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1. INTRODUCCION

En la actualidad es importante evaluar continuamente la ~-
calidad y confiabilidad de los procedimientos analiticos cuanti
tativos que se utilizan en la Industria Farmacéutica. Por consi
guience, la introduccidn de sistemas de control de calidad en -
forma rutinaria es esencial para asegurar que el sistema o méto
do apliéado es el mds adecuado, y que sus resultados reflejan -
lo mds aproximade a la concentracidn del, o los compuestos a —-—
ser cuantificados (1}.

El uso médico de las xantoitoxinas es muy importante y par-
ticularmente los psoralenos (furocumarinas), que aumenctar la ca
pacidad de la piel para el bronceamiento en el control de leuco
derma, que presenta caracteristicas esenciales de una zona de -
piel blanca con hiperpigmentacidn en la periferia. Algunos deri
vados de los psoralenos son obtenidos natural y sintéticamente,
y son estudiados por su naturaleza o actividad fotosensibilizan
te (2)(3).

La validacidén es sin duda, el centro de los mayores cambios
en las normas de las Buenas PrActicas de Manufactura, e implica
poner a prueba un proceso o método con el objeto de decerminar
los pardmetros Sptimos de operacidn y su metodologia gae control,
para asi reproducir eficazmente lote tras lote, un producto far

. macéutico acorde a las especificaciones de calidad estableci~-
das (4){5).

Los métodos analiticos aplicados en la actualidad, nos han
permitido desarrollar y aplicar técnicas estadisticas confiables
para determinar f4rmacos contenidos en diversas formas farmacdu

cicas, asi como para conccer la estabilidad de las misnas.



En la actualidad contamos ademds del método espectrofotomg
trico para la cuantificacién de Ammoidin, con algunos otros co-
mo son: el método gravimétrico, fluorométrico, cromatrogrifico,
cromatografia de gases y cromatogratia de liquidos.

En el presante trabajo, se determind el mértodo espectrofo-
tométrico, como el m&s adecuado para la cuantificacidn de Ammoi
din a una longitud de onda de 300 nm, tomindose en cuenta gque -
se desea una tdécnica que ademds de ser sencilla, sea de bajo —-
costo, que los excipientes de la formulacidén no interfieran en
la cuancificacién del principio activo, que el método tenga una
sen.sibilzdad adecuada, que la exactitud y precisidn alcanzadas
sean proporcionales a la informacidén deseada, que sea confiable
y finalmente que el tiempo requerido parxa que se lleve a cabo -~
el andlisis sea adecuado, de acuerdo a las necesidades del labo
ratorio.



2. GENERALIDADES

2.1. PARMACOLOGIA

El Ammoidin sensibiliza la piel vitiligosa a 1a luz utra--
violeta. Se obtiene de la Ammi-pajus, planta que usaban los an-
tigldos egipcios para producir pigmentacidén en las Areas cuténeas
afectadas por el vitiligo.

El término Vitiligo, que por mucho tiempo, ha sido usado -~
incorrectamente para indicar los diferentes tipos de leuccderma,
se restringid para indicar el leucomelanoderma de origen idio-
patico. Sus caracteristicas esenciales son, una zona de piel ~--
blanca con hiperpigmentacidn en la periféria. En algunos casos
la funcidn pilomotora y las gldndulas cebiceas son afectadas, y
por consiguiente es comin encontrar vello sobre las manchas ---
blancas.

Las lecturas tienen topografia y tamafio vériable. se en-—~
cuentran principalmente en la cara, cuello, antebrazos, dorso -~
de las manos Yy en los Srganos genitales externos; raramente se
cbservan en las palmas de las manos y en las plantas de los ---
pies, la distribucidén de las manchas es segmentada a menudo bi-
lateral y casi simetral.

El vitiligo es uno de los problemas dermatoldgicos mis co-
munes y es una enfermedad de tiempo inmemorial.

purante el tratamiento del Ammoidin, por via bucal, el au-
mento de la sensibilidad se manifiesta en una hora, aicanza su
midximo en dos horas y desaparece en aproximadamente en ocho ho-
ras. La aplicacién tdpica es mis eficaz y el aumento de la gen-
sibilidad cuténea pexsiste varios dias. )



El ammoidin fué aplicade como soliecidn a las manchas vici-
ligosas, seguidas por irradiacién solar y se observd gue unica-~
mente las manchas tratadas cenfan repigmentacidn sin embargo, -~
un alto porcentaje de las curaciones se alcanzé mediante la com
binacién del tratamiento oiral y tépico, seguida por irradiacitn
solar. Se concluyé que el tratamiento oral-tdpico es el mds —--
efective que cada uno de ellos por separado.

Pathak y Fitvzpatrick han demostrado que la aplicacidén tdpl
ca o administracién oral de Ammoidin puede hacer que aparezcan
las respuestas de e€ritema y pigmentacidn, en el hombre y en los
animales, con fuente de radiacidn ultravioleta (longxtuu ae on-
ga 320 nm -~ 390 nm), o iuz solar.

Los Psoralenos aumentan la capacidad de la piel para ei -~
bronceamienﬁo; el bronceamiento aumentaido de la piel gespués ae
la ingestidén de psoralenos ha sido estudiado Por MUCNOS AUTALES,
ejemplo de ello es Gray (61}.

Los pacientes con vitiligo bajo la rerapia con psoralencs
siempre muestran un bronceamiento incrementado de las dxeas uog

males de la piel expuestas a la luz solar ¢ radiaciones uluza-~-
viocleta.

Hay evidencias de que el Ammoidin adminisvrado oralmente,
posee una propiedad de proteccidn de la piel contra is rasiach
ultraviecleta, aumentando el promedio de tolerancia de las persc
nas normales a la luz solar.




