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1 INTRODUCCION

El mercado mundial de los suplementos alimenticios esta creciendo mas rapido
que la mayoria de otros sectores de la industria alimentaria, ya que tienen un
papel importante en la cultura que existe entre alimentacion y salud. Debido al
creciente aumento de los productos que promueven la salud, estos, deben ser

cuidadosamente examinados con el fin de evitar fraude y falsas expectativas.

Los suplementos alimenticios se presentan en formas farmacéuticas como:
tabletas, capsulas, soluciones orales, entre otras, que implicitamente sugieren un
grado de calidad y eficacia, que también es sugerida a través de declaraciones de
diferentes propiedades en sus marbetes y por sus proveedores. De ello se
desprende que los consumidores a menudo creen que los suplementos
alimenticios tienen propiedades terapéuticas preventivas o rehabilitatorias, sin
presentar efectos secundarios y adversos en comparacion con los medicamentos.
Sin embargo, en muchas ocasiones, parece no haber una garantia de su calidad o
inocuidad. Tal es el caso de suplementos tales como aquellos que contienen
resveratrol, el cual es un antioxidante natural que se encuentra en las uvas, y del
cual se cree que tiene algunas actividades prometedoras en enfermedades
relacionadas con el envejecimiento, actualmente se comercializa en productos con

formas farmacéuticas.

Debido a que en México los suplementos alimenticios no cuentan con estudios
que garanticen el contenido de la sustancia responsable de dichas actividades
prometedoras, es importante contar con métodos analiticos que permitan la

cuantificacion de estas sustancias.

Este trabajo se enfocd a determinar el contenido de resveratrol, mediante un
método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion disefiado para

este fin en productos cuyos fabricantes indican su contenido en el marbete.




2 MARCO TEORICO

2.1 Medicamentos y suplementos alimenticios

La Ley General de Salud define a un medicamento como toda sustancia o mezcla
de sustancias de origen natural o sintético que tenga efecto terapéutico, preventivo
o rehabilitatorio, que se presente en forma farmacéutica y se identifique como tal
por su actividad farmacoldgica, caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas. Por
otra parte, el articulo 215, fraccion V, de la Ley General de Salud define los
suplementos alimenticios como: productos a base de hierbas, extractos vegetales,
alimentos tradicionales, deshidratados o concentrados de frutas, adicionados o no,
de vitaminas o minerales, que se puedan presentar en forma farmacéutica y cuya
finalidad de uso sea incrementar la ingesta dietética total, complementaria o suplir

alguno de sus componentes.”

Los suplementos alimenticios son ampliamente utilizados por una variedad de
razones tales como el equilibrio de la dieta, mejorar la apariencia y/o el
rendimiento, promover la buena salud y el bienestar, o retrasar la aparicion de

enfermedades relacionadas con la edad.?

Los suplementos alimenticios no pueden contener unicamente vitaminas y
minerales, ya que se consideraria un medicamento vitaminico y no un suplemento;
tampoco pueden contener sustancias con accion farmacolégica o propiedades
terapéuticas, preventivas o rehabilitatorias ya sean naturales o sintéticas, salvo

que cumplan con las disposiciones aplicables a los insumos de la salud.?

2.1.1 Atributos de calidad deseables en medicamentos y suplementos
alimenticios.

Controlar y minimizar los efectos secundarios, asi como evitar los efectos
adversos de los medicamentos, es un tema importante para garantizar la

seguridad de los pacientes que los consumen, puesto que los efectos secundarios




son inherentes a los diferentes componentes de los que estan hechos, la calidad
de los excipientes, las formulaciones, asi como el proceso de fabricacion deben de
contar con alto grado de calidad. Los atributos principales de calidad de los

medicamentos son la identidad, la potencia y la pureza.*

La Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2013 de Buenas practicas de
fabricacion de medicamentos define a la calidad como al cumplimiento de
especificaciones establecidas para garantizar la aptitud de uso, algunas de estas
especificaciones son que los medicamentos sean disefados y fabricados de
acuerdo con los requisitos y estandares de buenas practicas de fabricacion,
buenas practicas de laboratorio y buenas practicas de documentacién, asi como
se apliguen los controles necesarios en las materias primas, productos

intermedios y producto terminado durante la etapa de fabricacion.’

Los suplementos alimenticios no cuentan con normas que establezcan los
estandares de calidad minimos que deberian de cumplir los fabricantes de estos
productos para poder asegurar su calidad, unicamente deben cumplir con la NOM-
251-SSA1-2009, que establece los requisitos minimos de buenas practicas de
higiene que deben observarse en el proceso de alimentos, bebidas o suplementos

alimenticios.

Debido a lo anterior estos productos no tienen la misma regulacién que los

medicamentos, esto se abordara a continuacion.

