibilidad de los resultados bajo condiciones

controladas.

Estabilidad de la Muestra: Las pruebas de estabilidad a 24 y 48 horas demostraron

que la formulacién conserva su contenido de afinina bajo distintas condiciones de
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almacenamiento (temperatura ambiente con y sin luz, y refrigeracion). La variacion
absoluta fue inferior al 2%, asegurando la integridad del analito durante el periodo

de evaluacion.

El método desarrollado y validado para la cuantificacion de afinina mediante HPLC
cumplié con todos los criterios internacionales y nacionales de aceptacion,
asegurando precision, exactitud, especificidad y robustez. Este procedimiento
analitico representa una herramienta confiable y reproducible para el analisis de
calidad de la formulacidén liquida de saliva artificial, contribuyendo de manera
significativa al desarrollo y control de calidad de productos innovadores que incluyen
afinina como componente activo. Asimismo, garantiza la capacidad de evaluar la
estabilidad del producto y monitorear los niveles de afinina durante su desarrollo y

almacenamiento.

10.8 Estabilidad de la formula optimizada

Los estudios de estabilidad acelerada (40°C £ 2°C / 75% = 5% HR) no revelaron
diferencias significativas entre las formulaciones sometidas a estrés a lo largo de
tres meses. La formulacién optimizada demostré una viscosidad estable tanto al
inicio como después del periodo de pruebas. La estabilidad se puede atribuir a la
estructura aniénica de la CMC, que favorece una mayor solubilidad y resistencia a
cambios de temperatura. Lo que la convierte en una opciéon mas adecuada para el

desarrollo de una formulacion de saliva artificial estable y eficaz.

Ademas, el pH, la tension superficial y el angulo de contacto refuerzan la robustez
de la formulacién durante el periodo de estabilidad acelerada. Se observaron
variaciones minimas (Tabla 2), lo que evidencia una excelente estabilidad quimica
y fisicoquimica. Este comportamiento es de gran relevancia, ya que previene
fluctuaciones que podrian comprometer la eficacia y seguridad del producto a lo
largo de su vida util. La seleccién adecuada de excipientes y la estrategia de disefio

basada en calidad por disefio (QbD) fueron factores determinantes para garantizar
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el cumplimiento de este atributo critico de calidad, consolidando asi el potencial del

producto como un sustituto salival efectivo y seguro.

La valoracién del contenido de afinina en la formulacién se realiz6 con el método
validado para la cuantificacion de afinina en la formulacion de saliva artificial. El
analisis se llevd a cabo mediante CLAR y se determind la concentracion en la
formulacion optimizada al inicio del estudio y durante los 3 meses del periodo de
sometimiento de estrés. Como se observa en la figura 7, la formulacién se mantuvo
dentro del criterio de aceptacion establecido (90% — 110%). A partir de los datos
obtenidos en el analisis de estabilidad (Tabla 5), se establecid la tasa de

degradacion con la siguiente formula:

» Concentracion inicial — Concentraciéon Final
Tasa de degradaciéon =

Tiempo

0.1007 mg/mL — 0.0988mg/mL
3 meses

Tasa de degradacion Saliva artificial =

Tasa de degradacion Saliva artificial = 0.000633 mg/mL por mes

Posteriormente, con la tasa de degradacion, se realizé una proyeccion lineal para
determinar cuando se alcanzara el limite de aceptacion establecido. El calculo se

realizé de la siguiente manera:

0.1007 mg/mL — 0.090 mg/mL
0.000633mg/mL por mes

Tiempo para alcanzar 0.090 mg/mL =

Tiempo para alcanzar 0.090 mg/mL = 16.90 meses

De esta forma, se puede establecer un periodo de vida util aproximado al de la

formulacién. Con los datos obtenidos se puede establecer que la duracion y
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estabilidad de la formulacion es estable por 3 meses en condiciones de estabilidad
acelerada, con una tasa de degradacién aproximada 0.000633 mg/mL por mes, y
un tiempo aproximado de 16.90 meses para alcanzar el limite establecido de 90%

como minimo en el contenido de afinina en la formulaciéon de saliva artificial.

Tabla 5. Estabilidad de la formulacion optimizada durante 3 meses.

Estabilidad Formulacion saliva artificial

Mes Concentracion Afinina (%) Concentracion Afinina (mg/mL)
0 100.661 0.1007
1 99.466 0.09946
2 99.064 0.09906
3 98.75 0.09887

VALORACION DE AFININA EN LA
FORMULACION

102.5

) 4

L 2
)

98.5 i

96.5

VALORACION (%)

94.5
92.5

90.5
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
TIEMPO (MESES)

Figura 7. Valoracioén de la afinina en la formulacién de saliva artificial por un periodo de 3 meses en

condiciones de estabilidad acelerada.
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11. CONCLUSIONES

La formulacion desarrollada presenta propiedades fisicoquimicas 6ptimas que
replican eficazmente las caracteristicas de la saliva natural, minimizando las
incompatibilidades entre los excipientes y la via de administracion. La evaluacion
integral de la formulaciéon garantiza un comportamiento adecuado, lo que mejora
tanto su eficacia en la administracion como su efecto terapéutico. Ademas, los
estudios de estabilidad realizados permiten definir el periodo de vida util del
producto, asegurando que cumpla con los estandares de calidad, seguridad y
eficacia requeridos. Finalmente, el desarrollo y validacién del método analitico para
la formulacién de saliva artificial contribuye de manera significativa al desarrollo y
control de calidad de productos innovadores que incluyen afinina como componente
activo. Este enfoque metodolégico no solo respalda la reproducibilidad vy
consistencia del producto, sino que también establece un precedente para el

desarrollo de futuras formulaciones farmacéuticas con objetivos similares.

12. PERSPECTIVAS

El desarrollo de esta formulacion representa un avance en el disefio de sistemas
terapéuticos que imitan funciones fisioldgicas complejas, como las de la saliva
natural. Futuros estudios podrian enfocarse en la incorporacion de biomoléculas
funcionales o sistemas de liberacion controlada que potencien las propiedades
bioadhesivas y terapéuticas del producto. Asimismo, la metodologia empleada para
la validacion analitica puede ser extrapolada a otras formulaciones con afinina,

fortaleciendo los criterios de calidad y trazabilidad en el desarrollo farmacéutico.
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14. ANEXOS

14.1 ANEXO I. Desarrollo y validacion del método analitico para cuantificacion

de afinina en una formulacion de saliva artificial (0.7 mg/mL).

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA
UNIDAD XOCHIMILCO

MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACEUTICAS

“PROTOCOLO DE VALIDACION DE UN METODO DE
CUANTIFICACION DE AFININA (0.1 mg/mL) EN UNA
FORMULACION LIQUIDA ORAL POR HPLC”

ALDO JIMENEZ JARAMILLO
MATRICULA: 2231801346

DICIEMBRE, 2024
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PROTOCOLO DE VALIDACION DE METODOS ANALITICOS
Principio activo Afinina
Tipo de método Valoracién
Método de cuantificacién CLAR
Cédigo del protocolo VM-001
Sustituye a VM-000
No. Edicién 001
Emisién DIC-2024
Vigencia NOV-2029
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Fecha:

Fecha:

Fecha:

Reviso

Revisé

Autorizo
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Nombre y firma

Jefe de aseguramiento de la calidad

Jefe de asuntos regulatorios
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Definiciones

Afinina. Alcamida también conocida como spilanthol (N-isobutil 2E,6Z,8E
decatrienamida).

Aforar. Medir o ajustar con precision el volumen de un liquido.

Alicuota. Porcion exacta o medida de una muestra o sustancia, especialmente
cuando se trata de liquidos. Se toma con el objetivo de representar de manera
precisa la composicion o caracteristicas de la muestra original.

CLAR. Cromatografia liquida de alta resolucion. Técnica analitica que se utiliza para
separar, identificar y cuantificar componentes de una muestra liquida. Utiliza una
fase estacionaria y una fase movil liquida para lograr una separacion mas eficiente
y una mayor resolucion que la cromatografia liquida convencional.

Desgasificar. Proceso de eliminar gases disueltos en un liquido.

Filtrar. Proceso de separar sdlidos insolubles de un liquido utilizando un filtro. Los
filtros retienen las particulas sodlidas, permitiendo que el liquido pase a través,
resultando en una solucién mas clara y libre de particulas.