2.1.1. Ag Repigment .

El vitiligo es un transtorno de la piel, en donde cesa la
funcidn de los melanocitos en zonas circunscritas de la piel; -
el resultado es una despigmentacién de la epidermis (leucoder--
ma), y una pérdida de color del pelo. Los problemas que se pre-
sentan son la sensibilidad de las placas despigmentadas a la --
luz solar y su aspecto antiestético en personas de piel obscura
(23(9).

Los psoralenos, son productos que naturalmente existen en
muchas plantas y sus propiedades de aumentar la pigmentacidn se
conoce desde la antiguedad.

El Ammoidin (Metoxalen), es un derivado metoxipsozalénico
que se obtiene del Ammi-majus, planta gue usaban los antiglios -
egipcios para producir la pigmentacién en las &reas cutdneas --—
afectadas por el vitiligo, estimando asi la respuesta de melang
citos a la radiacidén ultravioleta, actualmente existen tres for
mas farmacéuticas (tabletas, tintura y ungilento}, las cuyales —-
constituyen dos vias de adminstracidn que son oral y tdpica.

2.2. MONOGRAFIA DEL AMMOIDIN

2.2.1. Nombre Quimico: 9-metoxi-7H-furo(3,3-gl(1l]
benzopirano~-7-ona; }-lactona
de acido 6-~hidroxi-7-metoxi-5-
benzofuranoacrilico; 8 metoxi-
4',5':6,7~furano cumarina.

2.2.2. Mombre Gendrico: Ammoidin, Metoxalen, Meladinina,
XantotSxina, 8-Metoxipsoralen,



2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

2.2.6.

2.2,7.

2.2.8,

Férmula Empirica:

Formula Estructural:

Peso Molecular:

De-'c:ipcién:

Solubilidad;

Método de Identifica-
cidn:

C1,Hg04

Q o
216.18 g/ml

Se presenta en forma de pequefios
cristales en forma de aguja alar
gados de color blanco, de sabor
amargo, seguido por una sensacidn
picante, inodoro.

Es practicamente insoluble en —-
agqua fria, parcialmente soluble
en agua a ebullicidén, libremente
soluble en cloroformo, soluble -
en alcohol, &cido acético y en -
dlcalis acuosos.

a) El espectro de absorcién ulrra
violeta exhibe maximos a la -
misma longitud de onda que --
una solucidn similar de Ammoi
din U.S.P. (8td), conjuntamen
te medidas a una longitud de
onda de 300 nm.

b) Disolver por calentamiento, -
aproximadamente 10 mg en S ml
de &cido nitrico diluidos la
solucién se torna amarilla.



¢} Alcalinizar la sclucién ante-
rior con hidréxido de sodio -
al 40%: La solucidn se torna
café.

d) Suspender aproximadamente 10
mg de Ammoidin en 5 ml de dci
do sulfidrico concentrado: Se
desdrrolla un color amarillo,
el cual cambia gradualmente a
café obscuro. (10)(11)(12).

_2.3. BESPECTROFOTOMETRIA

Actualmente la espectrofotometria ultravioleta-visible se
ha convertido en uno de los instrumentos mds ampliamente usados
en los laboratorios analiticos, debido a la sencillez del mane-
jo. interpretacidn, confiabilidad y bajoc costo econémico.

La eskectzofotometria de absorcidn consiste en la medida -
de la apbsorcidén, de la radiacién electromagnética de longitudes
de onda situadas en una banda definida y estrecha, esencialmen-
te monocromdtica.

La ley fundamental que rige la fotometria de absorcidn es
la Ley de Beer, cuando un haz de luz monocromdtica que se trans
mite en planos paralelos, penetra a un medio absorbente a &ngu-
los rectos con superficies planas y paralelas del medio, la dis
minucidn de su poder de radiacién con respecto al trayecto lumi
nico (espesor de la ceida) b, o con la concentracidn del mate--—
rial absorbente, c gramos por litro, sigue una progresidn expo-—
nencial. . '



La banda espectral empleada en las mediaciones descrivas a
continuacién, se extiende desde las cortas longitudes de onda —
de la zona ultravioleta hasta la zona visible del especrtro, es-
te intervalo espectral, puede considerarse como Si estuviera ——
constituido por dos zonas, la ultravioleta (190 - 3B0 nm), y la
visible { 380 - 780 nm).

Cﬁando cierta cantidad de luz se hace llegar a una substan
cia, una parte de la luz se absorbe de acuerdo a su estructura
molecular. Toda substancia tiene su propio nivel el cual es es-—
pecifico para las moléculas constituyentes. Cuando la luz tiene
una energia igual a la diferencia entre la energia del estado -
basal (Eo), y la del estado excitado la substancia la absorbe,
loB electrones que Se encuentran en el estado basal son transfe
ridos al estado excitado, y entonces esa energia corresponde a
una longitud'ge onda. Los electrones excitados pierden energia
por el proceso de radiacién calorifica y regresan a su estado -
basal.

Una longitud de onda de la luz se define, como la diferen-
cia entre 'las dos crestas, © valles de una onda en direccidn de
propagacién de la onda y se expresa por el simbolo A .

Bidsicamente todos los tipos de espectrofotdmetros estin di
sefiados de modo que permitan el paso de una radiacidn esencial-
mente monocromdtica a través de la substancia problema.

Los componentes bi&sicos de un espectrofotdmetro son:
1) Una fuente de ecnergia radiante y generalmente emplea una 1am
para de descarga de Hidrdgeno o Deuterio para la regidn ul--
travioleta, y una lampara de Tugsteno para la regidn visible.

2) Un monocromador para desdoblar la radiacidn en las longitudes
de onda, y se clasifican de acuerdo al tipo de dispersor usa
do, ya sea una rejilla de difraccida.



3) Celdas que son los recipientes transparentes para la muestra,
las mAs. cominmente usadas son las cuadradas de 10 mm, las --—
cuales son generalmente de material de cuarzo.