2.1.2 Calidad en suplementos alimenticios.

Existen estudios de suplementos deportivos, donde sus principales componentes
son péptidos y proteinas de huevo, los cuales no se encuentran en la cantidad
indicada en su marbete’, los suplementos que pretenden mejorar la actividad
sexual y que se refieren a menudo como sustancias naturales estan adulterados
ilegalmente con farmacos como el sildenafil o tadalafil, que son utilizados para el

tratamiento de la disfuncidn eréctil, asi como otro tipo de farmacos sintéticos




activos de las que no se sabe si tienen algun tipo de interaccidn riesgosa con los

componentes de estos productos.®’

Debido a la falta de cuidado y seguridad en las plantas y hierbas que utilizan para
su fabricacion, ademas de que en la mayoria de los casos sus componentes son
extraidos con disolventes que causan algun efecto adverso a los consumidores,
en algunos casos se encontraron suplementos contaminados por metales como

plomo y cadmio® ®

Si bien el tema por si solo trae una amplia gama de opiniones de los usuarios y no
usuarios de suplementos; por igual con respecto a su regulacion, la seguridad y
eficacia, estos productos pueden llevar directamente a algun tipo de problema
aunque en su mayoria la percepcion publica de estos productos es que son
intrinsecamente seguros debido a que se anuncian como totalmente naturales, de
esta manera los consumidores lo pueden confundir con la seguridad del producto
o el hecho de que se presentan en una forma farmacéutica'®, ademas de que
estos productos no requieren de una receta médica y de esta manera la poblacion
ejerce autoconsumo, adquiriendo y utilizando todos los suplementos que cree que

van a hacer un bien a su salud.

2.1.3 Regulacion de los suplementos alimenticios

En el tema de la regulacion, las empresas responsables de fabricar o distribuir
suplementos alimenticios no requieren de registro sanitario, unicamente deben
contar con el aviso de funcionamiento; es decir no cuentan con estudios que
demuestren la eficacia, seguridad y calidad antes de ser comercializados. Su
vigilancia se realiza cuando ya estan en el mercado.” La FDA (Food and Drug
Administration) unicamente solicita estudios previos a la comercializacién cuando

se trata de un ingrediente nuevo o mezcla de ingredientes nuevos."

La Ley General de Salud en los articulos 200 bis, 201, 202, 212, 215 y 216 indica

los requisitos minimos que deben cumplir los establecimientos dedicados a la




fabricacion de suplementos alimenticios, los cuales van desde los datos de la
empresa, naturaleza del producto, férmula, composicion, el etiquetado del mismo,
en el cual no podran incluirse indicaciones con relacion a enfermedades,

sindromes o sintomas que refieran a datos anatdémicos o fisiolégicos.1

En el reglamento de control sanitario de productos y servicios del articulo 168 al
174, se indican los componentes permitidos y los no permitidos en las
formulaciones, los tratamientos y control, si deben someterse a procedimientos
para eliminar flora microbiana o residuos que puedan danar la salud, asi como la
descripcion de cada sustancia y si se requiere su monografia. En el apéndice XVII
se sefala la cantidad maxima de vitaminas y minerales que puede contener un
suplemento alimenticio. En la tabla 1 se muestran los ingredientes permitidos y los

que no deben contener los suplementos.®

Tabla 1. Ingredientes permitidos y no permitidos en suplementos

alimenticios.®

INGREDIENTES PERMITIDOS INGREDIENTES NO PERMITIDOS
Carbohidratos Procaina
Proteinas Efedrina
Aminoacidos Yohimbina
Acidos grasos Germanio
Metabolitos Hormonas animales o humanas
Plantas Sustancias farmacolégicas reconocidas
Algas Sustancias que presenten riesgos para
Otros que establezca la secretaria la salud

Asi mismo deben de cumplir con la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009,
que establece los requisitos minimos de buenas practicas de higiene que deben
observarse en el proceso de alimentos, bebidas o suplementos alimenticios y sus

materias primas a fin de evitar su contaminacién a lo largo del proceso.?
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2.1.4 Relevancia actual de los suplementos alimenticios

La industria de los suplementos alimenticios se ha incrementado en México en los
ultimos afnos, colocandolo como el segundo pais de América Latina de mayor
consumo, este crecimiento se debe a la creencia de los consumidores de que son

productos naturales, seguros y sin efectos adversos.'

El aumento de la presencia de los suplementos alimenticios se basa en el hecho
de que en la actualidad los efectos sobre la salud humana pueden estar
determinados por la relacion que existe entre la alimentacion y enfermedades.
Muchos de estos suplementos tienen determinados objetivos y poblaciones, como
son los nifios, mujeres embarazadas, deportistas, ancianos, enfermos, entre

otros.™ 16

Uno de los tipos de suplementos que han visto mayor crecimiento en el consumo
son aquellos que contienen antioxidantes, debido a que se considera que pueden

reducir el riesgo de padecer diversas enfermedades cronico-degenerativas vy

fortalecer el sistema inmunoldgico.'” '8

Uno de los antioxidantes que se presentan con mayor frecuencia en el mercado

es el resveratrol, sobre el cual se abundara a continuacion.