Placebo. Sustancia que no tiene efectos farmacologicos especificos y se utiliza en
ensayos clinicos o estudios experimentales como un control inerte. Contiene todos
los excipientes de la forma farmacéutica exceptuando por el principio activo.
Sonicar. Se refiere al uso de ultrasonidos o vibraciones de alta frecuencia para
agitar, dispersar o mezclar sustancias.

CV: coeficiente de variacion

DESV. STD o Desv. std: Desviacién estandar

STD o std: estandar
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| 1. Antecedentes |

La validacion del protocolo analitico para la cuantificacion de afinina es necesario
para la determinacién confiable en el desarrollo de un producto terminado. Para el
desarrollo del método se realizd la busqueda de las caracteristicas fisicoquimicas
de la afinina, los excipientes de la formulacion, (tabla 1) y la revision de métodos
previamente utilizados, para la seleccion del método adecuado para su
cuantificacion en la formulacion liquida oral mediante CLAR, en el anexo IX se
puede encontrar el desarrollo del método analitico con mas informacién al respecto.

Color

Punto de fusion (°C)

Punto de ebullicion (°C)

Espectro IR

Peso molecular (g/mol)

indice de refraccion a 298°

Absorciéon maxima UV

LogP

Solubilidad

Apariencia

Estabilidad

Color amarillo claro
23
165

Tiene los siguientes picos principales: vmax
(pelicula) cm-1: 3340, 3150, 3080, 3020, 1678,
1636, 1550, 1240, 1160, 987, 953 (Nakatani y
Nagashima, 1992).

221.34

1.5135

228 nm (Jacobson, 1957).

3.6

Soluble en solventes organicos y aceites
(acetonitrilo,etanol, metanol)

Liquido oleoso a temperatura ambiente

Se recomienda almacenar en recipientes opacos y
herméticos para protegerlo de la luz y en un lugar
fresco y seco.
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Excipientes en la formulacién liquida oral »  Carboximetilcelulosa
*  Sorbitol
*  Cloruro de sodio
»  Cloruro de potasio
»  Fluoruro de sodio
*  Propilparabeno
*  Mentol

¢ Glicerina

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de la afinina.

2. Aplicaciones |

2.1 El protocolo de validacién analitico se aplica unicamente para el producto
terminado, es decir en la forma farmacéutica de saliva artificial en concentracion de
0.1 mg/mL de afinina.

3.  Alcance |

3.1 Este protocolo aplica en la validacion del método analitico para la cuantificacion
de afinina en una formulacion de saliva artificial con afinina en concentracion de 0.1
mg/mL, mediante CLAR en el laboratorio de la Universidad Auténoma Metropolitana
unidad Xochimilco.

|4.  Objetivo |

4.1 Realizar la validacion de un método analitico destinado a la cuantificacion de
afinina en una formulacién de saliva artificial (concentracion de 0.1 mg/mL),
mediante el empleo de cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR).

| 5. Responsabilidades |

5.1 Es Responsabilidad de los auxiliares de validaciones:
5.1.1 Elaborar los Protocolos de validacion.
5.2 Es Responsabilidad del coordinador de validaciones:

5.2.1 Revisar los Protocolos y Reportes de validacién.
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5.3 Es Responsabilidad de los Quimicos Analistas:
5.3.1 Elaborar los Reportes de validacion.
5.3.2 Ejecutar el Protocolo de validacion.

5.3.3 Realizar los registros correspondientes en las bitacoras de los equipos e
instrumentos empleados en la validacion.

5.3.4 Realizar la revision e impresion de los resultados crudos (cromatogramas).

5.3.5 Realizar el tratamiento estadistico de cada parametro de desempenfio evaluado
con los resultados obtenidos.

5.3.6 Comparar los resultados obtenidos de cada parametro de desempefio con
base al criterio de aceptacion y dictaminar.

5.4 Es Responsabilidad del jefe de Control de Calidad:
5.4.1 La revision de los Protocolos y Reportes de validacion.

5.4.2 Proporcionar el personal, material y apoyo necesario durante la Validacién.

\ 6. Equipos, materiales y reactivos

6.1 Método. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)
6.2 Equipos

6.3 Instrumentos

Descripcién Marca Modelo

Balanza micro analitica Ohaus EP214C
Rango: 0—-100g
Precision: £ 0.01 mg

Bano ultrasonido Branson Bransonic
M2800
Cromatografia de JASCO LC-4000

liquidos de alta
resolucién (HPLC)

Detector UV/Vis JASCO MD-4010
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6.4 Materiales

Descripcion Capacidad Marca
Aquabuff Columna C 18 250 x 4.6 mm, 5uym Pharmafiliates®
Matraces volumétricos 10 mL, 20 mL, 25 mL, 50 mL Pyrex
Vasos precipitados 50 mL, 100 mL Pyrex
Filtros de PVDF 0.45 pm Durapore®
Pipetas volumétricas 1.0 mL, 5.0 mLy 10.0 mL Pyrex
Micropipeta 10-100 L Biohit
100-1000 pL
Probetas 100 mL, 250 mL Pyrex
Viales para HPLC 2mL Phenomenex
6.5Reactivos
Nombre Grado Fabricante
Acetonitrilo HPLC J.T Baker
Agua HPLC J.T Baker

6.6 Estandar de Referencia

Pureza 98.6%
Lote 00019300-23S
Fecha de fabricacion 18/Jun/2024
Fecha de vencimiento Nov/2028
Proveedor Chromadex
Origen USA
Analisis 3J04
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(7.0 PREPARACION DE SOLUCIONES DE TRABAJO |

e Preparacion de la fase movil
Preparar una mezcla de acetonitrilo y agua (65:35 %vl/v), filtrar a través de una
membrana de 0.45 um, y desgasificar.

e Diluyente
Usar fase mévil como diluyente.

Preparacion de la solucion placebo (SOP)

A partir de un placebo con los mismos excipientes presentes en la muestra, excepto
la afinina. Se tomaran 2.0 mL del placebo con una pipeta volumétrica y se
transferiran a un matraz volumétrico de 10.0 mL, agregar 5 mL de diluyente y agitar
durante 5 minutos, llevar a volumen con fase movil, filtrar con membrana de PVDF
de 0.45 ym. Se desecha el primer mililitro, y el liquido restante se recogera en un
vial de muestra para HPLC.

Preparacion de la solucion stock de placebo cargado (0.1 mg/mL)

Pesar exactamente 1.0 mg de la sustancia de referencia afinina (Lote:00019300-
23S) y transferir a un matraz volumétrico ambar de 10.0 mL, agregar 5.0 mL de la
solucion placebo y sonicar durante 15 minutos, dejar a enfriar a temperatura
ambiente y llevar a volumen con el placebo.

Preparacién de la solucion placebo cargado con afinina 20 ug/mL (SOPc)

Transferir 2.0 mL de la solucion stock de placebo cargado a un matraz volumétrico
de 10.0 mL, agregar 5 mL de diluyente, sonicar durante 15 minutos y llevar a
volumen con fase movil, filtrar con membrana de PVDF de 0.45 um. Se desecha el
primer mililitro, y el liquido restante se recogera en un vial de muestra para HPLC.

Preparacion de la solucidn estandar de referencia A (SEA) (concentracion final
afinina 0.1 mg/mL)

Se preparara una solucién estandar de afinina (Lote:00019300-23S) que contenga
0.1 mg/mL en acetonitrilo.

Pesar exactamente 1.0 mg de la sustancia de referencia afinina y transferir a un
matraz volumétrico ambar de 10.0 mL, agregar 5 mL de acetonitrilo y sonicar en un
bano de ultrasonido durante 5 minutos, y dejar enfriar a temperatura ambiente, llevar
a volumen con acetonitrilo.

Preparacién de la solucion estandar de referencia B (SEB) (concentracion final
afinina 20 ug/mL)

Transferir una alicuota de 2.0 mL de la solucion SEA a un matraz volumétrico ambar
de 10.0 mL, llevar a volumen con fase maévil y mezclar. Filtrar a través de membrana
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PVDF 0.45 pm, descartar el primer mililitro, colocar en un vial de muestra para
HPLC.

Preparacién de la solucion de adecuabilidad (concentracidn final afinina 10
pg/mL)

Transferir una alicuota de 1.0 mL de la solucion SEA a un matraz volumétrico ambar
de 10.0 mL, llevar a volumen con fase movil y mezclar. Filtrar a través de membrana
PVDF 0.45 pm, descartar el primer mililitro, colocar en un vial de muestra para
HPLC.

