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I.- 1NTRODUCCTION

Los anestésicos locales son dropgas que bloguean la conduc-
clén nerviesa cuande se aplican localmente al tejido nervicso -
on concentraciones Jdecuadas. Actdan sobre cualquier parte del-
sistema nervieso y sobre cualquier tipo de fibra nerviosa.

A diferencia de les agentes neurelitices gue causan des---
truccifn del tejido nervieso y alivio prolongado del deler, les
agentes anestésicos locales inducen un bloqueo temperarie del -
dolor de pocos minutes a alpgunas horas.

La gran veptaja prictica de los anestésicos locales es que
su pccifn os reversible; su use es segulde de recuperacidn com-
pleta de la Funcifn nerviosa sin que queden hucllas de lesidn -
pstructural de 1las fibras o las neuronas,

Los anestésices loczles son de gran importancia clinica y-
gl empleo satisfactorio de elles depende de manera critica de -
la callidad gque estos poscan.

La ealldad de un prnduc:n incluye pardmetros tales come --
aparlencia agradable, establilidad Efsica, quimica y mieroblelé-
gica, seguridad, efectividad, erc. Los cuales pusden ser fpti--
mos con ung consciente planificacidn del producte y un posterior
cuidodo durante el procese de fabricaciba. De tal forma de cons
truir un producto con un alto nivel de calidad.

La estabilidad de un produocto es un problems que atafie a -
todas las formas Farmacedticas y ol poder mantener por un perlo
do de tiempo large las caracterfsticas de los principios actives
¢ inactivos sin alteracién es el ob)etivo de una gran cantidad-

de estudios.

Una ve: lograda la preparacifn farmaceltica con mayer tiem
po de estabilidod aparente, se hace necesorlo desarrellar un mé

tode con el cual se pueda cuantificar la concentracién del prin




cipio active inlcial y la concentracién restante después de un-
periodo de tiempo. Es decir, el desarrolle de un métedo analfti
co indicador de estabilidad especifice para el principio active,

Mis an, es todavia indispensable predecir el tiempo mini-
mo en el que el producte permanccerd con las caracterfsticas --
Iniciales come apariencia, pH, efectividad, seguridad, etc. Pa-
ra predecir este tiempo el producto es sometido a condiciones-
extremas, variande algfin pardmetro critico como lo son la tempe
ratura, himedad, pH, etc. hasta obtener 1a degradacién de la --
férmula y asf el tiempo en que estos cambios se presentardn du-
rante su almacenamiente a la temperaturs especifica para el pro

ducto.
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11, ANTECEDENTES

El Clorhidrato de Tetracaina { PANTOBARICA] os un anestési
co local utilizado en anestfsia raquidea, regidn subaracnoidea,
que sc presenta lisfilizade en frasce ambar de 5.0 ml.

BANTOBARICA snteriormenate presenté el problema de inestabi
lidad en sclucifn Inyectable, al cabe de un afie PANTOBARICA pre
sentaba cristales casi blancos v despufs estos cambiaban de co-
lor a tono vieleta, esto debldo a una exidacifin del princliple -

active.

Posteriorpente se liefilizé la misma Eécnula obteniende pas
tillas wniformes, redondas, con un bafe contenido de hidmedad pa
ra reconstituirse con 2.0 ml de agua para inyectables en el mo-
mento de emplearse,

Este proceso empleado para desecar wmediante vacio los caons
tituyentes de PANTOBARICA con el fin de conservar por un mayor-
tiempo las caracterfstlcas doscadas de un anestésico asi como -
su actividad Farmacolépica sugirieron un estudioc de estabilidad
En ¢l presente estudio se pretende demostrar que la nueva pre--
sentacién del producte efrece mayor establlidad deblde al proce
so de liofilizacidén y al heche de no permanccer en contacto cen
el vehicule hasta el momento de emplearse.

10
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Itr.

OBJETIVO

pesarrollo de un método analitico indicader de estabili-
lidad para Clorhidrato de Tetracafna liofllizade para sg
lucién inyectable.

Validacién del método analitico indicador de establlidad
cumpliendo con los parimetros minimos necesarios para --
tal efecto, determinande asf la Linearidad, Precisién, -
Exuctitud, Reproducibilidad y Especificidad,

Realizar un estudio de estabilidad para Clerhidrato de -
Tetracaina licfilizade exponiendo el producto a diferen-
tes temperaturas para acelerar la degradacidn y predecir
as{ la fecha de caducidad,

12
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V.

CENERALIDADES

1.- HISTORIA

El primer anestésico local que se descubrid fue la cocaf
no, un alcaloide contenide en grandes cantidades - - - -
[ 0.6 a 1.8 %) en las hojas de Erythroxylon coca. El al-
caloide pure fue aislodo por primera vez por MNieman, -=-
qulén cbservd gue tenla sabor smarge y producla un efec-
to ﬁuriasu en la lengua, dejfndola insensible o poco me-
nes, Mas tarde Von Anrep estudid en 1BR0 sus acclones -
farmacoldgicas y recomendd se usara clinicamente como --
anestésico local, perc el crédito de la introduccibn de-
la cocafne en el use elfnico se atribuye a Sigmund Freud
¥ Karl Koller.

