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RESUMEN

En este articulo se presentan los resultados del desarrollo y validacién de una meto-
dologfa analitica por cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD) para la cuantificacién de cafeina; se utilizé una columna
Cs con deteccion UV a 273 nm y una fase movil compuesta por agua/acetonitrilo
(80:20 v/v) de modo isocrético. Las caracteristicas de desempefio evaluadas permi-
tieron comprobar que existe una adecuada selectividad, una linealidad entre 0,5 y
50 ug/mL, con una precisién expresada como RSD menor a 2%, un porcentaje de
recuperacion del 99,9% y unos limites de deteccidn y cuantificacién para el método
de 2,99y 2,69 ng/mL, respectivamente. El método propuesto es ttil para determinar
el perfil de permeacién bucal de la cafeina mediante un estudio i vitro con celdas de

Franz empleando membrana bucal porcina.

Palabras clave: validacién, cafeina, HPLC, permeabilidad, mucosa bucal, celdas de

Franz.
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SUMMARY

Validation of an analytical HPLC-DAD methodology
for the quantification of caffeine in an i vitro
permeation test using porcine buccal mucosa

This paper presents the results of the development and validation of an analytical
methodology through high performance liquid chromatography with a diode array
detector (HPLC-DAD) for the quantification of caffeine, using a C,4 reverse phase
column with UV detection at 273 nm and a mobile phase consisting exclusively of
water/acetonitrile (80:20 v/v). The evaluated performance characteristics allowed to
verify that there is an adequate selectivity, a linearity between 0.5 and 50 ftg/mL, with
precision expressed as RSD in less than 2%, a recovery rate of 99.9%, and limits of
detection and quantification for the method 0f2.99 and 2.69 ng/mL respectively. The
proposed method is useful for determining the oral permeation profile of caffeine by

an iz vitro study with Franz cells using porcine buccal membrane.

Keywords: Validation, caffeine, HPLC, permeability, buccal mucosa, Franz cells.

INTRODUCCION

La ruta mas utilizada en la administracién de firmacos es la via peroral, dado que es
cémoda, econdmica y, por lo general, mds inocua; sin embargo, presenta varias desven-
tajas significativas dentro de las cuales se destacan: la degradacion de algunos principios
activos por enzimas digestivas o pH géstrico 4cido, anomalias en la absorcién en pre-
sencia de alimentos, la necesidad de contar con la colaboracién del paciente, asi como
el efecto de primer paso hepético [1]. A partir de estos inconvenientes, desde hace
varios aios ha existido un gran interés en el uso de la mucosa bucal por tener un 4rea de
superficie grande, lisa y relativamente inmévil, con resistencia sustancial a la irritacién
o dafio, ademds de estar equipada para el suministro sistémico de firmacos [2-6].

El potencial de las moléculas a ser administradas por via bucal es investigado por
metodologias iz vivo o in vitro; considerdndose las pruebas de permeabilidad con
tejido bucal animal aislado en celdas de Franz, el método in vitro mas utilizado para
determinar la cantidad de férmaco que se difunde a través del tejido en el tiempo,
siendo posible evaluar la cinética de transporte a través de la mucosa. Gracias a la
semejanza reportada de la mucosa bucal porcina en cuanto a estructura y permeabili-
dad con la mucosa bucal humana, el cerdo se ha convertido en el modelo animal mas
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utilizado en estas investigaciones [7, 8]. En este sistema, la mucosa bucal se encuentra
separando dos cimaras: una cdmara donante donde se dispone el firmaco que entra en
contacto con la cara exterior de la mucosa, y una cdmara receptora, que simula el
medio bioldgico con el que estd en contacto la mucosa. Esta tltima, es muestreada
periddicamente para evaluar la cantidad de compuesto que ha penetrado el tejido con
el tiempo y presenta una barra de agitacién que mantiene en condiciones homogé-
neas la solucién en el compartimento. La temperatura del sistema se conserva a 37 °C
mediante una chaqueta de calentamiento en el compartimento receptor, a través del
cual recircula agua con la temperatura controlada [8-10]. Considerando las variacio-
nes que existen al utilizar equipos nuevos y las diferencias intrinsecas de la membrana,
es importante realizar una adecuada implementacién de los ensayos con las celdas de
difusion, por lo cual se emplea un firmaco ampliamente conocido y con un perfil
de permeacidén previamente estudiado [11, 12]. Con este fin, se usa cafeina (figura
1) como un farmaco hidréfilo modelo; un alcaloide del grupo de las xantinas, que
aumenta de manera ligera la secrecién de noradrenalina y estimula la actividad neural
en multiples regiones del encéfalo [1, 12, 13].