2.1.5 Resveratrol: propiedades y usos ' 22!

Descripcion: Polvo ligeramente amarillo claro, insipido
Soluble en agua

Formula molecular C14H1203

Masa molecular 228.24 g/mol

pKa 8.99

Nombre sistematico: 5-[(E)-2-(4-Hydroxifenil) vinil]-1,3- bencenodiol

11



Punto de fusion de 253-255°C Coeficiente de reparto LogP 3.14

La estructura molecular de la sustancia se muestra a continuacion:

OH

el

OH

Figura 1. Estructura molecular del resveratrol

En la ultima década el resveratrol es una de las moléculas naturales que muestra
diversas actividades prometedoras dado que, varios autores, sugieren que tiene
efectos protectores en varias enfermedades relacionadas con el envejecimiento
como: neurodegenerativas, cardiovasculares, también tiene respuesta anti
inflamatoria, anti tumoral y anti diabética. Este compuesto se encuentra de manera

natural en varias especies de plantas tales como uvas, moras y los cacahuates.?"
22, 23,24, 25

Numerosos estudios sugieren algunos de los posibles mecanismos de accion del
resveratrol, como en el caso de las células afectadas por cancer, donde el
resveratrol puede inducir la apoptosis, que en la mayoria de los casos se lleva a
cabo mediante los receptores de muerte celular y la actividad mitocondrial,
también expresa actividad anti inflamatoria mediante la inhibicion directa de la

COX-2, entre otros.?% 2728

Asi mismo, algunos autores mencionan que estos efectos no siempre se
presentan, debido a que dependen directamente de la calidad de los productos
que contienen esta sustancia, que varia entre las diferentes marcas disponibles en

el mercado, principalmente si el resveratrol esta como unico componente activo en

12



la formulacion, ya que diversos estudios indican que de esta manera presentan
mayor calidad y eficacia en comparacion con los que tienen mezclas de

resveratrol y otras sustancias activas.? %

Debido a la variabilidad que hay en los productos que existen en el mercado que
contienen resveratrol, es importante contar con métodos analiticos que permitan
cuantificar el contenido de éste, con los que se pueda garantizar que el contenido

es lo que indica en su marbete y con esto asegurar su calidad y eficacia.

13



3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente los suplementos alimenticios son productos muy utilizados debido a
la creencia de los efectos benéficos que tienen, sin los efectos adversos que los

medicamentos puedan generar.

Como se sabe, el efecto de una sustancia activa en los organismos depende de la
dosis en que ésta se haya administrado, por ello es importante que, como minimo,
estos productos cumplan con el contenido de sustancias o mezclas de sustancias

sefalados en el marbete con el que se expenden.

Resulta de especial interés el incremento reciente en la venta y consumo de
productos que contienen resveratrol, sustancia a la que se le atribuyen efectos
protectores en varias enfermedades relacionadas con el envejecimiento y que en
el Distrito Federal se expende en productos formulados como capsulas, tabletas,
soluciones, entre otros. A la fecha, en muchos de los casos, estos productos no
cuentan con estudios que garanticen la presencia y contenido del o los
ingredientes activos a los que se les atribuye una determinada actividad. Por lo
anterior, esta investigacion se enfocara a conocer si los productos cuyos
fabricantes indican que contienen resveratrol y que se venden en el Distrito

Federal en realidad lo contienen y en qué cantidad.

14



4 HIPOTESIS

Los suplementos adquiridos y cuyos fabricantes establecen que contienen

resveratrol contendran la cantidad indicada en el marbete.

5 OBJETIVOS

Objetivo General:

Determinar el contenido de resveratrol en algunos suplementos alimenticios de
venta en el Distrito Federal cuyos fabricantes declaran en su marbete que lo

contienen.
Objetivos Particulares:

e Disenar un método analitico por CLAR util para cuantificar resveratrol en
productos de cuyos fabricantes indican que lo contienen y que se venden
en el Distrito Federal.

e Establecer el contenido de resveratrol en los productos estudiados y

comparar el contenido con lo que se indica en su marbete.

15



6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseno experimental

Actitud del investigador: Experimental.

Forma de recoleccion de datos: Prospectivo.

Secuencia temporal de estudio: Transversal.

Tipo de estudio: Descriptivo.

Poblacion de estudio: Productos cuyo marbete indique el contenido de
resveratrol

Criterios de inclusion: Productos cuya presentacidon sea en capsulas, tabletas,
solucion oral y que existan en cantidad suficiente para guardar una muestra de
retencion.

Criterios de exclusion: Productos que tengan una diferente forma farmacéutica
a los sefialados en el punto anterior y que no existan en cantidad suficiente
para guardar una muestra de retencion.

Criterios de eliminacién: Productos que presenten defectos graves en la

apariencia.

6.2 Materiales

- Matraz aforado de 10, 50 y 100 mL.

- Vasos de precipitados de 10, 100 y 500 mL.

- Buretade 10 mL.

- Soporte universal.

- Pinzas dobles de presion.

- Viales de vidrio con tapa.