En 1905 Einhrom en la bisqueda quimica de sustitutes sin
téticos de cocafna, sintetizé la procafna, que es toda--
v;n un prototipo de las drogas anestésicas locales.



2.- QUIMICA

La moyorin de los amestésicos locales fitiles contienen-
centros hidrfilos e hidrbéfobos gemeralmente separados-
por una cadena alquiliea intermedia. El grupe hidréflilo
es gencralmente una amina terciaria y en algunas ocasig
nes secundaria} el centro hidréfobo es un residuo aromd
tico.

La wnlén con el grupo aromftico, casi siempre, es de ti
po éster o amida, y la naturoleza Jde esta unlén es un -
determinante en algunas propicdades farmacolfpleas de -

estos agentes,

L2 unién éster es importante porque esta ynifn se hidro
Yiza Eficilmente durante lo degradacibn metabdlica.

Al grupo responsable de la actividad amestésica local -
se le denomina grupo anestesléforo y puede simplificar-
se cn la forma siguiente:

<:f:> - 1 1 R
- €0 --0 - (CH, Jnn - N
TR

A I g I ¢
| i

A = grupo fcide aromitico

B = grupo aminoalcohel cuya cadenn pucde temer una lomgl
tud variable.

C = grupo amino que puecde estar sustituido o na.

La cadena de slcohel puede ser limeal, ramificada, cicli
ca, aroemitica y puede contener uno o varios grupes amino
Los cambios en cualquicr parte de la molécula alteran la




patencia anestésica y la toxicidad del compuesto. Aumea
tando la longitud del grupo alcechélico. Se obtiene ma--
yor potencia anestésica y también mayor toxicidad,
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.- MECANISMOS DE ACCION .

Los anestésicos locales impiden la generacifin y la can
duecifn del impulse nervioso, El sitio principal de ag
cifn es la meabransa celular, y al parecer ejercen poca
accifn de importancia fisiolfgica en el axoplasmae. Los

efectos axoplismicos que ccurren pudiern ser secunda--
rios a la accifn sobre la mesbrana.

Los anestésicos locales bloquean la conduccifn perque-
obstaculizan los procesos fundamentales de la genera--
cifn del potencial de accién del nervio, es decir, el-
gran sumento teansitorie de lu permeabllidad de la mem
brana o los iones de sodio que ocurre por la despelari
tacién ligera de Ia membrana, Conforme sc desarrolla-
progresivamente la acclén anestésica en uwn nervio, au-
menta gradualmente ol wabral de la excitabilidad eléc-
trica, y disminuye ol factar de seguridad de la conduc
cifn; cuando ésta accidén ha alcanzade un grado sufi---
ciente, se produce bloqueo de la conduccidn,

Los anestésices lecales purccen bloquear lu conduccién
en el nervio compitiende con el calelo en algin sitla-
receptor gue controla la permespilidad de la membrana.

Los anestésicos locales omenguan también la permeabill
dad del norvio en reposo @ los ilones Je potasio ¥ de -
sodio. Esto explica por qué el blequeo de la conduccibn

no se acompafa de nlngln cambio importante en el poten
clal de reposo.

a) EFECTO DEL PH

Los anestésicos locales en forma de base libre son po-
co solubles y son inestables cn solueifn, Por eso sue-
len utiliziarse como sales hidrosolubles, gencralmente-

16



a) (comtinuacién)

como clerhidratos. Como los anestésicos locales son -
bases débiles, estas soluclones son muy Scidas, condl
cién que por fortupa auments la estabilidad del anes-
tésico loecal y de la substancia vasoconstrictora con-
la que en ocasiones se¢ asocia. Hay muchas pruebas gue
demucstran que la sal fcida se neutraliza en los teji
dos, ¥ que sc libera base libre antes de gue la subs-

tancia penetre en los tejidos.
b) ACCIONES FARMACOLOGICAS

Ademis de blequear 1a conduccién em los axones del --
sistema nervioso periférlice, los anestésices locales-
abstaculizan la funcién de todos les Srganas en los -
que hay conducclin o transmisibn de impulses, y produ
cc asi efectos importantes en el sistema nervioso cen
tral, los ganglios autbpnomes, las unlones mioncurales
y todos los tipos de fibra muscular,

SISTEMA NERVIOSO CENTRAL:

Les arostesicos locales sintéticos coma lo es la Te--
tracaina estimuly el Sistema Nervioso Central predu--
ciendo inquictud y temblores que pueden llegar a las-
convulsiones clénicas. En general, cuanto mis poten-
tente es el anestésico mfis ficil es que se produzcan-
convulsiones, La estimulacién central estd seguida de
depresifn y la muerte se produce por imsuficiencia --
respiratoria.