I
N >
H3C/ T
O CH

Figura 1. Estructura molecular de la cafeina.

Los métodos analiticos, empleados para la cuantificacién de farmacos en estudios con
muestras bioldgicas, pueden influir en la evaluacién e interpretacion de los datos obte-
nidos en este tipo de ensayos, resultando fundamental el empleo de métodos analiticos
bien caracterizados y validados para obtener resultados fiables que se pueden interpre-
tar adecuadamente. En la literatura se han reportado diferentes metodologias analiticas
parala determinacion de cafeina en productos farmacéuticos y muestras biologicas [ 14,
15]; sin embargo, a la fecha no existe una metodologia especifica que permita evaluar el
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paso de este farmaco a través de la mucosa bucal porcina. Gracias a sus caracteristicas y a
las condiciones de trabajo propuestas, este método permite analizar un alto volumen de
muestras en un corto tiempo, evaluando las diferentes condiciones de ensayo en las cel-
das de difusién. Por tanto, el presente trabajo tiene como objetivo validar un método
por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD) para cuantificar cafeina y llevar a cabo un estudio de permeacién con
este activo, empleando mucosa bucal porcina como membrana de estudio

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Cafeina estdndar (99%), Sigma-Aldrich (EE. UU, lote: SLB0505V), etanol 98%, reac-
tivo analitico Merck (Alemania, lote: K46066583-445), acetonitrilo grado HPLC
Tedia (EE. UU, lote: 905154), solucién de Krebs-Ringer-Bicarbonato marca Zen-
Bio (EE. UU, lote: 010416), fosfato de potasio monobdsico Merck (Alemania, lote:
AMO0655773518), cloruro de potasio Chemi (EE. UU,, lote: 160331-511), cloruro de
sodio J. T. Baker (EE. UU, lote: t10c54), fosfato de sodio dibdsico Chemi (EE. UU,,
lote: 160331-512), agua grado HPLC, filtros 0,45 m Millipore Corp (EE. UU.).

Equipos y condiciones analiticas

Se emple(') un cromatégrafo Shimadzu® (Kioto, Japc')n), serie Prominence, equi-
pado con una bomba binaria LC-6AD, detector de arreglo de diodos (DAD) SPD-
M20A, horno CTO-20A, desgasificador DGU-20As y automuestreador SIL20-A. La
columna cromatogréfica empleada fue una Kromasil® C,s, de 4,6 x 150 mmy 5 um de
tamano de particula, a una temperatura isocratica de 30 °C, utilizando como fase mévil
agua-acetonitrilo (80:20 v/v), con un flujo 1 mL/min, volumen de inyeccién 10 4Ly
longitud de onda 273 nm. Las soluciones que estuvieron en contacto con la mucosa
se centrifugaron a una velocidad de 7000 rpm durante 6 min y todas las muestras se
fileraron antes de inyectarse a través de filtros Millex (Millipore Corporation, EE. UU.)
de 0,45 um. Los datos se procesaron mediante el software LCsolution® versién 1,25.
Para la preparacién de las muestras y el ensayo de permeacion se utilizd: potenciémetro
Hanna® referencia HI 2221 (EE. UU.), ultrasonido Cole-Parmer® modelo 8891 (EE.
UU.), sistema de purificacién de agua Direct-Q® (EE. UU.), celdas de Franz marca
PermeGear® (EE. UU.), equipo de filtracién al vacio, balanza analitica (sensibilidad de
0,001 gy 0,0001 g) marca Ohaus” serie Pioneer (EE. UU.), bafio termostatado Lauda®
(EE. UU.), micropipetas (10-100 #L y 100-1.000 L) marca Select BioProducts® (EE.
UU.) y plancha de agitacién multipunto IKA® modelo RO 10 PS1 Werke (Alemania).
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Material biolégico

En los diferentes ensayos se empleé mucosa bucal (mejilla), obtenida de cerdos con un
peso de 80-100 kg y con una edad promedio de 4-6 meses; los cuales fueron sacrificados
con fines comerciales en el frigorifico aprobado por la autoridad sanitaria competente.
Las muestras se almacenaron en solucion salina amortiguada con fosfato o Krebs-Rin-
ger-Bicarbonato durante un miximo de 24 h y, en algunos casos, se utilizaron luego
de ser sometidas a procesos de refrigeracién y congelacién durante los cuatro dias pos-
teriores al sacrificio. Todos los experimentos se realizaron siguiendo las consideracio-
nes éticas en cuanto a la investigacion biomédica con animales [16] y con el aval del
Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia
(Acta No. 03 de 2016).