Preparacién de la solucion muestra (concentracion final afinina 20 ug/mL)

Transferir con una pipeta volumétrica 2.0 mL de la formulacion con afinina (0.1
mg/mL) a un matraz volumeétrico de 10.0 mL, agregar 5 mL de fase mévil y sonicar
en bano de ultrasonido durante 15 minutos, llevar a volumen con fase mévil. Se
desecha el primer mililitro, y el liquido restante se recogera en un vial de muestra
para HPLC.

Condiciones de operacion

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Columna Columna C 18 250 x 4.6 mm,
Sum
Temperatura de la columna 25°C
Fase movil Agua: acetonitrilo (35:65 % v/v)
Velocidad de flujo 1.0 mL/ min
Volumen de inyeccién 20 pL
Temperatura compartimento 25°C
muestra
Detector UV/Vis
Longitud de onda del detector 228 nm

| 8.0 METODO ANALITICO |

Procedimiento. Inyectar al por sextuplicado, volumenes iguales (20 upL) de la
solucion de adecuabilidad y registrar los picos respuesta. La eficiencia de la
columna determinada para el pico de afinina no es menor de 1,000 platos teodricos,
el coeficiente de variacion (CV) para los picos de afinina no es mayor de 2.0 % para
el area y el tiempo de retencion.
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Una vez ajustados los parametros de operacion, inyectar al cromatégrafo, por
separado, volumenes iguales (20 uL) de dos preparaciones de referencia SEB por
triplicado y la preparacion de la muestra por duplicado (tabla 2). Obtener sus
correspondientes cromatogramas y calcular el area bajo los picos.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccion
Blanco (diluyente) 1 2
Solucién adecuabilidad 1 6
Solucién de referencia 3
SEB 1
Solucién de referencia 1 3
SEB 2
Solucién muestra 1 2

Tabla 2. Secuencia de inyeccioén para la valoracion de afinina

Calcular el porcentaje de valoracién de afinina en la muestra, por medio de la
siguiente formula:
Amp Wstd (mg) 2mL 10mL 98.6

% afinina: 100% =
b afining: e X0l *TomL “02mg " 100 * 100%

Amp: area bajo la curva de la muestra problema

Ast: area bajo la curva de la solucién de referencia

Wstd: peso de la afinina estandar de referencia expresado en mg
Pureza: pureza o potencia del estandar de referencia

Criterio de aceptaciéon

Valoracion

Contiene entre el 90-110% de la cantidad de afinina declarada en la etiqueta.
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| 9.0 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

PARAMETROS DE DESEMPENO

Las caracteristicas de desempefio de un método analitico se expresan en funcion
de los parametros analiticos. Los parametros considerados se basaron en lo
descrito por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), la guia para
la validacion de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos de México A. C. y la ICH Q2 (R2) Validation of analytical
procedures, tomando en cuenta el tipo de método analitico los siguientes
parametros de desempefio son necesarios para su validacion. Las férmulas y
procedimientos para los calculos se encuentran en los Anexos II-VIII.

e Adecuabilidad del sistema
Se preparara una solucion de adecuabilidad de afinina (Lote:00019300-23S) que
contenga 10 pg/mL. Siguiendo lo indicado en Preparacion de la solucion de
adecuabilidad (concentracion final afinina 10 ug/mL). Filtrar a través de
membrana PVDF 0.45 um, descartar el primer mililitro y colocar en una vial para
HPLC. Se realizaran seis inyecciones de 20 yL de la solucion de adecuabilidad.
Calcular el coeficiente de variacién (CV) de la respuesta analitica.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccién
Blanco (diluyente) 1 2
Sol. Adecuabilidad 1 6

Tabla 3. Secuencia de inyeccién para la adecuabilidad del sistema

Criterio de aceptacion:

Adecuabilidad del sistema

CV: < 1.5% para la respuesta analitica y el tiempo de retencién de afinina.
Numero de platos tedricos: No menor de 5000
Factor de simetria: <2.0

e Precision del sistema
Metodologia

Se preparara una solucién de referencia de afinina (Lote:00019300-23S) que
contenga 0.1 mg/mL. Siguiendo lo indicado en Preparacién de la solucidén
estandar de referencia A (SEA) (concentracién final afinina 0.1 mg/mL). Se

68



tomaran 6 alicuotas de 2.0 mL de la solucion estandar de referencia A (SEA) y
transferir individualmente a un matraz volumétrico de 10.0 mL, llevar a volumen con
acetonitrilo. Filtrar a través de membrana PVDF 0.45 um, descartar el primer mililitro
y colocar en una vial para HPLC. Se realizaran inyecciones independientes de cada
solucion. Calcular el coeficiente de variacion (CV) de la respuesta analitica.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccién
Blanco (diluyente) 1 2
Solucién precision del 1 1
sistema 1
Solucioén precision del 1 1
sistema 2
Solucion precision del 1 1
sistema 3
Solucioén precision del 1 1
sistema 4
Solucioén precision del 1 1
sistema 5
Solucioén precision del 1 1
sistema 6

Tabla 4. Secuencia de inyecciones y muestras en la determinacién de la precision del sistema

Criterio de aceptacion:

Precision del sistema

CV: < 1.5% para la respuesta analitica.

e Linealidad del sistema
Realizar tres curvas de calibracion independientes. Las soluciones se prepararan a
partir de una solucién stock descrita en “Preparacion de Ila solucion estandar de
referencia A (SEA) (concentracion final afinina 0.1 mg/mL)”. En la tabla 5 se
describe las alicuotas para la preparacion de cada concentracion, las soluciones
finales deben filtrarse a través de membrana PVDF 0.45 pm, desechar el primer
mililitro y colocar en viales de HPLC.

Concentracion (ug/mL) Concentracion (%) Volumen de Volumen final
SEA acetonitrilo (mL)
16 80% 1600 pL 10.0
18 90% 1800 pL 10.0
20 100% 2000 pL 10.0
22 110% 2200 uL 10.0
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24 120% 2400 pL 10.0

Tabla 5. Curva de calibracién para la determinacion de la linealidad del sistema

Determinar el coeficiente de determinacion (r), el coeficiente de correlacion (r?) y el
intervalo de confianza para la pendiente.

Nota: Se puede utilizar la solucion la solucién estandar de referencia A (SEA)
(concentracién final afinina 0.1 mg/mL) preparada en la precision del sistema
para la preparacion de las alicuotas.

Criterio de aceptacién:

Linealidad del sistema

Coeficiente de determinacion(r?): >0.98
Intervalo de confianza para la pendiente: no debe incluir el cero
Coeficiente de regresion (r): > 0.99

e Especificidad
Metodologia

Se analizara por triplicado, un placebo del producto, un placebo cargado con afinina
y la solucién de estandar de referencia B (SEB) preparada siguiendo lo descrito en
Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB) (concentracion final
afinina 20 ug/mL). Los placebos se prepararan segun lo descrito en Preparacion
de la solucion placebo (SOP) y Preparacion de la soluciéon placebo cargado
con afinina 20 ug/mL (SOPc) respectivamente. Las soluciones deben ser filtradas
a través de membrana PVDF 0.45 um, descartar el primer mililitro y colocar en una
vial para HPLC. Se evaluara la respuesta al método para las inyecciones descritas
en la tabla 6 bajo las mismas condiciones.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccién
Blanco (diluyente) 1 2
Placebo 1 3
Placebo cargado 1 3
SEB 1 3

Tabla 6. Secuencia de inyecciones y numero de viales para la determinacion de la especificidad.
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Criterio de aceptacion:

Especificidad

La respuesta del método debe ser Unicamente debido al analito.

e Selectividad
Metodologia

Se prepararan soluciones por separado como indica la Preparacioén de la solucion
placebo (SOP), Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB), y
Preparacioén de la solucion muestra (concentracion final afinina 20 ug/mL),
cada solucion sera sometida a luz UV durante 4 h y seran calentadas a 60°C durante
1 h. Las soluciones deben ser filtradas a través de membrana PVDF 0.45 uym,
descartar el primer mililitro y colocar en una vial para HPLC. Se inyectara la solucién
de referencia SEB, la solucién placebo y la muestra. El tiempo de corrida debe ser
3 veces el tiempo de retencién de la afinina. Seran analizadas las respuestas
analiticas de cada solucion. Reportar cromatogramas y espectrogramas.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccién

Blanco (diluyente) 1 1

SEB 1 2

SEB sometida a luz UV y 1 2

temperatura

Placebo sometida a luz UV 1 2
y temperatura

Muestra sometida a luz UV 1 3
y temperatura

Tabla 7. Inyecciones y numero de viales para la determinacion de la selectividad

Nota: Se puede utilizar la solucion la solucion placebo (SOP) preparada en la
especificidad para el analisis de selectividad.