SISTEMA CARDIOVASCULAR:

Los anestésicos locales actdan en el oparate cardie--
vascular después de la absorcién sistémica. El sitio-
princlipal de acelén es el miocardio, donde produce --
disminucifn de 1a excitabilidad eléctrica, de la vele

7



cidad de conduccién v de la fucrza de contraccién, Los
efectos cardiovasculares se ven generalmente sélo des
puﬁs de aleanzar altas concentraclenecs sistémicas, sin
emburgo, en casos raros, las pequefias cantidades de --
anestésico empleadas para anestesia simple por infil--
tracifin produce colapso cardiovascular y muerte. Se --
desconoce el mecanismo exacto pero probablemente se de
be a pato cardiace por accién en el marcapaso & a iai-
ciacién sfbity de fibrilaclén ventricular. Esta reac--
cifn pucde seguit a la administracién intravascular ag

cidental del fdrmace.

ANESTESIA RAQUIDEA:

Después de aplicar una inyeccién subaracnoidea delanes
tésico local, hay un erden definido en que ocurre el -
blogueo nervioso, Los primeros ¢n afoectarse son los --
nervios simpiticos y parasimpdticos, despufs siguen --
los nervios que miden lu sensocifn al Erfe, al calor,-
al deler, tacte, ¥ a la presidn prefunda. Por G(ltimo,
se blogquea la funcifn somitica motora, la sensiblilidad
a la vibracibn., El temprano blogqueo simpitico se mani-
fiesta por aumento de la temperatura cutines on las ex
tremidades inferiores., Conforme la anestesia se dcsvg
nece, se recupers la funcifn en el orden inverse; la -
Primera en rocuperarse es la actividad motora.

La iniciucifn de la unestesia después de la administra
cibn intratecal de un anestésice local depende de que-
la substancia pase del 1fquido cefalerraquidec & las -
rafces de los nervios raqufdeos a les ganglios y posi-
blemente a lu médula misma,

c) DURACICN DE LA ANESTESIA Y DESTINO DE LOS ANESTESI-
Cos,

La ripidez de la hidrflisis enzimftica de los anestési
cos locales en ol liquide cefulorraquides es lenta, en

14
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su mayor parte, el anestésico abandona el espacio suba
racnoides pasando por el drenafe venoso, ¥ en mucho me
nor cantidad sale por los vasos linffiticos. La durp--

cifn de la gnestesia depende de la répidez con que la-
substancia se elimlne del liquide cefalorraquidec y de

las rafces norviosas donde se encuentra ejerciendo su-
accibn.

La duracién media del efecto anestéisico es de aproxima
damente 60 minutos. Lo duracifn de la anestesia puede-
aumentarse si se aumenta la cencentracién del anestési

co en la solucidn inyectable y si se afade a este un -

vasoconstrictor.

La aceibn de un f£drmaco presor en el espacic subaracmoi
deo retarda la eliminacién del apestésico local. Los -
cfoctos gencrales no se manifiestan cuande se adminis-
tra por via intratecal un vasoconstricter simpaticomi-
mético, ¥ no hay signos de que se afecte adversamente-

al tejlido nervioso.

La asociacidn del anestésico con dextrosa cs bisicamen
te para aumentar 1a densidad del 1fgquido cefalorraqui-
deo [ normalmente es de 1,007 ) y de ésta forma el anes
tésico desciende hasta las porcioncs mis inferiores --

del espacio subaracnoideo,

d) HIPERSENSIBILIDAD A LOS ANESTESICOS LOCALES

Algunas personas tienen hipersensibilidad a los anesté
slecos locales que s2 manifiesta por dermatitis alérgi-
cu, atague asmfitico tipico o reagclén anafilictica mor
tal. -
El destino metabflico de los anestésicos locales es de
importancia prictica pues su toxicidad depende en gran

parte del equilibriec entre la ripidez con que se absor

ben y la répides con que se destruye en ¢l organismo,

15



4.- FORMULACION DEL MEDICAMENTO

FANTOBARICA. POLVO LIOFILIZADD PARA SOLUCION INYECTA-
BLE,

Frasco dmpulai

Clarhidrate de Tetracaina 10 my
Auxiliares Cisi
Ampolleta:

Agua inyectable e.b.p. 2.0 ml

Dextrosa



5.- CLORHIDRATO DE TETRACAINA

DESCRIPCTON:

pombre genfrico:

Clorhidrate de ametocaica, Cloruro tetracainico, Clorhidra
to de pantocaina, Clorhidrate de Tetracaima.

Nombro guimico:

Moneclorhidrato de éster 2-( dimetilamino ) etflico del --
fcido 4-{ butilamine ) benzoico.

Estructura quimica, f£érmula, peso molecular:

E15H24N201 HC1

Peso molecuar = 300.83

Preparacién:

Se disuelve Tetracaina (base) en un disolvente como bonce-
ne y se pasa cloruro de hidrégeno en la solucidn, con la -
cuil 1a sal precipita.

Para la preparacifn de la base: s¢ butila p-amino benzoata
de etilo por reflujo con bromure de n-butile y etanol en -
presencia de carbonato de sedio. El p- butilbenzoate de --
etilo resultante se transesterifica calentando con 2~[d£m£
tilamino) etanol en presencia de etéxlde de sodio para que
el etano liberade se destile continuamente de la mezela -
reaccionante.

21



Apariencia:
Fino polve cristaline blanco, de sabor un tantc amarge.

Splubilidad:

Muy soluble cn agua, soluble er alechol, Inseluble en ben

ceno y Erer.