4) Un detector que transforma la radiacidn en sefal eléctrica.
Existen muchos tipos de fotodetectores tales como fotoceldas
de silicén, fototubos y fotomultiplicadores.

5) pispositivos acoplados de amplificacién, medicidn y registro.

Se encuefitran instrumentos de un sélc haz y de doble haz -
ambos son igualmente atiles. Segiln el tipo de aparato que se em
pleé, los resultados pueden hacerse visibles en una sola escala
o un registrador digital, y quedar registrados o impresas. O --
bien pueden representarse grificamente de acuerdo a la distribu
cidén de intensidad de la radiacidn electromagnética, emitida o
absorbida por la muestra, en funcidn de la longitud de onda (o
frecuencia de dicha radiacién).



3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

3.1. ANTECEDENTES

Obtener medicamentos cada vez mejores a llevado a la Indus
tria Farmacéutica a la adopcidn y prdctica de métodos de manu-~
factura reconocidos como correctos y efectivos. Para considerayx
se como tal es necesario que estén debidamente validados.

La base del concepto de validacidn de métodos analiticos -
tienen sus origenes a partir de tres comunicados emitidos por -
la Food and Drug Administration (FDA). En donde el primero de -
ellos a partir de 1906, se exige el control de medicamentos -—=-
{evitando la adulteracidn de los mismos).El segundo en 1938,
convocado a los fabricantes a eliminar de las formulaciones,
aquellas substancias que pudieran causar algin efecto tdxico; -~

de esta manera se implementa el acta correspondiente al condicic
El dltimo de ellas en

namiento de la seguridad del medicamento.
1962, pide comprobar plenamente la eficacia de un producto far-
los efectos secundarios de la ~

provocadas por una contamina---
fabricacidén y acondicionamiento

macéutico, como consecuencia de
talidomida y las intoxicaciocnes
cién cruzada qurante la fase de
de la penicilina determinan que, a partir de 1963 se permite -~
conceptualizar la no idoneidad de un medicamento si las condi-~
ciones de elaboracidn no son las minimas aceptables.

A partir de 1967, surge el establecimiento de unas normas

de correcta fabricacidn y de control de calidad, emitidas por -
las Buenas Prdcticas de Manufactura (B.P.M.), (13)(14}(1S). bu-
rante el estudio de esta reglamentacidén queda clara la necesi--
dad de establecer en forma correcta los procedimientos de manu-
factura y control de medicamentos. Fsto es, c¢ohsiderar todos --
aguellos factores que contribuyen a la elaboracidn de la cali--
dad de los procesos de fabricacidn, aaf como la reproducibili--
dad del producto lote a lote. La demostracidn de que estos pro-

10
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cedimientos son correctos y verdaderos se conoce actualmente —-
con el nombre de VALIDACION.

Sin embargo, fué hasta 1983, después de una serie ce acuer
dos entre el F.D.A. y asesores de la Industria Farmacéutica, --
que se establecen una serie de reglas aplicandc las B.P.M. De -
esta manera se determina el significado del proceso de valida--~
cidén, criterios y limitantes para considerar la validez de un -
proceso y por ende del método analitico (14)(15).

3.2. DEFINICION

La validacién de un método analitico se define como el pro
ceso por el cual queda establecido, por estudios experimentales
de laboratorio, gue la capacidad del método cumpla los requisi-
tos para las aplicaciones analiticas deseadas,

Actualmente el concepto de validacidn es considerado como
el procedimiento documentado por el cual se establece la exacti
tud, variabilidad e interferencia de posibles errores y especi-
ficidad del método analitico (15)(16).

3.3. PARAMETROS A EVALUAR
3.3.1. Linealidad.

Mide el grado en que la respuesta del método, al trabajar
a diferentes concentraciones, se aproxima a una funcién lineal
del tipo y= a + bx, dénde "y" es la variable dependiente © res-—
puesta medida, "x" es la variable independiente o concentracidn,
"a® es la ordenada al origen e indica el valor de la respuesta
medida que cox‘respénde a cero de concentracidén, y "b" es la pen
diente un valor gque representa las variaciones de "y" por cada
variacién de "x*.



En la préct}ca se practican los datos experimencales, de -
tal manera que la capacidad recobrada esté en funcidn de la can
tidad adicionada al placebo para observar el grado en que los -
resultados se compertan como una funcién lineal, se aplica el -
anilisis de regresién lineal.

Y para estimar el porcentaje de la variacién de "x" se --—-
aplica el andlisis de correlacidn.

3.3.2. Exactitud.

La exactitud de un método analitico es la concordancia en-
tre un valor obtenido experimentalmente y un valor de referen--
cia.

Se expresa como el porciento de recobro, obtenido del and-
lisis de muestras a las gue se les ha adicionado cantidades co-
nocidas de la substancia de interés.

3.3.3. Precisidn.

Es la medida de la concordancia entre los resultados anali
ticos individuales experimentales respectco a un valor central.
La precisién es una medida del grado de reproducibilidad o repe
tibilidad del método analitico bajo las condiciones normales de
operacidn.

3.3.3.1. Repetibilidad. Se refiere a la concordancia entre re-—

i sultados sucesivos obtenidos con el miswmo método y ba-
jo las miamas condiciones de trabajo (analista, apara-
to, tiempo, laboratorio, etc.)

12
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3.3.3.2. Reproducibilidad. Se expresa como la concordancia en--
tre determinaciones independientes realizadas por dife
rentes analistas, en dias diferentes, en el mismo o en
diferente laboratorio y/ diferente equipo.

3.3.4. Bspecificidad.

Se refiere al grado en que los resultados del método analj
tico se deben sdlo a la substancia de interés, y no a otras -—-
substancias que estén presentes en la formulacién, es decir, in
dica si los excipientes de la formulacidn y/o productos de de—-
gradacidn formados interfieren con la sefial medida.