- Equipo de filtracion para soluciones acuosas.
- Equipo de filtracion para soluciones organicas.
- Charolas de plastico.

- Picnémetro para liquidos.

16



6.3 Reactivos

Tabla 2. Listado de reactivos

Reactivo Marca Lote
Estandar de resveratrol Sigma Aldrich SZBC270XV
Acetato de sodio J.T. Baker E33C71

Acido acético J.T. Baker E20C16
Metanol grado HPLC J.T. Baker M26C01

Agua desionizada filtrada

en equipo Milli-Q Teisser

6.4 Equipos e instrumentos

- Cromatografo de liquidos de alta resolucion marca Varian Prostar, con
bomba modelo 24, un inyector modelo 410, un detector UV-Visible modelo
325 LC, acoplado a una computadora Dell modelo DHM con software
Galaxie Chromatography Workstation version 1.8.504.1

- Columna Phenomenex C18 150 mm de largo por 4.6 mm de diametro
interno, con un tamafo de particula de 5 um.

- Equipo de filtracion de agua Milli-Q marca Milipore.

- Balanza analitica Marca Ohaus, Explorer Pro, modelo EP214C.

- Micro balanza Mettler Toledo, modelo MT5.

- Espectrofotometro UV/VIS Varian modelo Cary 50, con monocromador
Czemy-Tumer de 0.25m, ancho de banda espectral fijo de 1.5mm, lampara
pulsada de xendn de larga duracion, optica recubierta de cuarzo, velocidad
maxima de barrido 24000 nm/min, inmune a la luz externa con software
WinUV Bio.

- Potenciometro Cole Parmer.

- Desintegrador de tabletas marca Mayasa.

17



6.5 Seleccion de los productos.

Los productos se eligieron con base en una consulta de proveedores de
productos que contienen resveratrol y la oferta de los mismos en farmacias vy
tiendas de autoservicio donde se expenden, se seleccionaron tres productos en
los que se cumplieron los siguientes requisitos:

1) Su marbete indicé el contenido de resveratrol o extracto de semilla de uva.

2) Se comercializan en los establecimientos de forma regular.

3) Existian en cantidad suficiente para llevar a cabo la valoracion del

contenido y permitieron conservar una muestra de retencion.

Cumplieron con requisitos minimos de calidad seleccionados con base en la

forma farmacéutica en la que se presentaban.

6.6 Determinacién de la calidad de productos comercializados en el Distrito

Federal que contienen resveratrol.

Se determinaron algunos atributos de calidad de los productos estudiados con la
finalidad de verificar si estos, al menos, cumplian requisitos de gramaje o algunas

condiciones minimas que favorecieran la estabilidad del activo.

Tabla 3. Parametros a determinar en los productos seleccionados.

Forma farmacéutica Prueba

Variacién de peso
Peso promedio
Contenido promedio de polvo
% de humedad

Tiempo de desintegracion

Capsulas

Contenido de resveratrol

18



Determinacion de pH
Solucién oral Densidad relativa

Contenido de resveratrol

6.6.1 Capsulas

6.6.1.1 Variacién de peso y peso promedio

Se pesaron con exactitud 30 capsulas de cada producto en la balanza
analitica, se calculd la media aritmética, la desviacion estandar y el coeficiente

de variacion.
6.6.1.2 Contenido promedio de polvo
Se peso6 con exactitud el polvo contenido de 20 capsulas de cada producto en

la balanza analitica, se calculé la media aritmética, la desviacion estandar y el

coeficiente de variacion.
6.6.1.3 % de humedad
Se colocaron por separado el contenido de 6 capsulas de cada producto en la
termo balanza, por 5 min a 50°C, se calcul6 el promedio de % de humedad.
6.6.1.4 Tiempo de desintegraciéon
Se colocaron 6 capsulas de cada producto en el desintegrador a una
temperatura de 36°C, se determiné el tiempo de desintegracion.
6.6.1.5 Contenido de resveratrol
Se vacio el contenido de 10 capsulas de cada producto y se mezcld, se peso lo

equivalente a 25 mg de resveratrol, se colocé en un matraz aforado de 100 mL y

se llevd a volumen con metanol, se tomé una alicuota de 5 mL y se colocé en un
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matraz aforado de 50 mL, de esta solucion se tomo una alicuota de 6 mL y se
llevé a volumen con fase mévil en un matraz de 25 mL. Las muestras analizaron
bajo las condiciones:

Fase movil: 45:55 Solucidon amortiguadora de acetatos pH 3: Metanol.

Velocidad de flujo: 1.2 mL/min.

Volumen de inyeccion: 10pL.

Tiempo de corrida: 5 minutos.

Longitud de onda: 305 nm.

Se calcul6 el contenido real de resveratrol en la muestra por medio de una
interpolacién lineal contra una curva de estandar, y a partir de ahi el contenido

real de resveratrol en los productos.

6.6.2 Solucion oral

6.6.2.1 Determinacion de pH

Se tomaron 3 muestras cada una de los envases de solucion oral, se determind
el pH de cada una de las muestras. Se calculd la media aritmética de pH de la

solucion oral.