Criterio de aceptacion:

Selectividad

La respuesta del método debe ser unicamente debido al analito.
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¢ Exactitud del método
Metodologia

A partir de la Preparacion de la solucion stock de placebo cargado (0.1 mg/mL),
se tomaran 3 alicuotas de 1600pL, 2000uL y 2400pL, transferirlas individualmente a
matraces de 10 mL, llevar a volumen con diluyente, concentraciones del 80, 100 y
120% respectivamente. Preparar dos soluciones independientes de referencia
segun se indica en Preparacién de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracion final afinina 20 ug/mL). Filtrar las soluciones a través de
membrana PVDF 0.45 um, descartar el primer mililitro y colocar en un vial para
HPLC. Se realizaran inyecciones independientes de la solucion de referencia 1y la
solucion de referencia 2 por triplicado, y las soluciones de placebo cargado por
duplicado. Calcular el coeficiente de variacion (CV) del porcentaje de recobro.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccién
Blanco (diluyente) 1 2
Sol. Referencia SEB 1 1 3
Sol. Referencia SEB 2 1 3
Placebo cargado 80% 1 2
Placebo cargado 100% 1 2
Placebo cargado 120% 1 2

Tabla 8. Inyecciones y numero de viales para la determinacion de la exactitud del método.

Criterio de aceptacion:

Exactitud

Porcentaje de recobro: El promedio aritmético del % de recobro se incluya en
el intervalo: 99.0 — 101.0%

El CV del porcentaje de recobro: no debe ser mayor
de 1.5%.
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e Linealidad del método
Metodologia

Realizar tres curvas de calibracion independientes. Las soluciones se prepararan a
segun lo descrito en Preparacion de la solucion stock de placebo cargado (0.1
mg/mL). En la tabla 9 se describen los niveles y las alicuotas para la preparacién
de cada solucion para la curva de calibracion. Las soluciones finales deben filtrarse
a través de membrana PVDF 0.45 ym, desechar el primer mililitro y colocar en viales
de HPLC. Calcular el coeficiente de determinacién, el intervalo de confianza de la
pendiente y de la ordenada al origen, ademas del coeficiente de variacion de la

regresion.
Concentracion (ug/mL) Concentracion (%) Volumen de Volumen final
Stock placebo acetonitrilo (mL)
cargado
16 1600 pL 10.0
18 1800 pL 10.0
20 2000 pL 10.0
22 2200 yL 10.0
24 2400 pL 10.0

Tabla 9. Niveles y concentraciones para la curva de calibracion en la determinacién de la linealidad

del método.

Criterio de aceptacién:

Linealidad del método

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada:

El coeficiente de determinacion debe ser: >0.99

El intervalo de confianza para la pendiente debe incluir
la unidad.

El intervalo de confianza para la ordenada al origen
debe incluir el cero.

Porcentaje de recobro:

El'IC debe incluir el 100% o que el promedio aritmético
del % de recobro se incluya en el intervalo: 99.0% -
101.0%

El CV del porcentaje de recobro: no debe ser mayor de
1.5%.
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e Precisiéon del método
Preparar seis soluciones como se indica en Preparacion de la solucion muestra
(concentracién final afinina 20 ug/mL) y una solucién de referencia segun lo
indicado en Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracion final afinina 20 ug/mL). Analizar la respuesta analitica y calcular
el coeficiente de variacion, en la tabla 10 se describe la secuencia de inyeccion para
determinar la precision del método.

Muestra Numero de Numero de
viales inyeccion

Blanco (diluyente) 1 2
SEB 1 6

Sol. muestra 1 1 2
Sol. muestra 2 1 2
Sol. muestra 3 1 2
Sol. muestra 4 1 2
Sol. muestra 5 1 2
Sol. muestra 6 1 2

Tabla 10. Inyecciones y numero de viales para determinar la precisiéon del método.

Criterio de aceptacion:

Precision del método

CV: < 1.5% para métodos cromatogréficos y volumétricos.

e Precision intermedia

Preparar tres soluciones como se indica en Preparacion de la solucion muestra
(concentracion final afinina 20 ug/mL) y dos soluciones de referencia segun lo
indicado en Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracion final afinina 20 ug/mL). El analisis debe ser realizado por dos
analistas en dos dias distintos, utilizando los mismos instrumentos, equipos y
sustancias de referencia. Calcular el coeficiente de variacion de los resultados
obtenidos.
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Muestra Numero de viales Numero de
inyeccion

Blanco (diluyente) 1 2

Sol. Estandar Ref (SEB) 1 3
1

Sol. Estandar Ref (SEB) 1 3
2

Sol. muestra 1 1 2

Sol. muestra 2 1 2

Sol. muestra 3 1 2

Tabla 11. Inyecciones y numero de viales para determinar la precision intermedia.

Criterio de aceptacion:

Precision intermedia

CV: < 2.0% para métodos cromatograficos y volumétricos.

o Estabilidad de la muestra

Preparar 8 muestras como se indica en la Preparaciéon de la solucion muestra
(concentracioén final afinina 20 ug/mL), y fraccionar como se indica en la tabla 12.
Se analizaran las muestras al inicio de la preparacion, a las 24 h y 48 h. Se debe
preparar una solucién de referencia en cada tiempo de almacenaje, siguiendo lo
indicado en Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracioén final afinina 20 ug/mL). Analizar la respuesta analitica y reportar
el contenido de cada muestra en las diferentes condiciones de almacenaje en los
tiempos establecidos.
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Muestra

Numero de muestras

Condicién de almacenaje

Sol. muestra 1 2 (inicio) Después de la
preparacion
Sol. muestra 2 2 Temperatura ambiente y
luz
Sol. muestra 3 2 Temperatura ambiente y
oscuridad
Sol. muestra 4 2 Refrigeracion (4 —8°C) y

oscuridad

Tabla 12. Fraccionamiento y condiciones de almacenaje de las muestras

Criterio de aceptacion:

Estabilidad de la muestra

Los resultados no deben variar significativamente.

La diferencia (DI): debe ser menor al 2.0%

| 10. DESVIACIONES

Registrar todas las modificaciones efectuadas al Protocolo de validacion de
métodos analiticos es un requisito esencial. En situaciones donde se presente una
desviacién, adjuntar el documento correspondiente a la documentacion final del
Reporte de validacion de métodos analiticos.
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| 11.ANEXOS

11.1 ANEXO |. REPORTE DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO

¢ Adecuabilidad del sistema

Se preparo una solucion de adecuabilidad de afinina (Lote:00019300-23S) que
contenia 10 pg/mL. Siguiendo lo indicado en Preparacion de la solucién de
adecuabilidad (concentracion final afinina 10 ug/mL). La solucion se filtro través
de membrana PVDF 0.45 pym, se descarto el primer mililitro y se coloco en un vial
para HPLC. Se realizaron seis inyecciones de 20 L de la solucién de adecuabilidad
y se calcul6 el coeficiente de variacion para la respuesta analitica y el tiempo de
retencion de la afinina. En el anexo X se pueden observar los cromatogramas
correspondientes a la adecuabilidad del sistema.

ADECUABILIDAD
TIEMPO DE PLATOS
INYECCION | AREA RE'I;IrEnl\il:)ION TEORICOS FACTOR DE SIMETRIA
1 185406 6.77 15671 1.08
2 186041 6.77 15808 1.07
3 185112 6.78 16212 1.07
4 185406 6.77 15680 1.08
5 186456 6.77 15783 1.07
6 187166 6.77 16130 1.08
PROMEDIO | 185931 6.77 15881 1.08
DESV. STD 779.10 0.00 232.81 0.01
cv 0.42 0.04 1.47 0.51
Criterio de aceptacion:
CRITERIO DE ACEPTACION ESPECIFICACION RESULTADO
Coeficiente de variacién (CV) Respuesta Menor a 1.5% 0.42
analitica
Coeficiente de variaciéon (CV) Tiempo de Menor a 1.5% 0.04
Retencion
Factor de simetria Menor o Igual a 2.0 1.08
Platos tedricos No menor a 5000 15881

El sistema cumple con los criterios establecidos y demuestra ser confiable y
repetible al mantener un CV menor al 1.5% de la respuesta analitica y el tiempo de
retencion.