Acldez:

Una solucifn al 1.0% tiene un pH enite 4.5 y 6.5,

Punto de Fusifn:

Funde cerca a los 148°C; dos modificacioncs polimdrficas-
funden a 134 y 139°C respectivomente. Las mezclas pueden-
fundit entre 134 y 147°C.

Absorcidn Ultravieleta:

En dcido sulflrico 0.1N la absorcién mixima es a 22%mm --
( El%, lem = 509 ), a 281nm (E1%, lecm = 55 } vy a 31Znm -~
{ E1%, lem = 76 ).

Espectre infrarcjo:

Los picos principales se localizan en 11326, 1174, 1286, -
1345, 1600 y 1688 cm

Aplicaciones terapefticas:

E! clorhidrato de tetracaina es un derivado del Scide pa-
ra-aminobenzoico, pertenece al grupo de los anestésicoes -
locales de larga duracidn.

Sc gmples como anestésico local tipe éster para anestesia




tépica en ¢l oo y mediante infiltracifin para blogueo sub

aracnoldeo { analgesia raquidea ). Cuando se usa en el -

ofe no dilata la pupila, no paraliza la acomodacibn ni -

aumenta la presifa intraocular,

Se presta en particular para ancstesia raquidea, especial
mente para procedintentos quirdrgices que insumen des o-

tres horas.

El anestésico local tipo éster como el Clorhidrata de te

tracaina se hidroliza por la estearasa hepitica y la es-

tearasa plasmitica a fcido para amincbenzoice en la sangre,
El 1fquide celalorraquideo contiene poco o nmada de estea

rasa; en consccucncia, la anestesia obtenida mediante in

yeccifin intratecal del anestésico persiste hasta gue es-

te pasa a la sangre.

Para anestesia ectdpica del ojo en solucién o on ungilen-
to al 0,53%,

Para membranas de la nariz ¥ garganta en solucifn all, 0.
Para anestesia espinal 10 a 20 mg es suficiente.

Para anestesia caudul continua 30.0 ml de una solucifn -
al 0.25%,

Toxicidad:

Es un anestésico local mis potente { 15 veces) gue la co

eafna.
Es también 10 veces mis téxice y activo que la procaina-
en inyeccifn intravenesa, y mis téxico gue la cecaina,

Conservacidn:

Guiirdese en recipientes firmemente cerrados ¥ protegidos
de la luz.
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V.- METORO DE ANALISIS INDICADOR DE ESTABILIDAD

La cromatografia es una técnlca desarrollada a principios
del siglo, que permite la 5nparz:i§n de sustancias que se en--
cucntran en una mezcla, La cromatografia es un proceso de mi--
gracifn diferencial en el cual los componentes de una mezcla -
son trapsportades por una fase m&vil, gas o liquido y retenidos
selectivamente por una fase estacionaria que puede ser un 1{--

quide o un sllido.

En éste estudio el mérodo empleado camo indicador de esta
bilidad Fue cromatograffa en capa Fina o capa delpgada, ya que-
ofrece la ventafa de bajo costo en el andlisis y es de Ficil -

pcceso para cualquier loboraterio.

Esta técnica es una forma de :runntugrafia.du absorcifin -
que consiste en un absorbente sblido (fase estaciomaria), ali-
mina ¢ gel de sflico, distribuldo wniformemente sobre uma su-
perficie plana, generalmente vidrie, Este absorbente prescntu-
cierta capilaridad dada por las partficulas finamente divididas
¥y que permite que la Fase mbvil pase entre las particulas del-

absorbente.

La separacibn ccurre cuando uno de los componentes de la-
mezcla es retenide en mayor grade por la Ease estacionaria que
los otros componentes. La fase estacionaria puede modificarse-
de acuerde a las necesidades de separacifin aungue el factor --
mis importante para que ésta se lleve en forma adecuadaes la -

Fase mbvil elegida.

El movimiente de cada sustancia en wn determinade sistema
es caracterfistico y puede ser un dato valioso en la identifica
cifn de ella. Esta caracteristica se conoce con el nombre de-
Rf [Relacién al freate) y representa la distancla recorrida --
potr el compuesto, eon relacifnm a la distancia recerrida por la-
fase mévil por lo que sus valores siempre oscilardn entre 0y L.

24



RE = distancia recerrida por un compuesto desde el arigen
dlstanela recorrida por el freste de la fase mévil,

Mo todas las sustancias pueden observarse, por lo que en-
muchas ocasiones es necesario observar la placa de cromatogra--
ffa después de semeterla a procesos de "revelade" dependiendo -
fitos de las caracteristicas quimicas del compuesto por anali--
zar o bien observar dichas plaees bajo uwna fuente de luz ultra-

violota,

PROCEDIMIENTO GENERAL

Las placas empleadas comlnmente son de vidrio y de las di
_ mensiones apropladas al use que serdn destinadas)

Estas placas se pueden adquirir ya preparadas, es decir,-
recubiertas con la capa del absorbente (gel de silice o aliming
que sc vaya a emplear o pueden preparse en el laboratorie,

A menos que se indique otra cosa, la cimara para la croma
tografia se emplea en condiciones de saturacién para lo cual se
vicia la fase mévil y la clmara se cierra herméticamente para -
gvitar la evaporacién de la fase y se mantienc en fstas condicig
nes de 45 min. a2 1 hora antes de utilizarse.