Preparacion de las muestras

Para la validacién del sistema se prepard una solucién madre de cafeina (SM-C) por
triplicado de 500 pg/mL. A partir de estas soluciones se hicieron las diluciones para
trabajar curvas de calibracién en el rango de 0,5 u/mL a 50 ug/mL. En la validacién
del método se utilizd solucidn salina amortiguada con fosfato (PBS) de pH 7,4 como
medio de disolucidn; la cual estuvo en contacto con la mucosa durante 4 h a una tem-
peratura de 37 °C, simulando las condiciones del ensayo de permeacién. La mucosa
empleada estuvo en un periodo de almacenamiento de cuatro dias en condiciones del
mercado, sin medio de almacenamiento, con cortes irregulares involucrando epitelio y
tejido conectivo.

Validacién de la metodologia analitica

La validacién del método se realizé teniendo en cuenta los lineamientos establecidos
por la Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH, por sus siglas en inglés), las
normas de la Asociacién Espanola de Farmacéuticos y la guia para la Industria de Vali-
dacién de Métodos Bioanaliticos de la Administracién de Medicamentos y Alimentos
(FDA, por su sigla en inglés) [17-19], y se analizaron las siguientes caracteristicas de
desempeno:

Selectividad/Especificidad

Para establecer la selectividad del método, se analizaron los diferentes componentes
de la fase mévil, los medios de almacenamiento utilizados para la mucosa (Krebs-Rin-
ger-Bicarbonato y PBS) y 10 muestras blanco de matriz de 10 mucosas porcinas de
procedencia distinta que no estuvieron en contacto con el compuesto modelo obteni-
das de diferentes animales. No se observaron interferencias respecto a la solucién de
cafeina correspondiente a la concentracién determinada como limite de cuantificacién

206



Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacion de cafeina

en la validacién del sistema y método (2,99 y 2,69 ng/mL, respectivamente), teniendo
como criterios de evaluacién el tiempo de retencién (tr), la similitud de los espectros de
absorcién molecular (EAM), los isogramas y los topogramas obtenidos.

Las soluciones blanco de las diferentes matrices recolectadas, se montaron por sepa-
rado en las celdas de Franz a una temperatura de 37 °C, con PBS a pH de 6,8 en la
cdmara donante y a pH de 7,4 en la cimara receptora. Dichas mucosas se sometieron a
procesos de congelacion y refrigeracion por cuatro dias posteriores al sacrificio; y una
vez pasadas las 4 h de duracién del ensayo, se tomé una alicuota de 500 4L de la cimara
receptoray de 400 #L en la cdmara donante.

Linealidad

Para evaluar la linealidad del sistema y del método, se establecieron seis niveles de con-
centracién: 0,5, 2,5, 5, 10, 25, 50 tg/mL, cada uno se preparé por triplicado a partir
de la dilucién de las tres SM-C. La evaluacion de la linealidad se hizo por medio del
andlisis de varianza (ANOVA) para la regresion. El estadistico # de Student se usé para
evaluar la pendiente y el intercepto, asumiendo una confianza del 95%.

Precision

La precision se determiné mediante la evaluacién de la repetibilidad (intradia) y de
la precisién intermedia (interdias). El ensayo intradia se estimé mediante analisis por
triplicado de tres niveles de concentracién (0,5, 10 y 50 ug/mL) en el mismo dfa, con
el mismo analista y con el mismo equipo. Se evalué a través del coeficiente de variacién
promedio ponderado (RSDp), obtenido a partir del test de Cochran, y el valor de acep-
tacion para el método en cada nivel debe ser C.V < 15% [18]; mientras que el criterio
de aceptacién, al evaluar la repetibilidad del sistema, es que el coeficiente de variacién
de las medidas sea méximo del 1% [19]. La precisién intermedia se valoré en tres dias

y con dos analistas, utilizando los tres niveles de concentracién del analito (0,5, 10 y

50 ug/mL) vy se evalué mediante un ANOVA empleando una confianza del 95%.

Exactitud

Se calculé mediante comparacién de las pendientes de las curvas de calibracion del
sistema y del método, evaluando de esta manera todo el rango lineal. Como criterio de
aceptacion para este pardmetro, se fij6 un porcentaje de recuperacién (%R) entre 95%
a 105%, considerando la complejidad de la matriz de la muestra [19].