77




e Precision del sistema
Metodologia

Se preparo una solucion de referencia de afinina (Lote:00019300-23S) que contenia
0.1 mg/mL. Siguiendo lo indicado en Preparacion de la solucion estandar de
referencia A (SEA) (concentracién final afinina 0.1 mg/mL). Se tomaron 6
alicuotas de 2.0 mL de la solucion estandar de referencia A (SEA) y se transfirieron
individualmente a un matraz volumétrico de 10.0 mL, se llevaron a volumen con
diluyente. Las soluciones se filtraron a través de membrana PVDF 0.45 pm, se
descarté el primer mililitro y se colocaron en viales para HPLC. Se realizaron
inyecciones independientes de cada solucién. Se calculé el coeficiente de variacion
(CV) de la respuesta analitica.

INYECCION AREA TIEMPO DE RETENCION (min)
1 344153 6.737
2 341312 6.737
3 341080 6.737
4 340763 6.74
5 350451 6.74
6 343772 6.743
PROMEDIO 343588.5 6.739
DESV. STD 3658.00 0.00
c.v 1.06 0.04

Criterio de aceptacion:

CRITERIO DE ACEPTACION ESPECIFICACION RESULTADO

Coeficiente de variacion (CV) Respuesta analitica Menora 1.5 % 0.04

El sistema cumple con los criterios establecidos para la precision del sistema, al
mantener un CV menor al 1.5%.

e Linealidad del sistema
Se realizaron tres curvas de calibraciéon independientes. Las soluciones se
prepararon a partir de una solucion stock descrita en “Preparacion de la solucion
estandar de referencia A (SEA) (concentracién final afinina 0.1 mg/mL)”. Se
utilizaron los niveles 80%,90%,100%,110% y 120% para la curva de calibracion. Las
soluciones finales se filtraron a través de membrana PVDF 0.45 pm, se descarté
primer mililitro y se coloco en viales de HPLC. Se determind el coeficiente de
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determinacion (r), el coeficiente de correlacion (r?) y el intervalo de confianza para

la pendiente de las tres curvas.

concentracion| AREA | PROMEDIO [ DESV. STD cv promedio DE Ccv
CURVA NIVEL (ng/mL) mUA AREA AREA AREA Nivel Nivel Nivel
260816
A 80 16.00 262824 261820 1420 0.54
263189 262000 1477.38 0.56
B 80 16.00 261234 262212 1382 0.53
260816
C 80 16.00 263121 261969 1630 0.62
302739
A 90 18.00 305730 304235 2115 0.70
299157 302304 1545.03 0.51
B 90 18.00 300730 299944 1112 0.37
301739
c 90 18.00 303730 302735 1408 0.47
356951
A 100 20.00 358075 357513 795 0.22
340763 348526 3197.77 0.92
B 100 20.00 350133 345448 6626 1.92
344153
C 100 20.00 341080 342617 2173 0.63
377864
A 110 22.00 378145 378005 199 0.05
377864 380641 919.71 0.24
B 110 22.00 381045 379455 2249 0.59
384685
c 110 22.00 384245 384465 311 0.08
404170
A 120 24.00 406720 405445 1803 0.44
4273%6 415434 1978.96 0.48
B 120 24.00 423763 425560 2541 0.60
414170
Cc 120 24.00 416423 415297 1593 0.38
Criterio de aceptacion:
CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADOS
Coeficiente de determinacion (r?) Mayor o igual a 0.99 0.99
Coeficiente de regresion (r) Mayor o igual a 0.98 0.99
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Intervalo de confianza para la pendiente (IC b+) No debe incluir el IC(b1) IC(b1)
cero (inferior) (superior)
0.0023 0.0029
Coeficiente de variacion por nivel Menor a 1.5 % Menor a 1.0%

La linealidad del sistema cumple con los criterios establecidos y mantener un CV
menor al 1.5%. La curva correspondiente a la linealidad del sistema se encuentra
en el anexo X.

e Especificidad
Metodologia

Se analizaron por triplicado, un placebo del producto, un placebo cargado con
afinina y la solucion de estandar de referencia B (SEB). Los placebos se prepararon
segun lo descrito en Preparacion de la solucion placebo (SOP) y Preparacion
de la solucidon placebo cargado con afinina 0.1 mg/mL (SOPc) respectivamente.
Se evaluo la respuesta al método para las inyecciones descritas en la tabla 6 bajo
las mismas condiciones. En el anexo X se pueden observar los cromatogramas
correspondientes a las inyecciones realizadas.

Criterio de aceptacion:

CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADO

Respuesta del método

La respuesta del método debe
ser unicamente por la afinina

La respuesta del método se
debe Unicamente por la
afinina en el tiempo de

retencion y longitud de onda

establecidos.

El método cumplié con lo establecido, ya que se demuestra que la respuesta del
método se debe Unicamente a la afinina en el tiempo de retenciéon y condiciones
previamente establecidas, los cromatogramas correspondientes se pueden
observar en el anexo X.

e Selectividad
Metodologia

Se prepararon soluciones por separado como indica la Preparacion de la solucion
placebo (SOP), Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracién final afinina 20 ug/mL) y Preparacion de la solucién muestra
(concentracién final afinina 20 ug/mL), cada solucion se sometié a luz UV durante
4 h y posteriormente se calentaron a 60°C durante 1 h. Las soluciones se filtraron a

80




través de membrana PVDF 0.45 uym, se descarto el primer mililitro y colocar en una
vial para HPLC. Se inyecté la solucién de referencia SEB, la solucién placebo y la
muestra. El tiempo de corrida fue 3 veces el tiempo de retencién de la afinina. Se
analizaron las respuestas analiticas de cada solucion y se reportaron los
cromatogramas de las inyecciones. En el anexo X se pueden observar los
cromatogramas correspondientes a las inyecciones realizadas.

Criterio de aceptacion:

CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADOS
Respuesta del método La respuesta del La respuesta del método se debe
método debe ser unicamente al analito en el tiempo de
Unicamente por la retencion y longitud de onda
afinina definidas.

El método cumplié con lo establecido, ya que se demuestra que la respuesta del
método se debe Unicamente a la afinina en el tiempo de retencion y condiciones
previamente establecidas, los cromatogramas correspondientes se pueden
observar en el anexo X.

¢ Exactitud del método
Metodologia

Se prepararan dos soluciones de referencia como indica Preparacion de la
solucién estandar de referencia B (SEB) (concentracion final afinina 20 ug/mL)
y una solucién stock de placebo cargado (0.1 mg/mL). A partir de la solucion
stock de placebo cargado (0.1 mg/mL), se prepararon alicuotas de 1600, 1800 y
2000 pL, correspondientes a concentraciones de 80, 100 y 120% respectivamente,
se transfirieron individualmente a matraces de 10 mL, y se llevé a volumen con
diluyente. Las soluciones se filtraron a través de membrana PVDF 0.45 uym, se
descarté el primer mililitro y se colocaron viales para HPLC. Se realizaron
inyecciones independientes de cada solucién por duplicado y se calculé el
coeficiente de variacion (CV) del porcentaje de recobro.
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Peso std 1= 1.00 mg Peso std 2= 1.00 mg
Pureza 98.6 % Pureza 98.6 %
Conc. STD 1= 19.72000 pg/mL Conc.STD 2= 19.72000 pg/mL
STD1 STD 2
AREAS AREAS
370482 370096
369314 370648
370249 371262
Promedio 370015 370669
Factor 18787 18768
18728 18796
18775 18827
FACTOR PROMEDIO 18780
DESV. STD 32.75080786
0.17 %
NIVEL % areas | Promediode | joqy st CVde g Mg % Obtenido
areas las inyecciones | adicionados | recuperados
80 304245 303723 16.00 16.17
303201 738.2195 0.2431 101.079
309013
80 303233 306123 4087.0772 1.3351 16.00 16.30 101.878
1
80 303510 305416 16.00 16.26
307322 2695.4910 0.8826 101.643
100 377556 378084 20.00 20.13
378611 745.9977 0.1973 100.661
100 370431 370977 20.00 19.75
371523 772.1606 0.2081 98.769
7
100 37559 376862 20.00 20.07
378124 1785.4446 0.4738 100.336
44511
o113 446503 2378
120 447893 1965.7569 0.4403 24.00 99.064
448089 445814 23.74
120 443539 3217.3359 0.7217 24.00 98.911
447964 448799 23.90
120 449633 1180.1612 0.2630 24.00 99.574
Promedio 100.21
DE 1.19
cv 1.19
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Criterio de aceptacion:

CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADOS
Intervalo de confianza Promedio IC(b1) (inferior) Promedio IC(b1)
aritmético del % 99.44% % obtenido (superior)
obtenido 99.0% - 100.21 100.99%
101.0%
Coeficiente de variacion del porcentaje de Menor a 1.5% 1.19
recobro

El método demostro ser exacto, al cumplir con el criterio establecido y mantener un
CV menor al 1.5% y el promedio aritmético dentro del intervalo de confianza.

e Linealidad del método
Metodologia

Se realizaron tres curvas de calibracién independientes. Las soluciones se
prepararon a segun lo descrito en Preparacion de la soluciéon stock de placebo
cargado (0.1 mg/mL). Se utilizaron los niveles 80%,90%,100%,110% y 120% para
la curva de calibracion. Las soluciones finales se filtraron a través de membrana
PVDF 0.45 pm, se descarto primer mililitro y se coloco en viales de HPLC. Se calculo
el coeficiente de determinacion (r?), el intervalo de confianza de la pendiente (ICB1)
y de la ordenada al origen (ICBo), ademas del coeficiente de variacion de la
regresion.

Peso std 1= 1.00 mg Peso std 2= 1.00 mg
Ensayo = 99.8 % Ensayo= 99.8 %
Conc. STD 1= 19.72000 pg/mL Conc.STD 2= 19.72000 pg/imL
STD 1 STD 2
AREAS AREAS
370482 370096
369314 370648
370249 371262
FACTOR 18787 18768
18728 18796
18775 18827
FACTOR
PROMEDIO 18780
DESV. STD 32.75
c.vV 0.17 %
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CVde

promedio de las Hg Hg
NIVEL % areas areas desv. Std | inyecciones | adicionados recuperados % Obtenido
304245 303723 16.00 16.17
80 303201 738.2195 0.2431 ' ' 101.079
309013
203233 306123 16.00 16.30
80 4087.0772 1.3351 101.878
303510 305416 16.00 16.26
80 307322 2695.4910 0.8826 ' ' 101.643
335747
336229 18.00 17.90
90 336711 681.6509 0.2027 99.464
337091
336235 18.00 17.90
90 335378 1211.2739 0.3602 99.466
337244
338395 18.00 18.02
90 339545 1627.0527 0.4808 100.105
377556
378084 20.00 20.13
100 378611 745.9977 0.1973 100.661
370431
370977 20.00 19.75
100 371523 772.1606 0.2081 98.769
375599
376862 20.00 20.07
100 378124 1785.4446 0.4738 100.336
409403
408479 22.00 21.75
110 407555 1306.7333 0.3199 98.867
409761 409698 22.00 21.82
110 409635 89.0955 0.0217 ' ' 99.162
407112
408009 22.00 21.73
110 408905 1267.8425 0.3107 98.753
445113
446503 23.78
120 447893 1965.7569 0.4403 24.00 99.064
448089
445814 23.74
120 443539 3217.3359 0.7217 24.00 98.911
447964
448799 23.90
120 449633 1180.1612 0.2630 24.00 99.574
Promedio 99.85
DE 1.05
cv 1.05
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Criterio de aceptacion:

CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADOS
Coeficiente de determinacion (r?) Mayor o igual a 0.98 0.99
Coeficiente de regresion (r) Mayor o igual a 0.99 0.99
Intervalo de confianza para la pendiente (IC(31) No debe incluir el IC - IC
cero (inferior) (superior)
0.89 0.99
Intervalo de confianza para la ordenada (ICBo) | Debe incluir el cero IC - IC
(inferior) (superior)
-0.03 2.05
Coeficiente de variacion por nivel Menor a 1.5%
0.17
Intervalo de confianza para la media Debe incluir el
promedio aritmético 100.74
del porcentaje de
recobro
Promedio del porcentaje de recobro No menor al 99.0%- 99.85%
101.0%

El método demostré ser lineal y cumple con los criterios establecidos para la
linealidad del método, la curva de calibracién correspondiente a la linealidad del

método se encuentra en el anexo X.

e Precision del método

Se prepararon seis soluciones como se indica en Preparacion de la solucion
muestra (concentracion final afinina 20 ug/mL) y dos soluciones de referencia
segun lo indicado en Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracioén final afinina 20 ug/mL). Las soluciones finales se filtraron a través
de membrana PVDF 0.45 um, se desecho el primer mililitro y se colocaron en viales
de HPLC. Se analizé la respuesta analitica y se calculd el coeficiente de variacion.
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Peso std 1= 1.00 mg Peso std 2= 1.00 mg
Pureza 98.6 % Pureza 98.6 %
Conc. STD 1= 19.72000 pg/mL Conc.STD 2= 19.72000 pg/mL
STD 1 STD 2
AREAS AREAS
370482 370096
369314 370648
370249 371262
Promedio 370015 370669
Factor 18787 18768
18728 18796
18775 18827
FACTOR PROMEDIO 18780
DESV. STD 32.75080786
cv 0.17 %
NIVEL % areas promedio de | yoqy std C.Vde s H9 % Obtenido
areas las inyecciones | adicionados | recuperados
100 373687 373186 20.00 19.87
100 372685 708.5210 0.1899 99.357
100 372264
100 367275 369770 3527.7557 0.9540 2000 19.69 98.448
100 370831
371888 20.00 19.80
100 372945 1494.8237 0.4020 99.012
100 372203 372319 19.83
100 372434 163.3417 0.0439 20.00 99.126
100 372991 373466 19.89
100 373940 671.0443 0.1797 20.00 99.432
100 373686 373619 19.89
100 373552 94.7523 0.0254 20.00 99.473
Promedio 99.14
DE 0.38
cv 0.39
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Criterio de aceptacion:

CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADOS
Coeficiente de variacion Menor a 1.5% 0.39
Analista 1 Dia 2
concentracion Recobro promedio
MUESTRA | AREAS
Hg % %
1 369110 20.00 19.71 98.54
2 368621 20.00 19.68 98.41 PROMEDIO 98.72 %
DESV.
3 368703 20.00 19.69 98.44 STD. 0.35 9
4 371703 20.00 19.85 99.24 CV% 0.35 9%,
5 371052 20.00 19.81 99.06
6 369317 20.00 19.72 98.60

El método cumple con el criterio establecido para la precision del sistema al
mantener un CV menor al 1.5%.

¢ Precisién intermedia
Se prepararon tres soluciones independientes como se indica en Preparaciéon de
la solucién muestra (concentracién final afinina 20 ug/mL) y dos soluciones de
referencia independientes segun lo indicado en Preparacion de la solucion
estandar de referencia B (SEB) (concentracion final afinina 20 ug/mL). El
analisis se realiz6 por dos analistas en dos dias distintos, los mismos instrumentos,
equipos y sustancias de referencia. Se calculd el coeficiente de variacién de los
resultados obtenidos.