3.3.5. Semsibilidad.

Es la menor concentracidn o menor cantidad del compuesto,
que se puede detectar con el método analitico, pero no necesa—-
riamente cuantificada. La sensibilidad raramente es constante -
sobre un rango grande de concentraciones, y por lo tanto, sélo
es significativa, si se especifica el rango de concentracidn.



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Establecer un método de andlisis esta en funcién de las ne
cesidades de cada una de las etapas involucradas en la fabrica-
cidén de medicamentos. Es por €50 que el laboracvorio ae control
de calidad requiere contar con métodos analiticos capaces de ~-
brindar resultados exactos, precisos y con la mayor confiabili-
aaa posible, a fin de dar el mayor navel aceptable de calidaa -
para las formas farmacéuticas faoricadas.

El presente trabajo pretende verificar que tan confiable -
es el método espectrofotoméirico como método rutinario de con--
trol, para la cuantificacidén de ammoidin a una longitud ae onda
de 3uU nm, en sus formas farmacéuricas de tabletas y tintura, -
mediante una evaluacidn estadistica que nos permita conocer la
exactitud y precisidn de los datos y por lo tanto determinar la
variabilidad de los mismos.

Este procedimiento es desarrollado de acuerdo a las necesi
dades del laboratorio de control de calidad,Aasi como a las noxr
mas requeridas por la Industria Farmacéutica para el control de
medicamentos.

14
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5. OBJETIVOS
$5.1. OBIJETIVO GENERAL

Llevar a cabo la validacién del método analitico espectro-
fotométrico, para la cuantificacién de ammoidin como principio
activo en las formas farmacéuticas de tabletas y tintura.

$.2 OBJETIVO BSPRCIFICO
£

A
5.2.1. Determinar’' la linealidad del sistema, linealidad del mé&-
todo analitico, precisién, exactitud, sensibilidad y es-
- pecificidad como pardmetros de validacidn.

5.2.2. Verificar que el método empleado sea sencillo, ripido, -
confiable y de bajo costo.



6. HIPOTESIS

Manteniendo el proceso, y las condiciones adecuadas de tra
bajo, verificando cada operacidén que pueda afectar las varia---
bies del método de andlisis, en la cuantificacidn del principio
activo (Ammeidin), en las formas farmacéuticas de tabletas y =-
tintura, se busca gue el método propuesto sea; lineal, exacto,
preciso, especifico, reproducible y especifico frente a produc-
tos de degradacidén y excipientes.

16



P.1.

7.2.

7. MATERIAL Y EQUIPQ

MATERIALES MARCA

Matraces velumétri;os

Pipetas volumétricas

vVasos de precipitados
Microjeringa Hamiltan

17

DESCRIPCION

1u, 50 y 100 ml

1,2,3,4,5, y 10 ml

10, 50 y 100 mi
50 mel

{Todo el material de vidrio marca PYREX)

UIPO MARCA
Espectrofotdmetro Beckman
Balanza Apalitica Sartorius
Balanza Granataria GQhaus
Limpara de luz UV Universal Camag
Malla
REACTIVOS
Ammoidin
Etanol {(G.R.)

Formamida
Butiléter )

Acetona (G.R.)

Bencenc (G.R.)}

Acetato de Etilo {G.R.}
Cloroformo (G.R.)}
Hexano (G.R.)

MODELO

Hod. No. 25
Tipo 1801
1550 sD
TL-900/V
No. 12

DESCRIPCION

de andlisis 14370
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAIL

8.1, PRUBBAS PRELIMINARES

Los productos de degradacién que pudieron interferir en la
cuantificacidn del activo Ammoidin, se analizaron por cromato--
grafia en capa fina, de manera ascendente y descendente, Some--
tiendo al activo a condiciones dristicas de temperatura, acidez
y alcalinidad, como se muestra a continuacién en la tabla I.

CONDICIONES CROMATOGRAFIA TIEMFO RESULTADO
ASC. Y DESC. (DiAas)
40 " " 15 NEGATIVQO
TEMPERATURA 60 " " 15 NEGATIVOD
°c a0 " " 15 NEGATIVO
100 " i 15 NEGATIVO
i0 " " 15 NEGATIVU
ACIDEZ 3% 20 " " 1s NEGATIVO
90 h o i5 NEGATIVO
i0 " " 15 NEGATIVO
ALCALINIDAD % 30 " “ 15 NEGATIVO
90 " * 15 NEGATIVO

TABLA I. Muescra los resultados a las diferentes condiciones a
las que fue sometido el Ammoidin, determindndese la no
presencia de productos de degradacidn,



8.2. DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

8.2.1. Determinacidén de la longitud de mé&xima absorcidn,

Para determinar la longitud de onda de mdxima absorcidn en
la regidn ael ultravioleta cercano (200 - 380 nm), del espectro
electromdgnectice; se pesd exactamente 30 mg de Ammoidin y se --
llevé a un matraz volumétrico de 50 ml llevandosc al afero con
etancl. Posteriormente se tomé una alicuota de 1 ml y se llevd
a un matraz volumétrico de 100 ml y se aforo con etanol. La con
cenctracidn final obtenida fue de 6 mcg/ml.

Se llevd a cabo un barrido de 320 a 280 nm encontrindose -

que la longitud de maxima absorcidn era de 300 nm para el Ammoi
awn.

FIGURA 1. Representa la longitud de mdxima absorcidn para el --
Ammoidin (Metoxalen}.