Limite de deteccién y cuantificacién

Para determinar el limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacién (LOQ),
se prepararon curvas de calibracion a bajas concentraciones respecto a las utilizadas
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en el estudio de linealidad, empleando cuatro niveles de concentracién (0,1, 0,2, 0,3 y
0,4ug/ mL), con seis réplicas a cada nivel.

El limite de deteccién (ecuacién 1) y el limite de cuantificacién (ecuacién 2) se calcu-
laron mediante los resultados obtenidos para la linealidad y los resultados de una curva
de calibracién a bajas concentraciones.

Ecuacién 1: limite de deteccién [19]

|a| +38a

b~In

Ecuacién 2: limite de cuantificacién [19]

LOD =

|a| +1084

bsn

Donde: Sz = desviacion estdndar del intercepto a bajas concentraciones, 2 = intercepto a

LOD =

bajas concentraciones y & = pendiente de la curva de calibracion a altas concentraciones.

Estabilidad

La estabilidad del analito se evalud por triplicado a dos niveles de concentracién (0,5
y 25 ug/mL), en diferentes tiempos y condiciones de almacenamiento. Se considerd el
andlisis de las muestras en un periodo de permanencia en el automuestreador y a la tem-
peratura del mismo (24-25 °C), en tres momentos diferentes: recién preparada, luego
de 6 h y, finalmente, a las 24 h. También se corrobor la estabilidad en condiciones
de almacenamiento a 4 °C en cuatro ocasiones (semanas 1, 2, 3 y 4); los resultados se
compararon con los valores encontrados inicialmente (semana 1). Esto permite valorar
la estabilidad del analito con base en el tiempo estimado de permanencia a tempera-
tura de refrigeracién y tener en cuenta la estabilidad de la cafeina después de diferentes
ciclos de enfriamiento - temperatura ambiente (21 °C). Finalmente, se comprobé la
estabilidad del analito en la matriz luego de someterse a las condiciones empleadas con
las celdas de Franz (37 °C durante 4 h). Como criterio de aceptacidn, se tuvo en cuenta
que los resultados de las muestras de estabilidad debian estar dentro del 15% de las
concentraciones nominales [18].

RESULTADOS Y DISCUSION

La cafeina presentd un tiempo de retencién de 2,99 +/- 0,02 min, haciendo de este un
método répido y econdmico para la cuantificacion del analito. La idoneidad del sistema
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se evalué mediante el factor de asimetria, el factor de capacidad, la resolucion, el factor de
separacion y el niimero de platos teéricos (tabla 1), obtenidos a partir de 10 inyecciones

del esténdar a una concentraciéon de 10 4g/mL y cumpliendo con las especificaciones en
todos los casos [19, 20].

Tabla 1. Resultados obtenidos para la idoneidad del sistema.

Parimetro Valor obtenido CV (%) | Criterio de aceptacién
Factor de asimetria 1,2 0,4 <2
Factor de capacidad 1,18 1,9 >1
Resolucién 8,4 4,4 >2
Factor de separacion 2,4 1,3 >1
Numero de platos tedricos 7.725 3,2 > 2.000

La longitud de onda de maxima absorcién (A,,,) de la cafeina en las muestras bioldgicas
fue de 273 nm y se determiné empleando el EAM y el isograma (figura 2) de una mues-
tra a una concentracién de 10 ug/mL.
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Figura 2. A) Isograma. B) Espectro de absorcién molecular (EAM); obtenidos para una solucién de

cafeina estindar a una concentracién de 10 ¢tg/mL.

Los cromatogramas obtenidos luego del analisis de los medios de almacenamiento, las
matrices blancos con mucosa oral porcina (sin presencia de cafeina) y la fase mévil no
mostraron interferentes en el tiempo de retencién de la cafeina, ni modificacién en el
EAM (figura 3), ni en la pureza del pico. Ademds, se analizé si los diferentes blancos
absorbfan a laA,,,, del analito, demostrandose que no tienen incidencia en la cuantifica-
ciéndelacafeinayverificando lasimilitud delos EAM yla pureza del pico, entrelalectura
del limite de cuantificacién correspondiente al sistema y al método. De manera simi-
lar, el andlisis de la pureza del pico (figura 4) determiné que no se presentan impurezas

209



Lina M. Sanabria, Jorge A. Martinez, Yolima Baena

y, por tanto, a través de la metodologia empleada es posible alcanzar una senal que
corresponde inequivocamente al analito de interés sin presencia de interferencia por co-
clucién de otros componentes de la matriz.

uv
30000 [
E LoQ del método
20.000 JU L0Q del sistema
C Muestra blanco de matriz (donante)
C PBS
10.000 | -
C Fase mévil
0k Agua
- l 0~000 : 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ] .
0,0 25 5,0 75 ™"

Figura 3. Cromatogramas de la evaluacién de selectividad. Datos procesados con el software

LCsolution®.