Analista 1 Dia 1
concentraciéon Recobro promedio
MUESTRA AREAS
Hg % %
1 362507 20.00 19.74 98.71
2 361560 20.00 19.69 98.45 PROMEDIO
3 360583 20.00 19.64 98.19 DESV. STD.
4 361477 20.00 19.69 98.43 CV%
5 363966 20.00 19.82 99.11
6 361693 20.00 19.70 98.49

98.56
0.31
0.32

%
%
%
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Analista 2 Dia 1

concentracion Recobro promedio
MUESTRA | AREAS
Hg % %
1 374324 20.00 19.67 98.35
2 374795 20.00 19.70 98.48 PROMEDIO 98.33 %
DESV.
3 373800 20.00 19.64 98.22 STD. 0.1268707 %
4 374222 20.00 19.67 98.33 CV% 0.13 %
5 374616 20.00 19.69 98.43
6 373519 20.00 19.63 98.14
Analista 2 Dia 2
concentracion Recobro promedio
MUESTRA | AREAS
Hg % %
1 384120 20.00 19.67 98.37
2 385883 20.00 19.76 98.82 PROMEDIO 98.75 %
DESV.
3 385738 20.00 19.76 98.78 STD. 029 9
4 387540 20.00 19.85 99.25 CV% 0.29 9,
5 385233 20.00 19.73 98.66
6 385150 20.00 19.73 98.63
Criterio de aceptacion:
CRITERIO POR EVALUAR ESPECIFICACION RESULTADOS
Coeficiente de variacion Menor a 1.5% 0.31

El método demostrd ser preciso y cumple con los criterios establecidos para la
precision intermedia, el coeficiente de variacion fue menor al 1.5 %.

o Estabilidad de la muestra

Se prepararon 8 muestras como se indica en la Preparacion de la soluciéon
muestra (concentracion final afinina 20 ug/mL), y se fraccionaron como se indica
en la tabla 12. Se analizaron las muestras al inicio de la preparacién, alas 24 h'y 48
h. Se prepard una solucion de referencia en cada tiempo de almacenaje, siguiendo
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lo indicado en Preparacion de la solucion estandar de referencia B (SEB)
(concentracioén final afinina 20 ug/mL). Se inyecté cada muestra en las diferentes
condiciones de almacenaje a los diferentes tiempos establecidos y se calculé el
contenido de cada muestra.

Inicio
Muestra Numero Numero de | AREA PROMEDIO DESV. cv PROMEDIO
de viales inyecciones AREA EST (%)
(mUA) AREA
SEB 1 6 370482 | 370519 694.91 0.19 -
369314
370249
371313
370880
370876
Sol. Muestra T° ambiente | 2 2 369034 | 370247 1714.73 | 0.46 98.53
y luz
371459
Sol. MuestraT® ambientey | 2 2 370164 | 370810 912.87 0.25 98.68
obscuridad
371455
Sol. Muestra | 2 2 370142 | 371027 1250.87 | 0.34 98.74
Refrigeracion (4-6°C) y
obscuridad 371911
24 HORAS
Muestra Numero Nimero de | AREA PROMEDIO DESV. Ccv PROMEDIO
de viales inyecciones AREA EST (%)
(mUA) AREA
SEB 1 6 370148 | 371166 903.25 0.24 -
371047
372325
372148
370991
370335
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Sol. Muestra T° ambiente | 2 2 371344 | 370191 1630.59 | 0.44 98.34
luz
y 369038
Sol. MuestraT® ambientey | 2 2 373093 | 371728 1930.40 | 0.52 98.75
obscuridad
370363
Sol. Muestra | 2 2 373139 | 372416 102248 | 0.27 98.93
Refrigeracion (4-6°C) y
obscuridad 371693
48 HORAS
Muestra Numero Numero de | AREA PROMEDIO DESV. cv PROMEDIO
de viales inyecciones AREA EST (%)
(mUA) AREA
SEB 1 6 370879 | 370394 998.43 0.27 -
370959
368517
370096
370648
371262
Sol. Muestra T° ambiente | 2 2 370357 | 370473 164.05 0.04 98.62
luz
y 370589
Sol. MuestraT® ambientey | 2 2 371505 | 371165 480.83 0.13 98.81
obscuridad
370825
Sol. Muestra | 2 2 371803 | 371258 771.45 0.21 98.83
Refrigeracion (4-6°C) y
obscuridad 370712
Criterio de aceptacion:
CRITERIO DE ACEPTACION ESPECIFICACION RESULTADO
Diferencia absoluta (DI) Menor a 2.0 % 0.34

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que la muestra
permanece establece en las tres condiciones analizadas y en el periodo establecido
de 48 horas. No existe una diferencia absoluta mayor al 2.0%.
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11.2 ANEXO II. FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LA

PRECISION DEL SISTEMA.

Media aritmética:

Y =n)y

s 2(y—y)?
h n—1

S
CV = (:)x 100
y

Desviacion estandar:

Coeficiente de variacion:

Donde:
Y= media aritmética

s= desviacion estandar
y= medicion individual

n= numero total de mediciones

El procedimiento para el calculo de los parametros en la precision del sistema se

encuentra descrito en la figura 1.
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B) PROCEDIMIENTO DE CALCULO.

1) Tabular los resultados:

PROPIEDAD MEDIDA (ABSORBANCIA)
“‘DE LA SOLUCION DE REFERENCIA
v}

1.0520
1.0462
1.0566
1.0568
1.0554
1.0488

2) Calcular Ty, Zy? y determinar n.

Ty = 1.0520 + 1.0462 +...+ 1.0498 = 6.3168

Zy? = 1.05202 + 1.04622 +...+ 1.04982 = 6.650417
n==6

3) Galeulary v S:

- 63168
y=S28 - 10828

5o |6x6.650417-63168" 0004252
» 6x{6-1)

4) Calcular el CV:

0.004252 _0.4039%
=——"""x100="
CF 1.0528 o

£ CV no excede el 1.5%.

Figura 1. Procedimiento para el célculo de la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion en la determinacion de la precision del sistema



11.2.1 ANEXO Ill. FORMULAS PARA LA LINEALIDAD DEL SISTEMA

Pendiente:
p o MLXY XXy
O Xxr - x)?
Ordenada al origen:
_Xy—b Yx
b, =—
n

Coeficiente de determinacion:

2 M xy) - E0)Ey)?
(X x?) = Zx? (@&y?) - Ey)?)

Intervalo de confianza para la pendiente:

IC (B1) = b' * to975n—25m

Sp1 = Sy/x

n—2

\/Zyz—blzxy—boZy
Sy/x =

11.2.2 ANEXO IV. FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA LA
ADECUABILIDAD DEL SISTEMA.

Media aritmética:

Desviacion estandar:

o n(xy?) — X y)?
B nn—1)

Coeficiente de variacion (CV):
S
CV =—=x100
y
n= para numero de mediciones
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El procedimiento para el calculo de los parametros en la precision del sistema se
encuentra descrito en la figura 2.

1) Tabular los resultados:

RESPUESTAANALITICA (AREA DE PICO)
DE LAS INYECCIONES DE LA SOLUCION DE REFERENCIA.

Inyeccion |Area (mAuts)
1 1131.6
2 1134.1
-3 1162.8
4 1132.9
5 1136.2

2) Caleular f.y, E);Q y determinar n.

Zy=1131.6+ 1134.1+..+ 1136.2 = 5697.6

Zy? = 113167 + 113412 +...+ 1136.2? = 6493218.06
n=5

3) Calcularyy S.

;=@= 1139.52

oo [5x649321806-569767 43104 e
v Sx(5=1)

4) Calcular el CV.

p =212 60 =1.15%
© 113952 '

El CV no excede el 1.5%.

Figura 2. Ejemplo de procedimiento para el calculo de parametros para la adecuabilidad
del sistema.
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11.2.3 ANEXO V. FORMULAS Y PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA
EXACTITUD DEL METODO

Media aritmética:
G2y
y n

Desviacion estandar:

n(xy?) — Xy)?
nn—1)

Coeficiente de variacion (CV):
S
CV ==x100
y
Intervalo de confianza para la media poblacional:
S
IC =yxt P
(1) =¥ £ to975n-1 n

n= numero de recobros

El procedimiento para el calculo de los parametros en la precision del sistema se
encuentra descrito en la figura 3 y 3.1.

B) PROCEDIMIENTO DE CALCULO.

1) Tabular 108 resultados:

CANTIDAD ADICIONADA - CANTIDAD RECUPERADA - % DE RECOBRO
PARA LN METODO CROMATOGRAFICO.

PLACEBO CANTIDAD CANTIDAD % DE
ANALITICO ADICIONADA, RECUPERADA RECOBRO
ADICIONADO {mg) (mg) i)

1 50.00 50.04 100,08

2 50.10 50.39 100.58

3 50.00 50.11 100,22 |

4 4550 4869 o0 08

5 | 50,00 50.23 10046

] S0 4893 S0 A6

y = Es el coclente porcentual de la cantidad recuperada respecto de la cantidad
adicionada.