8.2.2. Metodologia Analitica.
8.2.2.1. Preparacién del esténdar.

Pesar exactamente 30 mg de Ammoidin y llevarlos cuantitati
vamente a un matraz volumétrico de 100 ml aforar con etancl, =~
tomar una alicuota de 2 ml y transferirla a un matraz volumétri
co de 100 ml y aforar con etanol. La concentracidén final obteni
da ®s de 6 mcg/ml.
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8.2.2.2. Preparacidn de la muestra.
8.2.2.2.1. Tintura

Tomar con una pipeta volumétrica 4 ml de la muestra y lle-
varla cuantitativatente a un matraz volumétrice de 100 ml afo--
rar con etanol. La concentracién final obtenida es de 6 meg/ml.

8.2.2.2.2. Tabletas
Tomar de las tabletas pulverizadas el equivalernte a 30 mg

de Ammoidin y transferirlos cuantitativamente a un matraz volu-
métrico de 100 ml aforar con etanol, agitar mecanicamente durapn
ve 15 minutos. Filtrar y desechar los primeros 20 ml. Posterior
mente tomar una alicuota de 2 ml y transferirla a un matraz vo-
lumétrico de 100 ml y aforar con etancl. La conceatracidn final
obtenida es de 6 mcg/ml,

8.2.2.3. interferencia de Excipientes.

Para llevar a cabo esta prueba, se realizaron experimental
mente pruebas para cada uno de los excipientes y placebos de ca
da una de las formas farmacéuticas, se manejaron a la misma con
centracidn que las muestras, se tomaron las lecturas de las —---
absorbancias a la misma longitud de onda de midxira absorbancia
que el principio activo. Se llevé a cabo un barrido desde una -
longitud de onda de 320 nm a 280 nm, encontrdndose que los exci

pientes tanto de forma farmacéutica tintura como para tabletas,-
; no interferian en la cuantificacién de Ammoidin; por lo que se
procedid a validar el métode analitico.
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8.2.3. Linealidad del sistema.

Se probaron una serie de concentracicones de Ammoidin sien-—
do el rango de 2 - 12 meg/ml y se realizaron tres repeticiones
para cada concentracidén, para asi de esta manera obtener la mds
adecuada segin la Ley de Beer, se trabajé el mismo dia a las --
mismas condiciones de operacidn, equipo y laboratorio. Los da--
tos obtenidos se ajustaron por el método de minimos cuadrados,
y de easta manera se determindé la pendiente, la ordenada al ori-—
gen y el coeficiente de correlacidn.

8.2.4. Linealidad del método analitico.

Se elaboraron tres curvas en el mismo dia, trabajando en -
condiciones idénticas de operador, equipo y laboratorio y se --
llevé a cabo el mismo procedimiento descritoc en el punto 8.2.3.

8.2.5. Exactitud.

Para la determinacidn de este pardmetro se realizaron los
andlisis de recobro del Ammoidin, es decir de las formulaciones
con placebo adicionadas con cantidades conocidas del principio
activo, teniendo concentraciones del 85%, 100% y 1:i5% de la can
tidad especificada en el marbete. Los resultados obtenidos son
analizados por el estadigrafo de "t" student.

8.2.6, Precisidn.

Se refiere a una medida de la concordancia de un conjunto

de valores experimentales respecto a un valor central evaluéndo.

se mediante la repetibilidad y reproducibilidad.
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8.2.6.1. Repetibilidad.

Para este caso se realizd la estimacidén de la desviacién -
estdandar de los datos experimentales. Mediante una prueba de ji
cuadrada, se evalia la significancia de la variabilidad. Proban
do tres niveles de concentracién del principio activo de 85%, -
100% y 115%, llevando a cabo ocho repeticiones para cada nivel,
utilizando placebes cargados.

8.2.6.2. Reproducibilidad.

Para su evaluacidn se realizé el estudio de la forma farma
céutica de tabletas y tintura de Ammoidin al 1l00% de concentra-
cidén realizando tres repeticiones por cada analista y dia traba
jado a las mismas condiciones de equipo, reactivos, en dias di-
ferentes.

8.2.7. Sensibilidad.

Para la evaluacidn se realizd una serie de diluciones par-
tiendo de una concentracidn de 6 mcg/ml ¥y se disminuyé la concen
tracién hasta encontrar la cantidad minima detectable, por el -
aparato empleado pazxra el énélisis.
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9. RESULTADOS
9.1. LINBALIDAD DEL SISTEMA

. PABLA II. Resultados obtenidos en la linealidad del sistema. Pa

ra la cuantificacidn de Ammoidin.

CONCENTRACION
EN mcg/ml. 2 4 6 8 10 12
Absorbancias 0.115 ¢.231 0.346 0.455 0.566 0.674
0.117 0.230 0.347 0.4568 0.566 0.674
0.115 0,231 0.345 0.455 0.567 0.674
X= 0.115 0.231 0.346 0.455 0.566 0.674

De la tabla II se obtuvieron los siguientes resulrados, =--
bajo un tratamiento estadistico utilizdndose las férmulas des-—-—
critas en el Apéndide. :

Ordenada al origen {b) = 0.007195
Pendiente (m) = 0.05579
Coeficience de Correlacién (r) = 0.9999



9.2. LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO

TABLA IXI. Resultados obtenidos en la linealidad del método --—-
analitico.
CORCENTRACION

EN mcg/ml. 2 4 6 8 10 12
Absorbancias 0.119 0.233 U0.346 0.453 0.568 0.677
0.120 0.233 U.347 0.452 0.567 0.678
0.119 0.232 0.347 0.452 0.567 0.677
X= 0.£19 v.233 U.347 0.452 0.567 0.677

De la tabla III se obtuvieron los siguientes resultados, -
bajo un tratamiento estadistico utilizdndose las fSrmulas des--

critas en el Apéndice.

Ordenada al origen
Pendiente

Coeficiente de correlacién

(b}
{m}
{r)

0.009466
0.055671

0.9999
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TABLA IV. Resultados de la linealidad del méctodo analitico pa-
ra la cuantificacién de Ammoidin.

wg ADICIONMADCS mg RECUPERADOS
2 z.00
4 4.04
6 6.08
-] 7.98
10 10,02
12 1l.99

De la tabla IV se obtuvieron los siguientes resultados de
su tratamiento estadistico, utilizando las f£érmulas descritas -
en el Apéndice.