6.6.2.2 Densidad relativa
Se enjuagod el picnémetro para liquidos con agua desionizada y alcohol y se
secoO perfectamente, se pesd vacio y se registro el peso en gramos hasta la

cuarta cifra decimal, posteriormente se pesd con agua y se registré hasta la

cuarta cifra decimal, se calculé el peso del agua con la siguiente férmula:
C=B—-A

Donde:

C= Peso del agua en gramos

B= Peso del picndmetro lleno con agua
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A= Peso del picndmetro vacio en gramos

Por ultimo se sustituyd el agua por la muestra con el mismo procedimiento. Se

calculd la densidad relativa de la muestra con la siguiente formula:

=2

Donde:
DR= Densidad relativa
D= Peso de la muestra en gramos

C= Peso del agua en gramos

6.6.2.3 Contenido de resveratrol

Se tomd una muestra de cada lote de la solucién oral equivalente a 25 mg de
resveratrol, se colocé en un matraz aforado de 100 mL y se llevd a volumen con
metanol, se tomd una alicuota de 5 mL de esta solucion y se colocé en un matraz
aforado de 50 mL, de esta solucion se tomo una alicuota de 6 mL y se llevo a
volumen con fase mévil en un matraz de 25 mL. Las muestras se analizaron bajo
las condiciones:

Fase movil: 45:55 Solucidon amortiguadora de acetatos pH 3: Metanol.

Velocidad de flujo: 1.2 mL/min.

Volumen de inyeccion: 10pL.

Tiempo de corrida: 5 minutos.

Longitud de onda: 305 nm.

Se calcul6 el contenido real de resveratrol en la muestra por medio de una
interpolacioén lineal contra una curva de estandar, y a partir de ahi el contenido

real de resveratrol en los productos.
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6.7 Desarrollo del método de analisis.

6.7.1 Determinacidén de longitud de onda y fase movil.

De acuerdo con las propiedades fisicas y quimicas del analito, se buscé la fase
movil adecuada para poder usarla en el equipo de CLAR y de esta manera
obtener picos definidos para la cuantificacion, las proporciones de fase mouvil
utilizadas se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 4. Proporciones de la fase movil para determinar la longitud de onda.

Fase movil

% de solucion
% de Metanol amortiguadora de
acetatos pH 3
75 25

50 50

Se preparo una solucion de resveratrol estandar a una concentracion de 35 ug/mL
y se aford con la fase movil de la tabla 4, a esta solucién se le realizé un barrido
en el espectrofotometro UV para determinar la longitud de onda maxima del

analito.

Posteriormente, se realizaron pruebas en el cromatégrafo de liquidos de alta
resolucién a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min y un volumen de inyeccion de
muestra de 10 pL a la longitud de onda determinada con un tiempo de corrida de

20 min para determinar el tiempo de retencion de la muestra.
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6.7.2 Prueba del método analitico.

Se prepararon por triplicado cinco niveles de concentracion de la solucién de
resveratrol estandar por dilucion a partir de un stock. La concentracion central era
la que representaba el 100% de la muestra procesada para su medicion. Se

reporto la relacidn concentracion vs respuesta.
Solucion stock de resveratrol estandar: Se pesé con exactitud 1 mg de resveratrol
estandar y se vacioé en un matraz volumétrico de 50 mL, se aford con fase mavil.

Los niveles de concentracidon de la curva se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 5. Concentraciones de los niveles de la curva de resveratrol estandar.

Concentraciéon
tedrica
(ng/mL)

2

4
6
8

10

Estas cantidades se aforaron a un volumen de 10 mL con fase movil y cada nivel

se realizd por triplicado.

Las condiciones del equipo fueron:

Fase movil: 45:55 solucion amortiguadora de acetatos pH 3: Metanol. (Se explica
en el numeral 7.2 de este trabajo)

Velocidad de flujo: 1.2 mL/min.

Volumen de inyeccion: 10 L.

Tiempo de corrida: 5 min.

Longitud de onda: 305 nm.
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Se obtuvo el coeficiente de determinacién (), la pendiente (m) y la ordenada al
origen (b). Los criterios de aceptacion que se tomaron para esta prueba fueron: el
coeficiente de determinacion r? = 0.98, la precision determinada por el coeficiente

de variacion de cada nivel de concentracion < 2% y su desviacion estandar.

Se realiz6 el analisis de la relacién respuesta vs concentracion calculando la F de

Fisher para el modelo lineal y=mx + b.

Tabla 6. Analisis de varianza para F de Fisher.

Fuente de Grados de Suma de Media de
F calculada
variacion libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 SCR MCR = SCR SCR
SCER
Error de
3 n-2 SCER  MCER = X
regresion n—2
Donde:
SCR = Suma de cuadrados de la regresion.
SCER = Suma de cuadrados del error de la regresion.
SCT = Suma de cuadrados total.
MCR = Media de cuadrados del error.
MCER = Media de cuadrados del error de la regresion.
SCR = m? [%Xi - @] SCER= Yi®—m XiYi—b Yi

SCT = vz — O

n

m = Pendiente de la ecuacion lineal.

b = Ordenada al origen de la ecuacion lineal.