Retention time ~ :299

- 71 150
04 |
03 ¢ 1 100
02 F ]

- - 50
0,1 C 1
00 =T T T 1T T T o o T Tt rrrr+++ 0
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Impurity :Not Detected

Peak purity index :1.000000

Single point threshold :0.999473

Minimum peak purity index :526

Figura 4. Pureza del pico de cafeina en el método. Datos procesados con el software LCsolution®.
La selectividad de la metodologia también puede ser complementada con el estudio
de los topogramas obtenidos del DAD (figura 5), en donde gracias a su conformacién

tridimensional se puede comprobar mediante la corrida cromatografia en un rango de
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longitudes de onda, que en el tiempo de retencion de la cafeina unicamente esta pre-

sente dicha sustancia sin presencia de ningun interferente que co-eluya al tiempo de

retencion del analito de interés.

Figura 5. Topogramas obtenidos por HPLC-DAD, para A) LOQ método. B) Muestra blanco.

En cuanto a la linealidad, en la figura 6 se presentan las curvas de calibracién (relacion

de 4reas vs. concentracién) para el sistema y para el método, en las cuales se puede

observar un coeficiente de correlaciéon de 0,9999, que indica un alto grado de relacién

entre la variable x (concentracién) y la variable y (respuesta).

1.600.000
L @
1.400.000 -~ Ecuacién de la recta del sistema
1.200.000 _ y=28991x + 869,4
2 1.000.000 F R?=10,9999
g L e
E 800.000 ®
< 600.000 - ~ Ecuacién de la recta del método
400.000 [ & . y = 28972x + 566,79
200.000 (@~ g R*=0,9999
@)
0@ ;
0 10 20 30 40 50 60

Concentracién (1g/mL)

@  Curva de calibracién en sistema

Lineal (Curva de calibracién en sistema)

Curva de calibracién en método

Lineal (Curva de calibracién en método)

Figura 6. Curvas de calibracién para el sistema y para el método.

Por otra parte, se hicieron pruebas de hipdtesis para el intercepto, la pendiente y el coe-

ficiente de correlaciéon de las curvas de calibracién, mediante el estadistico # de Student

(tabla 2).
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Tabla 2. Prueba # para evaluar la linealidad del sistema y del método.

Parimetro Ho t estimado ttabla Criterio
Intercepto a=0 0,434 2,1199 | No se rechaza Ho
. Pendiente b+0 337,308 2,1199 | No se rechaza Ho
Sistema
Correlaciéon No existe correlacidn 168,654 2,1199 Se rechaza Ho
entre X-Y
Intercepto a=0 0,300 2,1199 No se rechaza Ho
Método Pendiente b+0 357,452 2,1199 | No se rechaza Ho
Correlacién No existe correlacidn 178,726 2,1199 Se rechaza Ho
entre X-Y

El test para el intercepto en el sistema y método arrojé un ¢ estimado < # tabla, por
tanto, no se rechazé Ho; afirma que la recta presenta un intercepto con el ¢je ¥ que
no es significativamente diferente de cero y una convergencia al origen. Con respecto
a las pendientes, se encontraron valores experimentales de t mayores a los tabulados,
por consiguiente, no se rechazé Hoj; es decir, las pendientes diferentes de cero son sig-
nificativas. Ademds, la prueba de hipdtesis para el coeficiente de correlacion exhibié
un # experimental > ¢ tabla, lo cual llevé a rechazar Ho, asumiendo que hay correlacion
significativa entre las dos variables, concentracién (X) y drea bajo la curva (¥) con un
nivel de confiabilidad del 95%, mostrando que los datos experimentales se ajustan al
modelo de regresién lineal.

Mediante el ANOVA y estadistico de Fisher (tabla 3) para la regresion se encontré en
todos los casos que el F experimental fue mayor al F tabulado, quedando demostrada la
regresion significativa para el sistema y para el método. El mismo test indicé un desvio
de la linealidad no significativo (F experimental > F tabulado), ya que estadisticamente
no hay dispersion de los resultados entre réplicas para las distintas concentraciones. Lo
anterior permite afirmar que, dentro de los rangos de concentracion estudiados, tanto
para el sistema como para el método, se obtuvo un comportamiento lineal.