Ly pplicacidn de las solucicnes que van a ser analizedas y las-
soluciones estindar se hacem con ayuda de una micropipetn o una
ricrejeringa en forma de una mancha compacta ne mayor de 6 ma -
de didmetro o en forma de banda de no mis de 2 cm. de larga vy
no mis de 6 mm de ancho, a menos que se indigue otra cosa en la
monograffa, Las aplicaciones de cada soluclén deben estar sufl-
clentemente separadas entre si para evitar que se mezclen., La-
distancia que va 2 recorrer al frence del solvente seo determina
de antemano en la placa considerando el punto de aplicacidn co-

me el arigen.
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Las aplicaciones se dejan secar ¥ la placa se introduce --
en 1o cimara conteniendo el sistema, se tapa herméticamente ¥ -
se deja a temperaturn ambiente hasta que la fase mSvil ascienda
la distancla deseada, Se sasca la placa y se deja evaporar el --

solvente que la impregna.

.= COMPARACION Y RESULTADO DE LOS DIFERENTES TIPDS DE FA-

a)

e}

d)

SE MOVIL EMPLEADOS FARA LA SEPARACION DE CLORHIDRATO -
DE TETRACAINA DE SUS DEGRADANTES ¥ DE LOS COMPONENTES-
DE LA FORMULA:

FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL 60F 254, 0,25mm.
FASE MOVIL : METANOL= SOLUCION DE AMONIA [ 4 =1 de Hi-
og 2 dréxido de amonioc en --
1 ml de agual,
RESULTADO: No separa los degradantes del Clorhidrato -
de Tetracalna.
FASE ESTACTONARIA: SILICA GEL 60F 254, 0,25mm.

FASE MOVIL : METANOL - SOLUCICN DE AMONIA ( sistema me-
98 3 1 ros polar) :

RESULTADO: No se separan los degradantes,
FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL 6OF 254, 0,25mm,
FASE MOVIL : METANOL - SOLUCION DE AMONIA ( sistema mis
98 3.2 polar),
RESULTADO: No hay separscidn del clorhidrate de tetra-
cafna de sus degradantes ¥ todes suben con

la fase mivil.
FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL 60F 254, 0,25mm.
FASE MOVIL : CAMBIO DE METANOL POR ETANGL PARA DISMINUIR
POLARIDAD,
ETANOL - SOLUCION DE AMONTIA
98 : 1

RESULTADO: NO hay separacidn.
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i)

FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL &OF 254, 0.25mm. i
FASE MOVIL : ETANOL - CLORDFORMO ;
a5 g 15
RESULTADOD: S5i les degradantes son los que permanencen
en la linea base la muestra no hidrolizada
COTIE muy poco.

FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL &0F 254, 0.25mm.

FASE MOVIL 1 ETANOL - METANOL - CLOROFORMO
40 : 40 : 20

RESULTADO: Lo mismo que en o1 caso inciso e],

FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL 60F 254, 0.25 ma,
FASE MOVIL : 5E ARADIO ETER PORQUE UNO DE LOS DEGRADAN
TES ES SOLUBLE EN ETER. i
METANOL - ETER |
60 40 !
RESULTADO: La muestra no hidrolizada cerre un poco mis ;
gue en el caso inciso e}, perc no se apre-- !
cia bien la separscifn de todos los degra--
dantes,

FASE ESTACIONARTA: SILICA GEL 6OF 254, 0.25mm’'
FASE MOVIL : SE ASADE UNA AMINA PARA AUMENTAR LA POLA-
RIDAD DEL SISTEMA,
CLOROFOEMZ - METANOL - DIETILAMINA
48 5 1@ - Z
RESULTADO: Se logra la separacién de los degradantes -
de la muestra no hidrolizada (clorhidrato - |
de tetracafana ). |

FASE ESTACIOMARIA: SILICA GEL 60F 234, 0.25mm.
FASE MOVIL : CLOROFORMO - METANOL - DIETILAMINA
B8 : 10 : 4
RESULTADC: Se scparan mis los degradantes con el aumen
to de volimen de dietilamina,
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Se aprecian dos degradantes con la longi--
tud de onda larga (366mm) y 4 254 nm se ob
serva la mancha correspondiente a Clorhi--
drato de terracafna y a uno de los degra--
dantes,

Los degradantes son menos polares que el -
Clorhidrato de Tetracafna.

COXCLUSION: FEl sistema empleado para la separacidn de Clorhi-
drato de Tetracafna de sus degradantes y ademds -
de los componecntes de la flrmula por coromitogra-
ffa en capa fina es:

FASE ESTACIONARIA: SILICA GEL 60F 234, U.Zama.
FASE MOVIL : CLOROFORMO - METANOL - DIETILAMINA
LT . 10 z )



Vi.-

VALIDACION DEL METODO ANALITICO
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¥I.- VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Existen variaciones en cuanto a equipe analitice, persc--
nal, material ¥ reactives en relacidn con la aplicacifn de los-
métodos analiticos en producto terminade, en este casp, PANTOBA
RICA, por lo que se hace necesario validar el método para la --
cuantificacién del principio active sicmpre y cuando diche méta
do zes indicador de estabilidad.