Urdenaoca al origen (b} = 0.0366
Pendiente {m) = 0.9978
coerficiente de Correlacidn {(r) = 0.9999



FPIGURA 2. Representacidn grafica de la linealidaa del método -
analitico en la cuantificacién de Ammoidin.

104

84

y =mx + b
y = 0.9978 x + 0.0366

mg RECUPERADOS
-3

<4

®g ADICIONADOS
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Resultados de la Regresidn Lineal en la Validacidn --

YABLA V.
del método analitico.
PUENTE DE GRADOS DR SUMA DE MEDIA DE PCAL PTABS
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
Regresién I 208.9974 208,9974 1741.645 8.53
Error de
Regresidn 16 1.9202 0.9202 u.1200
Falta de
Ajuste 4 0.7475 0.1868 1.911Y9 3.26
Error Puro 12 1.1727 0.0977

NOTA: Las fdrmulas empleadas para el tratamjento

encuentran en el Apéndice.

estadistico se
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' 9.3. RESULTADOS DE VALIDACION

9.3.1. Evaluacidén estadistica para la forma farmacéutica de tin
tura, para la determinacién de exactitud y precisién.

mg ADICIONADOS ug RECUPERADOS % RECOBRO
8.40 8.44 100.47
; 4.40 8.40 100.00
; 8.40 8.38 99,76
! 8.40 8.42 100.23
: 8.40 8.36 99.52
8.40 ~ B.38 99.76
8.40 8.36 99.52
8.40 8.40 100.0u
) . 7.49 ‘ 7.50 100.13
7.49 7.50 100.13
7.45 7.52 100.4v
7.49 7.50 100.13
1.49 7.50 100,13
7.49 7.52 100.40
, 7.49 7.50 100.13
3 © o 7.49 7.48 99.86
6.37 6.36 99.84
6.37 6.33 ) 99,37
6.37 6.36 99 .84
6.37 6.38 100.15
6.37 6.36 . 99.84
6.37 6.38 99.37
6.37 6.36 99.44
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o

DE RECOBRO

99.950

=i
[]

DS = 0.307

& 0.300

Ll

9.3.1.1. EXACTITUD
Ho = A = 100%

Hi = 2 F 1uos

ESTADLGRAFO DE CONTRASTE

Toai = -0.7973 ty.975 = 2.0687

-2.06 <« -0.7973 &« 12,0687

INTERVALO DE CONFIANZA
99.95 «£ 100 <« 100,079



9.3.1.2. PRECISION
Ho = [ & 2%

Hi = ¢ > 2%

ESTADIGRAFQ DE CONTRASTE

2

K ay = 0.5827

2
¥ p.975

Siendo:
0.5427 <« 38.076

INTERVALO DE CONFIANZA

0.2387<C« 0.4309

COEFICIENTE DE VARIACION

0.3073%

= 38.076
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9.3.1.3. Reproducibilidad.

31

TABLA VI. Resultados obtenidos en el estudio de)l efecto-analista-~
dia para la reproducibilidad del método analitico espeg
trofotométrico para la determinacidén del principio acti

vo ammoidin,

en su forma farmacéutica de tintura.

DIA I
% DE RECOBRO

DIA IX
% DE RECOBRO

99.61 99.09

ANALISTA T 99.19 99.33

99.61 99,33

99.49 28.79

ANALISTA 11 99.32 99.04
49.49

95.04
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TABLA VII. Andlisis de Varianza para reproducibilidad del método
espectrofotométrico de Ammoidin =~ = (,U05.

FUENTE DE G.L. s.c. M.C. F P
VARIACION cal tab

ANALISTA 1 0.07 0.07 v.77 5,32

DIA 2 0.43 0.21 2.33 4.46

ERROR 8 0.23 0.09

TOTAL 11 0.73 0,36

NOTA: Las férmulas empleadas para los cdlculos se encuentran repor
tadas en el Apéndice.



: 9.3.2. Bvaluacidén estadistica para la forma farmacéutica de ta-

bletas, para la determinacidén de exactitud y precisidn.

mg ADICIONADOS mg RECUPERADOS * RECOBRO
35.26 35.38 100.34

35.26 35,20 99.84

35.26 35.29 100.09

35.26 35.29 160.09

35.26 35.38 100.34

35.26 35.47 100.59

35,26 35.29 100.09

" 35.26 35,38 100.34

’___..__..- -

30.00 29,70 99,01

30.00 29.79 99.30

30.00 29.70 99.01

- 30.00 29.70 99.01
i 30.00 29.96 99.49
30.00 29.14 100.48

30.00 30.05 100.19

30.00 29.88 . 99.60

{ 26.06 26.00 99.79
; 26.06 26.11 100.21
26.06 25.89 99.38

26.06 26.00 99.79

; 26.06 26.11 100.21
; 26.06 25.09 ' 99.34
: 26.06 26.00 99.79
26.06 26.11 100.21




% DE RECOBRO

)
W

99.9734
DS = 0.4114

O = 0.4028

9.3.2.1. EXACTITUD

Ho = 4 = 100%

Ho = & # 100%
ESTADIGRAFO DE CONTRASTE

t = ~0.3167

cal = 2.0687

£0.97s

—2.0637 £ -0.3167 <~ 2.0687

INTERVALUO DE CONFIANZA

99.937 <« 100 < 100.0088
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9.3.2.2. PRECISION

Ho = @ = 2%
Hi = T > 2%

ESTADIGRAFO DE CONTRASTE

Repetibilidad
L — =
'x‘cal = 0.9737 11‘0.975 = 38.076
Siendo:
0.9734 < 38.076

INTERVALO DE CONFIANZA

0.3297 < g <« 0.57719

COEFICIENTE DE VARIACION

0.4115%

a5
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9.3.2.3. Reproducibilidad,

TABLA VIII. Resultados obtenidos en el estudio del efecto analista-
dia del método analitico espectrofotomérrico para la —-
determinacidén del principio active Ammoidin, en su for-
ma farmacéutica de tabletas.