Para evaluar la precisién intradia, se tomaron muestras preparadas por triplicado a tres
niveles de concentracién (0,5, 10 y 50 g/mL), y se empled el test Cochran. Tal como
se evidencia en las tablas 4 y 5, para cada uno de los casos se observé un valor de G,
menor al G, lo cual indica que las varianzas no son estadisticamente diferentes entre
si; es decir, las varianzas de las concentraciones son homogéneas e indican que el factor

concentracion no influye en la dispersion de los resultados [19].
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Tabla 3. ANOVA de la regresion lineal para el sistema y para el método, prueba de F.

Grados de Suma de Cuadrado
Parimetro libertad cuadrados . Fo Fr
() (sC) medio (CM)
Regresion 1 46E+ 12 4,6E + 12 113776,6 4,49
Error 16 643543530 | 40221470,6
Sistema Desvio 4 94836755,2 23709188,8 0,5 3,26
Dentro 12 548706775 | 45725564,6
Total 17 46E + 12 2,7E+11
Regresion 1 4,6E + 12 4.570E + 12 | 127772,3 4,49
Error 16 5723365404 | 35771033,78
Método Desvio 4 89018024,4 | 22254506,11 0,6 3,26
Dentro 12 483318516 40276543
Total 17 4,6E + 12 2689E + 11
Tabla 4. Resultados del test de Cochran para la evaluacion de la precision del sistema.
Concentraci6n (ug/mL)
0,5 10 50
X 15954 292034,667 1448355,333
S 312,725 2155,108 3188,174
CV (%) 1,9601 0,738 0,220
Geyp 0,682
G., 0,8709
RSD, 1,21

X = promedio de las 4reas, § = desviacién esténdar, C.7 (%) = porcentaje del coeficiente de variacién.

Ademis, se obtuvo unos RSDP considerablemente inferiores al valor méximo permi-
tido, que es del 15%, lo que brinda un nivel de precisién confiable sobre las mismas
condiciones de operacién en un intervalo corto de tiempo. En el caso de la precision
intermedia, el andlisis de varianza, mediante un test F, mostré que los valores de F
experimentales son menores a los F tabulados (tabla 6), indicando que los resultados
no presentan una diferencia estadisticamente significativa por cambio de analista o al
realizar el andlisis en diferentes dias.
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Tabla 5. Resultados del test de Cochran para la evaluacion de la precisién del método.

Concentracién (ug/mL)
0,5 10 50
X 15815 289802 1447201,67
S 409,528 3212,214 6264,541
CV (%) 2,589 1,108 0,433
Geyp 0,789
G 0,8709
RSD, 1,64
X = promedio de las 4reas, S = desviacion estindar, C.V (%) = porcentaje del coeficiente de variacion.
Tabla 6. Precision intermedia y analisis de varianza del sistema y del método.
Fuencede | GG | Cundo P
variaciéon (gl) (SC) medio (CM)
Analista 1 4469189,3 4469189,4 1,0E - 05 404
’ ’ ’ (1, 48, 0,05)
Dias 2| 6827056468 | 3413528234 | 79E-04 | .
: A (2,48, 0,05)
Sistema 3.19
Réplicas 2 2688920,1 1344460,1 | 3,1E-06 (2,48, 0,05)
Error 48 2,1E+ 13 44F + 11
Total 53 2,1E+ 13
Analista 1 1843396389 | 1843396389 | 4,4E-03 404
: (1,48, 0,05)
Dias 2 1198255414 | 59912770,7 | 1,4E-04 319
’ ’ ’ (2,48, 0,05)
Método 3.19
Réplicas 2 359055209,9 | 179527605 | 4,3E-04 @ 4é, 0,05)
Error 48 2,0E + 13 42E + 11
Total 53 2,0E + 13

Con base en los lineamientos de la gufa de la FDA para la validacién de métodos

bioanaliticos, se cumple con la repetibilidad y la precisién intermedia, por lo cual se

concluye que el método es preciso [18].
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Por medio de la comparacién de las pendientes de las curvas de calibracion del sistema
y del método, se evalud todo el rango lineal, obteniendo 99,9% de porcentaje de recu-
peracion; por lo cual, se establecié que la exactitud del método es correcta.

Los limites de cuantificacién y deteccidn se calcularon utilizando las curvas de cali-
bracién para sistema y método y unas segundas curvas de concentraciones bajas, a las
cuales se les comprobd la linealidad, precision y exactitud. Los resultados obtenidos se
consignan en la tabla 7, y se utilizaron para calcular tanto el limite de deteccién como
el limite de cuantificacién, cuyos valores fueron de 0,93 y 0,85 ng/mL para el limite de
deteccién en el sistema y método; y de 2,99 y 2,69 ng/mL para el limite de cuantifica-
cién del sistema y método, respectivamente.