Los parfmetros minimos necesarios para demestrar la con--
fiabilidad del método son la Linearidad, Precisibn, Exactitud,-
Reproduclbilidad y Especificidad.
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1.- DESCRIPCION DEL METODD ANALITICO

MATERIAL ¥ REACTIVDS

- Balanza analfitica

- Cidmara cromatogrifica

- Cromatoplaca de silica pel G60F-254

- Micropipeta de 20 mcl.

- Matraz aforado de 10.0 ml

= 2 vasos de preclpltades de 25.0 ml,

- Grasa o vasclina

- Centrifuga

- Tubos de centrifuga

- Revelador de placas con fuente de luz UV
- Espectrofotfmetre (BECKMAN DU/JES)

- Estfindar secundario de Clorhidrato de Tetracalna,
- Metanol

= Cloreforma

= Dietilamina

- Ackde sulfdrice D.1 N.

COXDICIONES DEL EQUIPQ

La efimara cromatogrifica debe estar perfectamente sellada -
para una buena saturacifn de la misma.

Despufs de 1o aplicacién del estdndar y el problema sobre -
la cromatoplaca ambas manchas deberfin secarse perfectanente
antes de introducir la cromatoplaca a la cémara cromatogri-
fica.

Ly longitud de onds seieccionada para este estudio serd de-
129 nm y las lecturas se realizardn colocando el estindar y
problema en wna celda de 1 cm.
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PROCEDIMIENTO:

En una cromatoplaca de sflica gel 60F, 254, 0.25nm ha
cer seis (6) divisiones de 3.0 cm cada upn, dejando -
un espacio libre de 1.3 em en los extremos de la cro-
matoplaca.

Trazar con un ldpiz una linen base dejando espacio de
1.3 cm del inicio de la placa a la linea base,
Identificar cads carril, el primero se dejard sin ---
aplicar y servird como blanco, a los dos siguientes -
s¢ identificarin como estindar y los tres dltimes co-
me problemas. '

Se aplican 20 mcl del estdndar y problema en los luga
res correspondientes. Ambas soluciofes tiehen una cop
centracidn final de 10 mg/ml

Se deja secar la cromateplaca al aire libre por espa-
cio de 30 a 40 minutos o con corriente de alre tibie-
por mencs tlempo,

Se introduce la cromatoplaca en una clmara fotogrdfi-
ca previamente saturada con el sistema de eluentes -
adecuades para la separacidn;

METANOL : CLOROFORMO: DIETILAMINA:

EB 2 10 i 4

Aproximadamente a los 20 minuto: el eluente habrd al-
canzade casi el extreme superior de la cromatoplaca,-
faltando 1.0 cm para que ésto ocurra, se retira la cro
mitoplaca y se deja al alre libre para que se gvapo--
ren los solventes.
Posteriormente con wn revelador de placas con fuente-
de luz U,V a 254nm se observan las manchas cerrespon-
dientes a Clorhidrato de Tetracafna en el estdndar y-
en el problemn, para poder observar el resto de los -
degradantes del problema se expone la placa a una lop
gitud de onda de 366nm [ onda larga ).
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10.-

11.-

12.-

13,-

Una vez ldentificadas las marcas se raspan con extre-
me cuidado, midiende para todos la misma cantidad de-
s{lica gel incluyende el blanco,

S¢ coleca el polvo raspado en tubes para centrffuga -
y se extraerd con 10.0 ml de Acide Sulflrice 0.1N.

Se agitan todos les tubos a una velecidad constante -
durante 10 minutos,

En una contrifuga a 3000 rpm durante 25 minutos se co
lecarfin los tubos con su contenido.

En un espectro fotdmetra U.V, se determinard la con--
centracibn del problema con respecto al estdndar, ha-
ciendo las correcciones necesarias con 31 blanco.
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2,- LINEARIDAD

2} Se practicarin anflisis por duplicade de la substan--
cia de interés al 50, 80, 100, 120 ¥ 150% del valor -
gsperado.

b) Con los datos obtenidos se construirdi una curva de --
concentracidn tefrica vs. concentraci6n recuperada.

¢} Se caleculard: X ( Media ), DE ( desviacidn estindar),
DER ( desviacidn estfndar relativa ), m (pendiente ],
b ([ intercepto )}, r (coeficiente de correlacifém ).

CRITERIOS:
r = 0.99
m Aprox = 1
b Aprox = 0

El método es lineal cuande cumple satisfactoriamente con -
el criteria anterior.