> Xi = Suma de la concentracion.

Y Xi? = Suma de cuadrados de la concentracion.

> Yi = Suma de la propiedad medida.

ZYi2 = Suma de cuadrados de la propiedad medida.

>N = Numero de determinaciones.

Ho: Feac. > Fiap, hay relacion lineal significativa entre la propiedad medida vy la

concentracion.
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Ho: Fcac. < Fiap, NO hay relacion lineal significativa entre la propiedad medida y la

concentracion.

Para la determinacion de exactitud se prepararon los niveles de concentracion
como lo indica la tabla 5, tomando 6 ug/mL como el 100%. Con los resultados
obtenidos se calculd el promedio, la desviacién estandar y el coeficiente de

variacion de los porcentajes de recobro obtenidos.
Ademas del analisis de la exactitud calculando t de Student.
El criterio de aceptacion fue el siguiente:

Si el valor absoluto de la t;5c €s mayor o igual al valor de t de tablas, el método de

medicion es inexacto. Ho: tcaic = tiabias, €l método es inexacto.

Si el valor absoluto de la t.qc €s menor al valor de t de tablas, el método de

medicion es exacto. Ho: tcarc < tiabias, €1 método es exacto.

Donde:

100 —
teale = S\
(%)
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Seleccion de los productos.

Existe gran variabilidad entre los diferentes productos que indican el contenido de
resveratrol, como en dosis que van desde los 50 hasta 500 mg, el precio que va
desde los 45 hasta los 1000 pesos para un uso durante treinta dias, asi mismo las
presentaciones donde se pudo encontrar desde una solucién oral hasta una
crema. De esta manera las composiciones de los productos cambian
significativamente, uno de los componentes que se presenta en cada uno de los
productos es el extracto de semilla de uva negra o el trans-resveratrol, que es el

isbmero con la actividad bioldgica.

Los productos seleccionados fueron aquellos que, de inicio, cumplieron con los
requisitos del numeral 5.5 de este trabajo, se encontraron diferentes formas
farmacéuticas como capsulas, tabletas, soluciones orales e inclusive cremas, la

eleccion de los productos se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 7. Productos seleccionados para el estudio.

FORMA LUGAR DE
, DOSIS MARCA ,
FARMACEUTICA ADQUISICION
Capsula 500 mg / Capsula GNC Tiendas GNC
Capsula 350 mg / Capsula Solanum Tiendas naturistas
Solucién Oral 100 mg / 100 mL Solanum Farmacias
Similares

La seleccidn de los productos se delimitd a dos presentaciones de capsulas y una
solucion oral, esto fue debido a su disposicion en el mercado ya que era alta, asi
como su existencia para guardar una muestra de retencién que eran dos de los

requisitos para su seleccion.
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Tabla 8. Resultados de pruebas a las capsulas de Resvitale y Solanum

Variacion Peso .
i Peso i % de Tiempo de
Capsula de peso promedio
promedio humedad desintegracion
(S) de polvo
Resvitale  0.9641g 0.0123 0.8101 g 0.1733 7.16 minutos
Solanum  0.4472 g 0.0089 0.3505 g 0.3 6.38 minutos

En la tabla 9 se muestran los resultados de analisis de la solucion oral:

Tabla 9. Resultados de pruebas de la solucion oral solanum.

Densidad relativa Determinacioén de pH

Solucion oral Solanum 1.0681 g/MI 3.103

Para las capsulas, las pruebas de variacion de peso y los pesos promedio son
buenas para hallar la uniformidad de dosis si el contenido dentro de la capsula
comprende del 50-100% del peso de las capsulas, los resultados de las pruebas
que se determinaron arrojaron resultados positivos ya que tuvieron una buena
uniformidad de contenido, asi como la variacion de peso que resultdé muy baja. En
cuanto al porciento de humedad se obtuvo un porcentaje muy bajo, y el tiempo de
desintegracion para ambos productos es bueno dado que no se cuenta con la

monografia para determinar su tiempo de desintegracion establecido.

La solucion oral tuvo una densidad relativa muy cercana a la densidad del agua, lo
cual es una buena densidad relativa y un pH ciertamente acido para una solucién
oral, aunque posiblemente se deba que sea un pH para aumentar la estabilidad

del resveratrol.

Con base en lo anterior, se aseguré que se analizaban productos que, de inicio,
cumplian con atributos minimos de calidad para ser incluidos en el estudio de

contenido de resveratrol.
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7.2 Determinacion de la fase movil y longitud de onda.

Debido a que el resveratrol es una molécula acida con peso molecular menor a
2000, se trabajo cromatografia de fase reversa, con una fase movil acuosa y un
modificador organico para evitar una ionizacién del analito asi como favorecer su
estabilidad, se trabajé con solucion amortiguadora de acetatos pH 3 y metanol,
con una columna C18 de 150 x 4.6 mm tamano de particula de 5um, que es una

columna para desarrollo analitico tradicional de fase reversa.