Figura 3. Ejemplo de procedimiento para el calculo de parametros en la exactitud del método.
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2) Caloular Zy, Ty? y determinar n,
Ey= 10008 + 100.56 + ... + 90.86 = 601.1788
Ey* = 100.08* + 100,587 +.._+ 80.867 = 602363879

n=6

3) Calcutary y S

e _60'-6’133 =100.1985

I
S___‘Fxsazss.3319~enl,|?ss oz
6x(6-1)

4) Calcular el CV:

02792 100=0.25%

~ 10,1965

El GV no es mayor de 2%.

5) Determinas en el Anexo 20 |

osasnn ¥ caleular IC{LL).

foags s = 2871

1000 = I00.1965t2.5?11% =90.90, 10049

El inbarvato incluye el valor de 100%.

Figura 3.1. Ejemplo de procedimiento para el calculo de parametros en la exactitud del método.
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11.2.4 ANEXO VI. FORMULAS DE CALCULO PARA LINEALIDAD DEL METODO

e Cantidad adicionada vs cantidad recuperada.
Pendiente:

b = nyxy—Xxxy
! xxt—(Xx)?
n= numero de mediciones
Ordenada al origen:
Xy —b Xx
b, = —/———
n

Coeficiente de determinacion:

2 M xy) - E0)Ey)?
(X x?) = Zx? (@Zy?) - Ey)?)

Intervalo de confianza para la pendiente:

IC (B1) = b' * to975n—25m

Sp1 = Sy/x

n—2

ijZ—bley—boZy
Sy/x =

Intervalo de confianza para la ordenada al origen:

IC (Bo) = by * to.975n—-25b0

Spo = S l+ 2

bo y/x n 2 _ (Z;)Z
_ ux
£=r

Coeficiente de variacién de la regresion:

97



s 2
Y=
e Porcentaje de recobro
Media aritmética:
s 2
Y=

Desviacion estandar:

o n(Xy?) — X y)?
B nn—1)

Coeficiente de variacion (CV):

S
CV =—=x100
y
Intervalo de confianza para la media poblacional:
S

IC (W) =Y * to975n-1 \/_ﬁ

n= numero de recobros
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11.2.5 ANEXO VII. FORMULAS DE CALCULO PARA LA PRESICION DEL
METODO

Media aritmética:

Xy

=

Desviacion estandar:

= nxy?) — (Xy)?
B nn—1)

Coeficiente de variacion (CV):
S
CV ==x100
y

n= numero de muestras de valoracion.

11.8 ANEXO VIIl. FORMULAS DE CALCULO PARA LA ESTABILIDAD DE LA
MUESTRA

Media aritmética de la condicion normal (inicial) de operacion:

> Yo
L)

% =
ne=numero de muestras en la condicion normal de operacién (almacenaje)

Media aritmética de cada condicion:

X

B n;

ni=numero de muestras en la i-€sima condicidon de operacién (almacenaje)

Diferencia absoluta (DI) de cada condicion de operacion (almacenaje), respecto a
la condicion normal de operacion:

DI =Yy, -y,
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11.2.6 ANEXO IX. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO
Informacion de la afinina

La alcamida llamada afinina, también conocida como spilanthol (N-isobutil 2E,6Z,8E
decatrienamida), presente en las raices y semillas de la planta. Se han reportado
sus actividades como anticonvulsivo, afrodisiaco, inhibidor de la lipasa pancreatica,
agente antimicrobiano, diurético, vasorrelajante, alivio del dolor de muelas y como
agente antiinflamatorio (Dubey et al., 2013). Las partes de la afinina que son
importantes para su actividad analgésica (ver figura 4), efectos de hormigueo y
salivacion (farmacoéforos) son la amida y el acilo graso insaturado (alquenilo) (Ley
et al., 2006, Rios y Olivo, 2014; Prachayasittikul et al., 2013).

Alkenyl fatty acid Isobutyl

Affinin molecular regions.

Figura 4. Estructura y regiones moleculares de la afinina

La validacién del protocolo analitico destinado a la cuantificacion de afinina resulta
esencial para asegurar una determinacion fiable durante el proceso de desarrollo
de un producto final. En la elaboraciéon de este método, se llevd a cabo una
exhaustiva investigacion de las propiedades fisicoquimicas de la afinina, asi como
de los excipientes presentes en la formulacion. Ademas, mediante una revision
bibliografica para seleccionar el tipo de método mas apropiado para cuantificar la
formulacion liquida oral mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).
Los parametros por desempeiar en la validacion del método analitico se basaron
en lo descrito por la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), la guia
para la validacion de métodos analiticos del Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos de México A. C. y la ICH Q2 (R2) Validation of analytical
procedures.
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Diagrama de Ishikawa

Linealidad

Control de calidad

Exactitud —\ \

Porcentaje de recobro Validez
Materialesy reactivos Efecto de la matriz (formulacion) Modelo de calibracién
Grado
Pureza \
Registros /

/

Tiempo de sonicacion Protocolo de validacién

Luz

/ Desarrollo del protocolo
Preparacion de muestra

Sefial del analito
Informes

Selectividad/Especificidad —/
Evidencias 4/

Validacién del
método analitico

Estos parametros desempenan un papel critico en asegurar que el método analitico
cumpla con los criterios de calidad establecidos. Todos estos elementos son
fundamentales para el adecuado desarrollo y validacion del método analitico. Es
imperativo tomar precauciones desde el inicio del proceso de validacién con el fin
de obtener resultados confiables y reproducibles en la evaluacién de la afinina en la

formulacion liquida oral.

11.2.7 ANEXO X. CROMATOGRAMAS Y CURVAS DE VALIDACION DEL

:
METODO
1500
1000
g 500
%
1]
-500
-1000
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00

Retention Time [min]

Figura 5. Cromatograma del blanco, prueba de especificidad/selectividad/adecuabilidad.

ANALITICO
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40000

30000

20000

Intensity (V]

10000

0.0 20 4.0 6.0 80 10.0 120 14.0 16.0 180
Retention Time [min]

Figura 6. Cromatograma del placebo, prueba de especificidad/selectividad.

100000

80000
Z 60000
z
2
z
= 1

40000 ]

20000

v
L] A
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0

Retention Time [min]

Figura 7. Cromatograma de una muestra de placebo cargado con afinina,
especificidad/selectividad.

Chiomatogrem+Peak Info.(V)
40000
30000

20000

Tntensity kY]

10000 |

0.00 1.00 2.00 300 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00
Retention Time [min]
SeguenceName
ChromatogramNameSTD 1

prueba de

Figura 8. Cromatograma del estandar de afinina, prueba de especificidad/selectividad/adecuabilidad.

102



300000

[uv]

200000

Intensity

100000

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Retention Time [min]
SequenceName  Estabilidad de la muestra 16dic2024
uestra 1 temp ambiente y luz (inicio)

o
peakName[CH] tR [ Area |Height] Area% |Height% [Quantity[ NTP [Resolution [SymmetryFactor[warning
Afinina 56.7867]369034] 43492| 100.000] 100.000]  wyaf1s812] N/A 1.089

Figura 9. Cromatograma de la muestra sometida a condiciones de estabilidad (inicio).

400000

300000

200000

Intensity [pv]

100000

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Retention Time [min]
SequenceName  Estabilidad de la musstra 48h 18dic2024
ChromatogramNameMuestra 1 temp ambiente y luz (48h)
[#]PeakName[cH] tR | Area |Height] Area% | Height% |Quantity[ NTP |Resolution | SymmetryFactor|Wamning|
| ]afinina | s]6.7867]375357] 43908 100.000] 100.000]  n/A[15573] /A] 1.087|

Figura 10. Cromatograma de la muestra en condicién de temperatura ambiente y luz en prueba de

estabilidad de la muestra (48 horas).
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CURVA CALIBRACION AFININA

450000
400000
350000
300000
250000

y = 19260x - 43424
200000 R?=0.9956

AREA (pAU)

150000
100000
50000

0
15.00 17.00 19.00 21.00 23.00 25.00

CONCENTRACION (pg/mL)

Figura 11. Curva de calibracion en la linealidad del sistema.

LINEALIDAD METODO

30.000
y =0.947x + 1.0088

R?=0.998
25.000

20.000
15.000

10.000

Cantidad recuperada (pug/mL)

5.000

0.000
0.000 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000

Cantidad adicionada (ug/mL)

Figura 12. Curva calibracion de la linealidad del método.
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