RESULTADOS PARA LINEARIDAD:

b) TABLA DE CANTIDAD ADICIONADA CONTRA CANTIDAD RECUPERADA

CANTIDAD ADICIONADA (X) CANTIDAD RECUPERADA (Y)
X, = 50% Yig * 52.900 ¥, = 46,171
Xy = 804 Yoa = 75,638 Yo o 75,085
Xy =100% Yy =101.392 ¥, =100.23
X, =120% ¥,, *123.01 ¥,y *125.522
5 =130% Yo, *148.259 ‘Tsu =147,795

¢) Coeficlente de ceorrelacién (r) = 0.995704
Pendiente [m) = 1,021
Intercepto en b = -0,2718




o

PORCENTAJE RECUPERADO DE 10 MUESTRAS AL 1004%
By - 06,6078 ;
Ra = 101.3921 )
h i
i o= 103,48 I
A = 101,1183 |
R, = 100.23 ;
g - 1.4364 .
Ry = 102,78
Rg = 101.85 DER = 1.41014
R, =  99.5359 f
]
Ry = 101.8361 i

K = 100.2320

R - 101.22.

Intervale de conflanza para la media,

= 2,267 [ de la distribucibn de T de Students con 9 gra
dos de libertad)

. 262 L.4864
10 :

-
Faua

L.C,= 101.1183

L0032 = I100.0551 o 102.1315.

[
—

i.C.= I0L1.1183

e — n



5.- PRECISION Y EXACTITUD

a) e analizarin de 3 a 6 muestras a diferentes niveles-
de concentracifin de la substanciz de interds,
(a0, 100 y R120% )

b) Se calculari el promediec de recobre DE, DER, y el in
tervale de confianza ai 95 %.

CRITERIC:

Método CLAR ¥y ULV - VIS 93 - 102 % DER
Método titrimétricos 99 - 1§1 % DCR
Mitodos de dizolucidn 9§ - 102 & DER

—
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TABLA DE RECOBRO:

xl = B0 H1 = 100,134 EZ = 103,48 Hj = 100.23
X, = 1003 R, * 101,85 R, =101.392 Ry = 102.78
HS = 120 Hl = 09,535 RZ = 101.8561 RI = 99,99

X = 10L,24%7
DE = 1,363
DER = 1, 2855

Intervale de confianaa al 933

-
L8]
L
=
L
=
(]
oh
L
-

1c = 1p1,2437

G.4544486

1+

IEES = 101.%497

ICo5 = 100,7952 a  101.7041

k1)



4,- REPRODUCIBILIDAD

Loz muestras al 100% se aralizaron difercntes digs, -~

al
este anflisis lo realizé el misme analista,

CRITERID:

Métodos CLAR = DER 2%

Otros Mbétodos = DER 3%

RESULTADOS:

1* DIA 2" DIA 3°DIA 4% DA
102.03 101.85 100,23 103,48
101,39 100,23 101.85 102,78
101.85 102,78 90,53 101.83
¥ = 101,656

DE = L. 1603
DER = 1.1109

vy = 1.1603 X 140 - 1.139%
101.85

Ly = E



5. EBSPECIFICIDAD

S¢ separarin muestras del producto { PANTOBARICA ] y-
serin sometidas 2 condiciones de degradacién ( 60°C -

durante 40 diqs ).

aj

b) Sc analizardn las muestras depradadas wtilizande el -
método ansiltice que se vallda con el objeto de demas
tratr gque scpara los productos de degradacibn del Clar
hidrato de Tetrocaina.

CRITERIQ DE ACEPTACICN:

i1 método analftice es especifice si separa el Clothidrate
de Tetracaina de sus degradantos.

RESULTADCS:

Se ghservaron 1as siguientes bandas al exuminar las placas

bojo luz ultravioleta:

ne f
I 0.64
2 0.27
3 0.20

Li bamda No, 1 corresponde al estiindar de referencia de -
Clerhidrato de Tetracaina en tanto que las bapndas 2 y 3 de
ben corresponder a productos de degradacién Jdel Clorhidra-

to de Tetracafna.
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6.~ CONCLUSIONES:

El método analftico empleado para la valeracién de pro
ducto terminado de PANTOBARICA polve liefilizade para-
solucién inyectable cumple con los parimetros minimos-
necesarios para la validacién de un método como sen la
Linearidad, Precisifn, Expctitud, Reproducibilidad.
Ademfis es un método especifico porque corresponde el -
Rf de la mancha principal con el RE del estdndar de-
Clorhidrato de Tetracaina y scpara eficientemente los-
degradantes de dicho principio active.
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¥Il.- ESTUDIO DE ESTABILIDAD

1.- GRAFICA DE LO5S RESULTADOS OBTENIDOS

8 _ gae

'H'a’l.gﬂ.glﬁ VALORACION Tﬁc £ APARIENCIA
Inicia 59,505 4.12 Correcta

0.1566 87,71 4.17 Solucifn clara

0.3333 85,61 4,20 Solucidn clara

0.5 50.60 4.22 Solucién clara

ler, dfa g8.08 4.3 Sofucifn turbia

1,666 B5.31 4.31 Solucidn amarilla clara
1.3333 B, 146 4,38 Solucidn amarilla clarz
1.5 80.67 4,35 Solucién amarilla clara
2 diasg 8001 4,40 Soluctdn mmarilla pija
4 dias 70.15 4.54 Solucién amarilla naranja
6 dlas 58,33 4.64 Solucidn amariila naranja