En el cromatograma de la figura 2 se observa una sefal a los 2.40 minutos,
correspondiente al resveratrol en la fase mévil solucion amortiguadora de acetatos

pH 3-, metanol (25:75), a una longitud de onda de 305 nm.

Figura 2. Cromatograma de resveratrol estandar a una concentracién de 35

Mg/mL.

La longitud de onda reportada en la literatura donde se presenta el maximo de

absorbancia de resveratrol es de 306 nm, se realizé un barrido de 200 a 400 nm
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identificando que a la longitud de onda donde se presenta el maximo de

absorbancia fue de 305 nm, que es muy cercana a la reportada en la literatura.

Debido a que el resveratrol presentd una sefal muy intensa en los primeros
minutos de corrida a la concentracion de 35 ug/mL se disminuyd la concentraciéon
a 7 yg/mL y el tiempo de corrida a 10 minutos y se modificé la fase movil a una
proporcion de solucion amortiguadora de acetatos pH 3 - metanol (50:50) cuyos

resultados se muestran en el cromatograma de la figura 3.

mé L

Figura 3. Cromatograma de resveratrol estandar a una concentraciéon de 7 pg/mL.

El pico de resveratrol se logré recorrer un poco en el tiempo de retencién pero
presentd un coleo, posiblemente porque el analito presentd interacciones con

algunos silanoles residuales de la columna. Finalmente se decidié modificar la
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proporcion de la fase mévil a solucidn amortiguadora de acetatos pH 3- metanol
(45:55) con 10 pL/L de un coadyuvante como la dietilamina para reducir las
interacciones del analito con la fase estacionaria ademas de aumentar el flujo a
1.2 mL/min y asi disminuir la asimetria del pico, como se muestra en el

cromatograma de la figura 4.

02 04 08 08 1 12 14 18 18 2.
Figura 4. Cromatograma de resveratrol estandar a una concentracion de 6 ug/mL

Con estas proporciones de fase movil asi como la adicion de la dietilamina se
logré obtener una sefial mas definida y con menos coleo, ademas de poder

disminuir el tiempo de corrida a 5 minutos.
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7.3 Prueba del método analitico.

En la grafica 1, se muestran los datos de la determinacién de la proporcionalidad
concentracion vs respuesta de método analitico, cada punto representa la media +

la desviacion estandar:

Grafica 1.

Recta de calibracion

ABC (mAU.min)
o

1 T T T T T

0 2 4 6 8 10

Concentracion (ug/mL)

* Concentracion vs Respuesta

31

12



Coeficiente de correlacion r? 0.9958
Pendiente m: 1.2724
Ordenada al origen b: 0.0639

Tabla 10. Analisis para la varianza de la distribucion F de Fisher para la linealidad.

Fuente de Grados de Suma de Media de
F calculada F de tablas

variacion libertad cuadrados cuadrados
Regresion 1 76.4803 76.4803 3149.6653 46672

Error de

» 13 0.3157 0.0243
regresion
Total 1 76.796

Se aceptd la hipotesis nula, por lo que se demuestra que hay proporcionalidad en
la relacion concentracion vs respuesta debido a que la F calculada es mayor que
la F de tablas.

Adecuabilidad del sistema

— Tiempo de retencion de 2.80 + 0.5 min.
— Factor de capacidad mayor a 1.

— Platos tedricos de la columna mayores a 2000.

Precision

Los resultados de precisidn se muestran en la tabla 11. Los coeficientes de

variacién para cada nivel estan por debajo del criterio establecido de < 2%.
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Tabla 11. Coeficientes de variacidén para cada nivel de concentracién de la curva.

Concentracion i
Promedio de las

tedrica de Desviacion Coeficiente de
areas bajo la curva
resveratrol estandar (S) variacién (C.V.)
(mAU.min)
(ng/mL)
2.04 1.600 5.774E-3 0.3601
4.8 3.4667 5.774E-02 1.6654
6.12 4.7667 1.0E-01 1.2112
8.16 6.300 5.774E-02 1.5873
10.2 8.1667 5.774E-02 0.7070
Exactitud

Se realizdé con tres niveles de concentracion de las muestras calculando el % de
recobro de cada una, el promedio de % de recobro por nivel y el coeficiente de

variacion de cada nivel, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 12. Promedios y coeficiente de variacion de % de recobro para cada nivel de

la curva

Concentracion Promediode % C.V.del % de tcalculada t de tablas

(ng/mL) de recobro recobro
2.04 98.8235 0.2566 3.9307
6.12 98.0512 1.2286 1.8987 1.7613
8.16 97.5470 1.6049 2.3900

Ademas se determind el calculo de la exactitud usando el estadigrafo t de Student,

con la ecuacién y las hipétesis planteadas en el numeral 6.7.2 de este trabajo.

t de Student de tablas al 95% confianza con n-1 grados de libertad= 1.7613
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Por lo tanto se acepta la hipétesis nula, y se confirma que el método de medicion

es exacto para tres niveles de concentracion.