DIA I DIA II
% DE RECOBRO 3 DE RECUBRO
99.86 100.17
ANALISTA I 100.17 99.00
99.59 99.30
99.59 99.39
ANALISTA II 99.30 100.47

99.01 99.59
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TABLA IX. Andlisis de Varianza para reproducibilidad del método --
espectrofotométrico de Ammoidin == 0.05.

5:2?:513‘3. G.L. 5.C. M.C. Pcal L’tab
ANALISTA 1 0.01 0.01 0.05 5.32
DIA 2 0.86 0.43 2.38 4.46
ERROR 8 1.47 0.18
TOTAL 1l 2.40 0.21

NOTA: Las férmulas empleadas para los cdlculos, se encuentran repor
tadas en el Apéndice.



9.3.3. Semsibilidad.

TABLA X. Muestra los resuitados de las diferentes concentracio-

nes de Ammoidin, probadas para determinar la concentra
cién minima detectable por el espectrofotémetro, se —--
realizaron cinco repeticiones para cada concentracidn.

CONCENTRACION ABSORBANCIAS
mcg/ml 1 2 3 4 5 X
6.13 0.302 0.305 0.305 0.304 0.306 0.304
3.06 0.182 0.185 0.184 0.182 g.1l82 0.182
1.20 ¢.100 0.102 0.101 0.100 0.101 0.100
0.90 0.049 0.049 0.050 0.051 0.049 0.049
0.60 0.038 0.635 0.036 0.038 0.039 G.037
0.18 0.024 0.020 0,019 0.022 0.024 0.021

dos:

De la tabla anterior se obtuvieron los siguientes raesulta-

Ordenada al origen {b) = 0.01944
Pendiente (m) = 0,04806
Coeficiente de correlacidon (r) = 0.9893

38



39

40. DISCUSION DE RESULTADOS

Una vez definido el producte, se procedid a seleccionar el
método para la cuantificacidn del activo Ammoadin, utilizando -
el método espectrofotométrico, por ser el m&s sencille, rdpide,
econdmico y confiable; por lo tanto reprocducible y fdcil de con
trolar a las condiciones de trabajo establecidas por el labora-
torio de control de calidad; cumpliendo los pardmetros estable-
cidos por Farmacopea.

Se evaludé la presencia de productos de degradacién de Ammoi
din por cromatografia en capa fina, probando diferentes siste--
mas de elucién reportados en la bibliografia (10), y probando =~
diferentes concentraciones; el prineipio activo Ammoidin se so-

‘. metid a condiciones drasticas de degradacidén, en un medio alca-

lineo uciliz;ndo concentraciones de Hidréxido de Sodio desde ---
10 - 90%, en un medio dcido se utilizd Acido Sufiirico desde una
concentracién desde 10 - 90%, se evalud también la temperatura

a 40°, 60°, 80° ¥ 100°C durante un tiempo de 15 dias. Al térmi-
no de éste tiempo se determind por cromatografia en capa fina,

la aparicién de posibles productos de degradacién; los sistemas
de revelado fueron: Permanganato de Potasio-Acido Sulfirico ---
(3:5), en 100 ml de agua, luz ultravioleta y cdmara de yodo. -

Los resultados obtenidos mostraron la ausencia de productos de

- degradacidn.

Con base a lo anterior se procedid a validar el método analitico
espectrofotométrico, elaborando una curva estdndar, probando —-—
concentraciones de 2 - 15 mcg/ml, Los resultados obtenidos en -~
este punto indican que el range adecuado de concentraciones a -
probar,. se encuentra de 2 - 12 mcg/ml,
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Como muestran los resultados obtenidos en la tabla II, el
coeficiente de correlacidén de 0.9999, con respecto a la pendien
te se demostrd con base a una prueba de "t" student que estadis
ticamente es igual a 1, realizdndose un andlisis con el mismo -
estadigrafo “t" para comprobar que la ordenada al origen tiene
un valor estadistico igual a cero.

Adicionalmente se llevd a cabo un andlisis de varianza, --
que demostrd ser significativo para el efecto de regresidn, asi
como no presentar valores significativos para el efecto de fal-
ta de ajuste. En base a lo anterior podemos concluir que el mé
todo analitico validado es lineal en el intervalo de concentra-
ciones de 2- 12 mcg/ml.

Para la prueba de repetibilidad se fabricé un lote piloto
de placebo cargado para tintura y tabletas, trabajando tres con
centraciones, de acuerdo a la cantidad estipulada en el marbete,
siendo éstas de 85%, 100% y 115% realizdndose ocho repeticiones
por cada nivel, se contrastd la hipStesis nula de una varianza
menor o igual al 2% a través de la prueba de Ji cuadrada, esta-
bleciendo como resultado que no existia suficiente evidencia pa
ra rechazar dicha hipétesis nula.

En cuanto a la reproducibilidad, se evalué probando a tra-
vés de un diseiio completamente al azar para los factores analis
ta (Ai) y dia (Dji), cada uno de ellos a dos niveles. Cada uno
de los tratamientos fué evaluado mediante el andlisis de lotes
independientes con tres replicacicones por tratamiento y traba--—
jando a la concentracién con la concentracidén estipulada en el
marbete al 100%. El andlisis de variania correspondiente mostrd
no presentar efecto significativo para el analista.