I°C = 60°C
VARIABLE VALORACTON | A APARIENCIA
DIAS

Inicie 99,505 4.12 Correcta

6 dios 98,23 4.3 Solucién clara

10 dfas 28,41 4,41 Solucién clara

20 dias 88,63 £.61 Solucifn amarilla clara
30 dfas B3.01 4.64 Solucién amarilla

60 dfas 70,15 4,92 Solucidn amarilla paja
90 dfas 65.20 4,82 Solucidn amarilla paja
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T°C = 45°C

VARLABLE VALCRACICN BT | APARTENCIA
DIAS
Iniciic 99,505 4.1z Solucién clara
15 dfas 85.92 4.32 Solucidn clara
30 dfas 94,56 4.4 Solucifn amarilla
60 dias 83,15 4,68 Solucién mmarilla clara
75 dias o1.35 4.87 Soluciém amarilla clara
80 dias 090.81 4,89 Solucidin amarilla
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2,= CONSTRUCCION DE LAS CURVAS DE LA CONCENTRACION

VS, TIEMPO
TEMPERATURA 30°C
Tiempo { dfas ) Concentracidn Log. Concentrucién
i 0 9%.505 1.9978
0. 1666 7.7 1.9899
s 0.3333 95.61 1,9805
" 0.5 90,6 1.9571
. 1 85.08 1,9449 :
1.1666 85,31 1.9310 i
1,3333 Bi.146 1.9250 o
1.5 80.62 1, 9064
2 80,01 . 1,903t ’
4 70.15 1.8360
fi 55.33 1.7659
TEMPERATURA  &0°C
a a9, 5045 1.9078
il 98,23 1.9922
10 34,81 1.9758
20 E8.63 1.9475
30 §3.01 1.9191
a0 70,15 1.B460

90 85,20 1.8142 |

43



TEMPERATURA 45°C

Tiempa [ dias }

L
75

Concentracién

99, 505
95,92
94,56
93,15
91,30
90,41

Log. Cancentracifn

1.9978
1.9419
1.9757
1.9681
1, 9607
1.9381
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.~ DETERMINACION DEL CRDEN DE REACCION

Aplicando el anélisis de repgresién a los datos abtenl-
dos ¥ constderande ol coeficiente de correlaclén para-
care y primer orden se determina por cemparacifn del -
misma gque la descomposicldm del producto corrvespende a

une cinftica de primer orden.

4.- CALCULO DE LAS CONSTANTES DE VELOCIDAD PARA PRIMER ORDEN

TEMIMERATURN 90°C

Coeficionte de correlacidn - 0,985
Pendiente - 0.03676
Intercepto en b 1.0826

Constante de velecidad K = 0.0846T
TEMPEHATURA &0°C
Cocficiente de correlaclén = - 0,0868
Pendiente = -2.1777 x 1073
Intercepte en b = 1,948
Constante de wvelocidad K = 5.0152 % 10” 3
TEMPERATURA 457 C
Cocficiente de correlacién E - 0.9642
Pendiente = -4.002 x10”4
Intercepto en b = 1.9918
-4
= 9.2174 X 10

Constante de veolocidad K



CALCULOS DE LAS COMSTANTES DE VELOCIDAD PARA CERD ORDEN

TEMPERATURA B0°C

Coeficlente de correlacién
Pendiente
Intercepto cn b

TERMPERATURA 60°C
Coeficiente de correlacidn
Pendicnte

Intercepto en b
TEMPERATURA 45°C
Cocficiente de correlacidn

Pendiente
Intercepto en b

-0,9661
~6.4375
84,8907

=0.5792
-0.4052
98,1538

~0.0605
-0.0871
58,1405



§.- CONSTRUCCION DE LA CURVA DE ARREHENIUS

% ¥
T (*C) K T(°K) 1T (°K) log K
80°C 0.08467 6315 275 x W02 - Lm2
60°C 5.0152 x 1070 335,05 3.00 = 1070 - 2,2097
45°C 9.2174 x 107 318,15 314 x 0°7* ~ 3.0353
Coeficicnte de correlacibn = — 0,009%
= =5019,07

Fendiente

G, CALCULD DE LA ENERGIA DE ACTIVACION

m = = 518,07
Ea i = {m} (2.303) (1.987) cal/mol
Ea - 22967.60 calfml; 21,967 Heal/mol

7eo- EXTRAPOLACION DE LA CURVA DE ARRHENIUS Y CALCULO DE LA FECHA
E CADUCIDADR,

{25°C) = Log Kk ({358°C) = J,09606
¢ (25°C) = B,0056 X 107 °

tgg = 0.105 ~——¢ = 1311.58 dfas ; 3.64 afos
g.0056 X LO



CodciUSIONES |
f

Lz presentacién anterior de PANTOBARICA, solucibn inyectable, - I
mostraba al cabo de wn afc cristales blamcos gque con el tiempo-

cambiaban de color debide a una oxidacién.

PANTOBARICA liefilizade cn basze al estudic acnic}adn de eseabi-
lidad ¥ en base al eriteric de arrhenius presenta una fecha de-
caducidad de 3.64 sdes a 25°C, ademds se mejora Ia aparieacia -
dol producto considerablemente al no estar en contacta can el -

vehfculo hasta el momento de emplearss.
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