7.4 Determinacién de la calidad de productos comercializados en el Distrito

Federal que contienen resveratrol.

En el cromatograma de la figura 5 se observa una sefal a los 2.80 minutos,

correspondiente al resveratrol de la capsula Resvitale.
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Figura 5. Cromatograma de capsula con marca Resvitale a una concentracion de

6 ug/mL.

En el cromatograma de la figura anterior se puede observar un pico

correspondiente al resveratrol, aunque en este pico se puede observar que existe
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interferencia de algun componente de la formulacion posiblemente, presenta una

buena sefal a concentraciones bajas, aunque con un coleo en el pico.

Este producto si contiene resveratrol aunque la sefal del pico es mas baja que la
sefal obtenida con el estandar de resveratrol. EIl método es bueno para detectar el
resveratrol de la capsula de Resvitale dentro del intervalo de concentraciones

establecido.

En el cromatograma de la figura 6 se observa un pico a los 2.80 minutos

correspondiente al resveratrol en la capsula de resveratrol Solanum.
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Figura 6. Cromatograma de capsula con marca Solanum a una concentracion de 6

Mg/mL.
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En el cromatograma de la figura 6, a diferencia del cromatograma de la figura 5, se
puede observar que existe mayor interferencia de los componentes de la
formulacion ya que existe una sefial aproximadamente al minuto 1.4, aunque no
interfieren con la sefial correspondiente al resveratrol que presenta algunas
sefales encimadas casi al final del pico correspondiente y el coleo, también la

altura del pico es mucho menor a la esperada.

En el cromatograma de la figura 7 no se observa ningun pico de la solucion oral de

Solanum.

A L [sol orald me s OATA]

T8 1000
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3 35 4 45 g 55 &

Figura 7. Cromatograma de solucioén oral con marca Solanum a una concentracion

de 6 ug/mL.
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En el cromatograma de la figura 7 no se observa ninguna sefial, lo cual nos indica
que si es que contiene resveratrol, no se puede observar en el intervalo
establecido para el método desarrollado en este trabajo, se analizaron diferentes
lotes de la solucion oral y en ninguno de ellos se detecté algun tipo de senal

correspondiente al resveratrol.

A pesar de que las concentraciones tedricas en los tres productos fueron las
mismas, la altura del pico no fue la esperada, esto podria indicar que el contenido
real de resveratrol en la muestra es menor al tedrico, y en el caso de la solucion

oral no se detectd ninguna sefial.

El calculo del contenido real de resveratrol en los productos se realizé por medio
de una interpolacion lineal, donde unicamente las capsulas de Resvitale fueron el
unico producto en donde se obtuvo una sefal que cumpliera con el intervalo de
concentraciones establecido en el método, los resultados se muestran en la

siguiente tabla:

Tabla 13. Resultados de contenido de resveratrol en la capsulas Resvitale.

Muestra En 26.6 mg
Por capsula %
inyectada de polvo
Contenido
o 6 pg/mL 25 mg 773 mg 100
teorico
Contenido
| 2.027 pg/mL 8.4458 mg 255.93 mg 33.11
rea

Para las capsulas de Solanum no se logré realizar el calculo, debido a que la
respuesta no era interpolable en el intervalo del método establecido con exactitud

y precision.

Con la solucién oral no se logré realizar el calculo debido que no se detectoé sefial
alguna en el intervalo establecido para el método.
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Siendo que el contenido de resveratrol en los productos no es el indicado en su
marbete, estos productos no cumplen con la calidad esperada y por lo tanto la
hipbtesis se rechaza. Es posible que en este ultimo resultado influyera la poca
estabilidad del resveratrol ya que es extremadamente oxidable y altamente

fotosensible con un tiempo de vida media de 30-45 min. >’

En 2012 se realizé un estudio con 14 productos que indicaban el contenido de
resveratrol en su marbete, los resultados obtenidos fueron: cinco productos
estaban dentro del rango de 95-105% de lo que indicaba su marbete, de estos
solo tres declaraban ante la FDA sus buenas practicas de fabricacion y
unicamente uno contaba con resveratrol estandarizado, cuatro estaban en el
rango de 83-111% y cinco en el rango de 8-64% de lo que indicaba su marbete.*
Nuestros resultados confirman las variaciones de calidad, y son relevantes porque

es la primera ocasion que se realiza un estudio de este tipo en México.

8 CONCLUSION

En los productos que indican en su marbete el contenido de resveratrol se logré
determinar la cantidad real contenida en uno de ellos, mediante el desarrollo de un

método analitico que es especifico, lineal, preciso y exacto.

Los productos no cumplen con la calidad minima requerida, en lo que concierne a
contenido de resveratrol, se venden con supuestas garantias de calidad, no estan
controlados como medicamentos y no cuentan con la garantia de tener una

calidad suficiente para no presentar un riesgo.
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