En cuanto a la exactitud la hipdétesis nula propuesta de —-
que la media de los resultados experimentales obtenidos fuera -
igual a un 100% (valor tedrico)., se contrastd a través de un --
estadigrafo de "t" student. El andlisis obtenido demostrdé no -—-
presentar un efecto significativo cuando se empleé un nivel de
significancia de=: 0.05, por lo que podemos concluir gue el mé-
todo analitico espectrofotométrico para Ammoidin es EXACTO.

Para la evaluacidn de la cantidad minima del principio ac-
tivo Ammoidin que es capaz de detectar el método espectrofotomé
trico, se obtuvo como resultado que dicho método fue capaz de -
detectar una concentracidén de 0.18 mcg/ml.
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultado obtenidos, podemos concluir que
los objetivos fueron alcanzados en su totalidad, ya que el méto
do espectrofotométrico para la cuantificacidn de Ammoidin en ~-
sus formas farmacéuticas tintura y tabletas resultd ser: LINEAL,
PRECISO, EXACYTO, SENSIBLE Y ESPECIPICO frente a productos de —-
degradacidn. Este Gltimo pardmetro se realizd frente a produc--
tos de degradacidn y frente a excipientes, por lo cual podemos
establecer que el métrodo anteriormente mencionado, puede ser emn
pleado como método rutinario en el laboratorio de control de ca

lidad, o como un método indicativo de estabilidad.

Adicionalmente se puede decir gue el tiempo empleado para
la cuantificacién de Ammoidin es sus Formas farmacduticas de --
tintura y tabletas es adecuado para el laboratorio donde se rea
lizdé la validacidn, ademds después de analizar el costo de and-

lisis, se puede decir que éste es reducido.
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12. SUGBRENCIAS

Tomando en base las pruebas realizadas para provocar la --—

degradacién del principio activo, utilizar condiciones mds drds

ticas de temperatura, acidez y alcalinidad para observar si —---

efectivamente el producto puede degradarse para continuar con -

las pruebas de estabilidad,.
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T

Ho

Hi
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13. APENDICE

Media Aritmética

= Desviacidn Estdndar

= Desviacidén Poblacional
= Hipdtesis nula

= Hipdtesis alterna

C.V. = Coeficiente de Variacidn

A.

LINEALIDAD
2
a=d=v) (2x® - (EX) EXV) . grgenada a1 origen
nt=x%) - (2x)?
b oo ALEXY) = (FX) (EY ) _ popaior

n=x?) - (=02

cdlculc de error tipico de estimacidn modificada:

Sy/x = /n(zrz) - alEY) - b(EXY)
n2 = 2n

Estadigrafo de Contraste:

a) Ordenada al origen t a - Ao

cal

=x*

Y/ %X f————
n I (xi-%)?



b) Pendiente

(b ~ Bo) sx{n = &
)

cal
y/%

COEFICIENTE DE CORRELACION

n(X XY) - (¥ x) (EY)

ME XY - (Ex)% n(Ze?d) - (E )2

B. EXACTITUD

Estadigrafo de contraste:

Intervalo de confianza para al 95%

_— I
X cl_ i t s/ ¥n

C. PRECISION
a. Repetibilidad

Estadifrago de contraste:

= tn - 1) 82

rz

Intervalo de confianza:
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b. Reproducibilidad
Modelo Lineal Estadistico

Y, k=/‘—+ AL + Dj + Ek(ij)

¥.. = Observacidn del i-ésimo analista ael
j-ésimo dia de la k-ésima repeticidn.
= Media general
Ai = Analista i-ésimo
D3} Dfa j-ésimo
Ek(ij} = Error experimental

Para la interpretacidén estadistica se realizd un -
andlisis de varianza para el modelo arriba mencio-—

46

nado.,
TABLA DE ANAADEVA
P.V. G.L. s.C. M.c. 'cal Ptnb
Ai ta-1) zyi? - 2  SC; MC, Glag
br  abr a=i T MCp GLpy
D3 (b-1)a=Evij?® £vij.? 5Cpy MCp Shp;
x bt {b-1)a MCp GLgy

pr¢id)  tr-Liab f5Eviikzsvii? S5Cg

r (r-1)ab

Total N-1 EFEviik? y2.
“Tabr

AREA DE ACEPTACION

Feal £ P95
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D. PALTA DE AJUSTRE

Modelo lineal Estadistico

Y54 = Bo + By Xi + Ej(i)
i=1l........t
J=1L...c000en
Donde:
Bo = Ordenada al origen
Bi = Pendiente
¥ij = Observacién (mcg recobrados) del i-ésimo
tratamiento, (mcg adicionados) de la
j-€ésima repeticidn.
Xi = i1-ésimo tratamiente (mcg adicionados)
Ejli) = Error experimental de la j-&sima repeti-

cién dentro del i-ésimo tratamiento.

Para la interpretacidén estadistica se realizé un
andlisis de varianza para el modelo arriba mencio

nado.

TABLA DE ANADEVA

PUBNTE DE GRADGS DR SUMA DE NEDIA DE P 1 PI X
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS ca
REGRESION 1 SCr SCr SCr/MCer
ERROR DE -

REGRESION n-2 SCer sCer/Gler

PALTA DE - - MCfa
AJUSTE (n=2)-tx(r-1) SCfa sCfa/GLfa MCep

ERROR PUROC tx{r-1) SCep 5Cep/GLep
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DONDE;
SCr = m x Sxy + b x Sy - ((Sylz/n) =
2 c
SCer = Sy” = m x SXy - bxSy =
SCep = Syz - (S!i 2)/x: =

sCfa = S5Cer - SCep =

Se adeterming los valores para Ftab en la forma siguiente:
FP(GL.r, GL.er; 0.99}
F(GL.fa, GL.ep:s 0.95)

AREA DE ACEPTACION
Pra1 P Feap (GLX, GLer; 0.99)

Fea1 € Ftab {GLfa, GLep: 0.95)
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