Tabla 7. Datos para el calculo del limite de deteccién y cuantificacion.

Curva de calibracién a bajas concentraciones | LOD (1ug/mL) | LOQ (ug/mL)
n=24
Sistema Ecuacién: y = 31476x - 6,7 0,00093 0,00299
Sa=419
n=24
Método Ecuacion: y =31442x + 8,8 0,00085 0,00269
Sa =374

Al evaluar la estabilidad de las muestras a corto plazo en el automuestreador durante
24 h a una temperatura de 24-25 °C (tabla 8) respecto a lalectura de las muestras recién
preparadas tomadas como el 100%, se observa una degradacion del analito inferior al
2%, la cual se puede considerar despreciable teniendo en cuenta que un estudio simi-
lar enfocado al seguimiento de la estabilidad de cafeina en matriz biolégica sugiere un
limite del 10% [14] y que se tiene como criterio de aceptacion que estén dentro del
15% de las concentraciones nominales [18]. El porcentaje de variaciéon mayor fue a las
24 h, el cual es un intervalo de tiempo alto, considerando que el tiempo de corrida del
método es de 8 min y, por tanto, podrian realizarse hasta 180 inyecciones obteniendo
resultados veraces dentro de los limites de desviaciéon permitidos.

Al determinar la estabilidad a largo plazo como porcentaje de pérdida o ganancia, res-
pecto ala lectura de las muestras recién preparadas tomadas como el 100% (semana 1),
se apreci una degradacién inferior al 2% en la mayoria de las condiciones, excepto a
la semana 4 donde se observé una pérdida mayor del analito (tabla 9). Sin embargo,
tal como ocurrié en la estabilidad a corto plazo, se encuentran en un rango aceptado
para los criterios establecidos en metodologias bioanaliticas, por tanto se garantiza la
estabilidad del analito durante este periodo de tiempo [18].

215



Lina M. Sanabria, Jorge A. Martinez, Yolima Baena

Tabla 8. Estabilidad a corto plazo en el automuestreador.

Concentracién pg/mL Pérdida/ganancia (%)
6h 24h
Sistema 0,5 -0,31 -0,93
25 -0,06 -0,04
Método 0,5 -0,79 -1,51
25 -0,16 -0,21

Tabla 9. Estabilidad de cafeina a largo plazo (ciclos de enfriamiento - temperatura ambiente).

Concentracién Pérdida/ganancia (%)
ug/mL Semana 2 Semana 3 Semana 4
0,5 -1,39 -1,93 -2,10
Sistema
25 -0,99 -1,97 -2,94
0,5 -1,36 -2,32 -2,63
Método
25 -0,21 -0,33 -0,38

Finalmente, se comprobd la estabilidad de las muestras al ser sometidas a las condi-
ciones empleadas en el desarrollo de los ensayos de permeacion iz vitro con celdas de
Franz; por lo cual se colocaron a una temperatura de 37 °C durante 4 h. A una concen-
tracién de 0,5 (g/mL se observé un porcentaje de ganancia de 0,07% y de 1,17% para
una concentracién de 25 ug/mL, que se puede atribuir a una posible evaporacién del
solvente. Sin embargo, la variacién es aceptable y se logra inferir que el analito es estable
durante los ensayos de permeacion iz vitro, sin presentar una pérdida significativa del
compuesto en cualquiera de las condiciones investigadas.

CONCLUSIONES

Se logré implementar una metodologia analitica por cromatografia liquida de alta efi-
ciencia con detector de arreglo de diodos (DAD), para evaluar la permeacién iz vitro
de cafeina a través de la mucosa bucal porcina. Dicha metodologia resulté selectiva,
precisa, exacta, lineal en el rango de concentraciones de 0,5 a 50 ug/mL, con un limite
de deteccién de 0,93 y 0,85 ng/mL en el sistema y método; y un limite de cuantifica-
cién de 2,99 y 2,69 ng/mL en el sistema y método, respectivamente; con una estabili-
dad de las muestras en las condiciones de almacenamiento (4 °C) durante un mes, por
un perfodo de 24 h en el automuestreador y durante la realizacién del ensayo con celdas
de Franz.

216



Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacion de cafeina

AGRADECIMIENTOS

Al Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotd,
por facilitar los equipos e instalaciones utilizados en el desarrollo de esta investigacién.

CONFLICTO DE INTERESES
Los autores no declaran conflicto de intereses.
REFERENCIAS
1. J. Flérez, J. Armijo, A. Mediavilla, “Farmacologia humana’, 5* edicién, Elsevier

Masson Eds., Santander, 2008, p. 684.

2. ]. Hao, PW. Heng, Buccal delivery systems, Drug Dev. Ind. Pharm., 29 (8), 821
(2003).

3. N.V.S. Madhav, A.K. Shakya, P. Shakya, K. Singh, Orotransmucosal drug deliv-
ery systems: A review, J. Control. Rel., 140 (1), 2 (2009).

4. V.Hearnden, V. Sankar, K. Hull, D.V. Juras, M. Greenberg, A.R. Kerr ez al., New
developments and opportunities in oral mucosal drug delivery for local and sys-

temic disease, Adv. Drug Del. Rev., 64 (1), 16 (2012).

5. R.B. Gandhi, J.R. Robinson, Oral cavity as a site for bioadhesive drug delivery,
Adv. Drug Del. Rev., 13 (1), 43 (1994).

6. S.Rossi, G. Sandri, C.M. Caramella, Buccal drug delivery: A challenge already
won?, Drug Disc. Today: Technol., 2 (1), 59 (2005).

7. J. Nicolazzo, In vivo and in vitro models for assessing drug absorption across
the buccal mucosa. En “Drug absorption studies” Ed. Springer, US, 2008, pp.
89-111.

8. T. Obradovic, Iz vitro models for investigations of buccal drug permeation and
metabolism. En “Drug absorption studies”, Ed. Springer, US, 2008, pp. 167-181.

9. Y. Sudhakar, K. Kuotsu, A.K. Bandyopadhyay, Buccal bioadhesive drug delivery.
A promising option for orally less efficient drugs, /. Control. Rel., 114 (1), 15
(2006).

217



Lina M. Sanabria, Jorge A. Martinez, Yolima Baena

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

218

V.E. Patel, F. Liu, M.B. Brown, Modeling the oral cavity: I vitro and in vivo
evaluations of buccal drug delivery systems, J. Control. Rel., 161 (3), 746 (2012).

U. Kulkarni, L. Pather, L. Xiaoling, B. Jasti, Porcine buccal mucosa as iz vitro
model: Effect of biological and experimental variables, J. Pharm. Sci., 99 (3),
1265 (2010).

U.D. Kulkarni, R. Mahalingam, L. Xiaoling, I. Pather, B. Jasti, Effect of experi-
mental temperature on the permeation of model diffusants across porcine buccal

mucosa, AAPS PharmSciTech, 12 (2),579 (2011).

J.A. Nicolazzo, B.L. Reed, B.C. Finnin, The effect of various % vitro conditions
on the permeability characteristics of the buccal mucosa, J. Pharm. Sci., 92 (12),

2399 (2003).

R. Ventura, C. Jiménez, N. Closas, J. Segura, R. de la Torre, Stability studies of
selected doping agents in urine: Caffeine, . Chromatogr. B, 795 (2), 167 (2003).

X.L. Amit Kokate, B. Jasti, Effect of drug lipophilicity and ionization on perme-
ability across the buccal mucosa: A technical note, AAPS PharmSciTech, 9 (2),
501 (2008).

Ministerio de Salud, Republica de Colombia. Resoluciéon N° 8430 de 1993. URL:
https://www.minsalud.gov.co/Normatividad_Nuevo/RESOLUCION%20
8430%20DE%201993.pdf, consultado en febrero de 2017.

The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH). Q2(R1): Validation of
analytical procedures: Text and methodology, November 2005. URL: https://
www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/
Q2_R1/Step4/Q2_R1__Guideline.pdf, consultado en febrero de 2017.

US Food and Drug Administration, Guidance for Industry, Bioanalytical Method
Validation, Center for Drug Evaluation and Research (CDER), September 2013.
URL: https://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm368107.pdf, con-
sultado en febrero de 2017.

Asociacion Espafola de Farmacéuticos de la Industria, “Validacién de métodos
analiticos”. Seccidn Catalana de AEFI. Comisién de normas de buena fabricacién

y control de la calidad, 1989, p. 23.

M. Valcarcel, A. Gémez, “Técnicas analiticas de separacion”, Reverte Eds., Barce-

lona, 1988, p. 330.



Validacién de una metodologia analitica para la cuantificacion de cafeina

COMO CITAR ESTE ARTICULO

L.M. Sanabria, J.A. Martinez, Y. Baena, Validacion de una metodologia analitica por
HPLC-DAD para la cuantificacién de cafeina en un ensayo de permeacion iz vitro
empleando mucosa oral porcina, Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., 46 (2), 202-219
(2017).

219



	_GoBack
	OLE_LINK1
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack

