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1. INTRODUCCION.

Los avances logrados en la investlgacidén referente a la elaboracion y
administracién de medicamentos as! como los aspectos farmacoclinétlicos de
los mismos, han hecho posible la producciéon de medicamentos de alta
segurldad. El control de calidad de los mismos ha sldo posible medlante el
desarrollo de métodos analitlcos y técnicas instrumentales cada vez mas
confliables y adecuadas.

Dada la complejidad de las diferentes formas farmacéuticas, ha slido
necesario determinar el grado de confliabllidad de los métedos analliticos
utillzados en el control de calldad de los medicamentos, para que los
resultados obtenldos sean Indicativos reales de las caracteristicas de los
mismos. Es por esto que se ha visto la necesidad de Incluir el proceso de
validacién de métodos analiticos dentro del esquema total de aseguramiento
de calidad de un producto farmacéutico,

En un polifdrmace la validacién de sus métodos de andllsis es aun mas
compleja que en un menoférmace. Con esta asegurames que los resultados
cbtenidos al valerar los farmacos de la formulacién correspondan a lo que
realmente tliene la tableta de cada uno de elios.

El medicamento que se estudié en ¢l desarrollo de este trabajo es un
dlurético que contiene furosemida y clorhidrato de amilorida en forma
farmacéutica tabletas.

Aparecen reportados en la literatura, varios métodos de anAlislis para
cuanti.ﬂcar los farmacos antes mencionados, entre los cuales se encuentran
métodos volumétricos, espectrofotométricos y cromatografices (11, IV, IX y

Xvl).



Se eliglé usar nétodos espectrofotométricos porque se adaptan al
equipo con que cuenta la empresa y ademas ofrecen una especificidad
éptima.

Una vez establecido el mélodo de andllsis se procedié a vallidarlo
estadisticamente, lo que 1implict determlnar los slgulentes pardmetros:
linealldad, precisién, exactitud, especificidad y estabilidad de la
muestra.

Los resultados mostraron que el métode es confiable y aplicable al

control de calidad del producto estudiado.
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2. OBJETIVO.

Desarrollar un método analitico que permita la cuantificacién de

furosemida y clorhlidrato de amilorida en tabletas.

Validar el método analitlco empleadec para la determinacién de los

principios activos presentes en tabletas.

3. HIPOTESIS.

El nmétodo espectrofotométrice para el analisis de furocsemlda y
clorhidrato de amllorida cumple satlsfactoriamente con los puntos
comprendidos en la validacién y por tanto este puede ser utilizado para el

analisls cuantitative del producto terminade.



4. GENERALIDADES.

4.1. DIURETICOS.

Los diuréticos son farmacos que se emplean para aumentar el volumen
de orina; su aplicacién médica princlpal es para suprimir un exceso de
liquldo extracelular (edema) en estado patoldgico. Algunes diuréticos
tienen usos adicionales. Disminuyen 1la presién arterial en la
hipertensién, disminuyen el volumen de orina en la dlabetes insipida,

Ein términos simples, la formacién de la orina a partir de la sangre
consiste en la filtraclén glomerular, la reabsorciédn selectiva por los
tubos y la secrecion. A medida que el filtrado glomerular pasa por los
tibulos, las sustanclas esenclales para la sangre y los tejldos, agua,
glucosa, sales y aminoédcidos, son reabsorbidas. Otras sustanclas presentes
en el filtrado glomerular, comc la urea, no son tan facilmente absorbldas
por les tubules. Asi, se consldera que en el tubulo renal exlste un
mecanismo especifico para el transporte de «cada especie i6nlca.

La mayoria de los diuréticos bloquean la reabsorciétn de sodio y/o
e¢lorurc en los tubuloes renales, lo que causa natrliuresis y diuresis, pero
el o los mecanismos por los cuales se produce el bloqueo, asi come el
sitio de acclén varia, pudiendo actuar sobre el tubulo proximal, el asa de
Henle, el tubulo distal, los tubulos colectores o cualquier combinacién de
estos sitlos,

ia administracién concurrente de diuréticos y otros farmacos provoca
algunas de las interacciones entre farmacos que Se encuentran con mayor

frecuencia. Un ejemplo comun es la prescripcion de un glucésido cardiaco
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junto con un diurético; la hipokalemia . induzidg poriesLe ultizo poiencia
1a. cardiotoxicidad del glucdsido. Esta ln"-rai:c‘xén adversa puede “ser.
reduclda aumentando la ingesta de potasio (supiementos de pbtasio..dieté

diuréticos que conservan el potasio) o adminicirando el diurético ':n,t;ol‘mh

intermitente (permite que los mecanismes bcmgqstéi;co

. tfelr

desequillbrio}. Otro ejemple incluye la pérdida dei:éont(b ‘aiﬁcérien

sangre en los paclentes diabsticos que reciben tla“zll’da_‘s.;'f_‘\_;'rclSsé‘m‘!da 6
acide etacrinico. ' 7; e
Los agentes dluréticos pueden ser divididos en dos gripos

1) diuréticos osméticos ¥

2) diuréticos inhibidores de los tuibulos renales
Se incluye un tercer grupo., el de los agentes renales dlversos, donde se
coloca el probenecid, un agente gque si blen no egs un diurético inhibe la
reabsorclén de acido Urlco por los tiubulos renales y bloquea la excrecion
renal de numereosas sustanclas. (Figura 1 y 2}./V1 y VIIL1).

En la clasiflicaciéon dada no se anexa = los diuréticos mercuriales
organicos, esto es porque los farmacos que se han introducido en las tres
ultimas décadas son efectives por via oral y sigunos también lo son cuando
hay gran disminuciéon del flujo sanguineo renal y del indice de filtracién,

atributos gue no poseen los mercuriales. En consecuencia, estos dlitimos

han desaparecido casl totalmente de la practica clinica (X).
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Figura 1. Clasiflicaclién de diuréticos {X).
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4.2. MONOGRAFIAS.
4.2.1. FUROGSEMIDA.

Furosemida. Actdo 4-cloro-N-furfuril-S-sulfamelilantranilico;
C1zH1iC1M2055: peso molecular 330.77 . La férmyla estructural puede ser

representada de la sigulente manera:

COCR
2]

NH - CHa - 7
0

HaNSO2

Cl

DESCRIPCION. Polve cristallno blanco a levemente amarillo, inodoro y

practicamente insipldoe. (1),
CONSTANTE DE DISOCIACION {11I). pka 3.9

SOLUBILIDAD. Précticamente insoluble en agua. Soluble en acetona,
metanol, dimetllformamida y en soluclones acuosas superlores a pH 8 .
Menos soluble en etanol, poco seluble en éter y muy poro soluble en

cloroformo, {111}).



IDENTIFICACION.

Punto de fusién: 206°C con descomposiclén.

Espectrofotometria ultravioleta: en soluclén de hldréxido de sodie
0.1 N (normal) presenta 3 méximos de absorcién en las sigulentes

longlitudes de onda (111):

226 nm (¥ = 1147
ica

273 mm (£ = s57)
lca

336 nm (¥ = 13
lcm

y en alcohol etillco al 95 % {II1):

228 mn (¥ = 9as)
ica

276 nm (* = s588)
icn

336 nm (¥ = 142)
lca

Espectroscopia Infrarroja: los picos princlpales se presentan en las

frecuenclias: 1143, 1241, 1323, 1561, 1590 y 1669 em t, (111). {Figura 3).

g

z

E

s

TRAMAGTTANGE VEACEN)

3

SRRy
57— FURQSERDE i
1 i ? 4

Figura 3. Espettro infrarrojo de furosemida.
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METODOS DE ANALISIS.

a) Analisis espectrofotométricos.

-~ Espectrofotometria ultravioleta., la furcsemida puede ser
cuantificada por comparacién de las absorbancias de la muestra en
hidréxido de sodio 0.1 N a 271 nm con la obtenida de una sustancia de
referencia (S.Ref.) en hidréxido de sodio 0.1 N , de concentracién

conocida, a la misma longitud de onda. {I1).

- Espectrofotometria visible. Mediante el desarrollo de color
producido por el producte de condensacién de floroglucinel con el
furfuraldehido formado por la hidréllsis acida de la furosemida se puede

cuantificar este principlic activo. (XVI).

b) Titulacién acldo - base. Neutralizacién del acldo presente en la
molécula con hldréxido de sodla 0.1 N . Se utiliza como disolvente

dimetilformamida y como indicador azul de bromotimol.(IV).

ESTABILIDAD. La furosemida (A) es Inestable en medio 4acido y estable
en nedio alcalino. En condlciones 4Acldas se hidrollza formando el &cido
4-cloro-5-sulfamoilantranilico (B) y aleohol furfurilice (C). En solucién
de hidréxide de sodio en presencia de peréxido de hidrégeno o luz, se
obtiene el #ecido A-cloro-S-suifeoantranilice (D). De igual manera, el
4clido 4-cloro-5-sulfamoilantrantllco en presencia de peréxldo de hldrégenc

forma el compuesto antes mencionade. (Fligura 4). (XVIII y XIX).
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MECANISMO DE ACCION. Inhibe la resorcién de sodio ¥ ¢loruro-en . la

porcién proximal del asa ascendente de Henle. (VIII)

ABSORCION, DISTRIBUCION Y EXCRECION. Se absorbe facilmente del tracto
gastrointestinal y se une fuertemente a las proteinas plasmiticas, Su
excreciéon urinaria se efectia principalmente por secrecién tubular
proximal, pero casl un tercio del farmaco puede excretarse por las heces,

y una pequefia fracclén se metaboliza por desdoblamiento de la cadena

lateral. (X).
CooH COOH
NH-CHz o u, He0 NHz 0
| 1 ——— + Il ]
HaN-S02 JiaN-S02 HO-CHa
c1 €1
(A} (B) (C)
l NaOH, He02
HOaS COOH
NaOH,_Hz0z
NeOH, Luz cl N2
(D)

Figura 4. Productos de degradacién de furosemida,
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USOS. Diurético, Esta indicada para el tratamiento del edema asoclado
con insuficlencla cardiaca congestliva, cirrosis hepatica y enfermedad
renal, incluyendo el sindrome nefrbtico., Estd particularmente Indicada
cuande se necesita un potenclal dlurético mayor que el obtenido cuando se
emplean los diuréticos comunes. Tamblén es Utll en el manejo de clertos

pacientes con hipertension.

INTERACCION CON OTROS FARMACOS. Aumenta la toxicidad del litle, de la
digital y de la teofllina. Disminuye la respuesta arterial de la
norepinefrina, antagoniza el efecto relajante sobre el musculo esquelético
de la tubocumarina y puede potenclar la aceclén de 1a succinilcolina, La
administraclén concomitante de la indometazina puede reducir el efecto
natriurético y antihipertensivo de la furosemida. Este efecto tamblén
puede ocurrir con otros farmacos antiinflamatorios no esteroides como el
ibuprofenc y el naproxeno. La metolazona actia en forma sinérglca con la
furosemida estimuluando una profunda dluresls en pacientes reslstentes a

esta udltima,

CONTRAINDICACIONES. Est4 contraindicada en anurla, coma hepltlico y en
paclentes con sensibllidad conocida al féarmaco. Ademds en mujeres con

posibilidades de embarazo.

EFECTOS ADVERSOS. Reduccién del flujo sanguineo renal, cerebral y
cardiaco, pérdida de potasic que provoca anormalidades cardiacas y
neuromusculares, elevaclon de los nlveles sanguineos de &cldo urico y
glucosa, reacclones alérgicas, con poca frecuencia dermatitis exfoliativa,

prurito y dlscraslas sanguineas (irombocitopenla y leucopenia). También

13



pueden presentarse parestesla, vislén borrosa, hipotensién postural,
nauseas, vémitos o dlarrea. Ademds se han observado casos de sordera y

tintlneo reversibles.
DOSIS. Adultos, oral 20 a 80 mg diarios; usual, 40 a 80 mg una vez

por dia; intramuscular o intravenosa, 20 a 40 mg, luego de por le menos 1

" hora aumentar en 20 mg para obtener el efecto deseado. (VI).

4.2,2. CLORHIDRATO DE AMILORIDA.
Clorhidrato de amilorida. Clorhidrato dihidratado de
3,5-diamino-N-(diaminometilen)-6-cloro-pirazinacarboxamida; CeHeCIN70 HCl

2H20 : pese molecular 302.12 . La férmula estructural puede ser

representada de ia sigulente forma:

N\ CN = CNHz2
| + HCl - 2H20
Y/
HaN NHa

DESCRIPCION. Polvo cristalino amarillc o amarille verdosoe, inodore,

(1.

14



CONSTANTE DE DISDCIACION (111). pka 8.7

SOLUBILIDAD, Practlcamente 1Insoluble en acetona, cloroforme,
eter etilico, acetato de etilo; muy ligeramente soluble en alcohol
etilico; ligeramente soluble en isopropanol y agua; escasamente soluble en
metanol y llbremente soluble en dimetllsulféxldo. Soluble en soluclones

acuosas con pH acido.

IDENTIFICACION.

Punto de fuslén. Del compuesto anhidro es 293,5°C con descomposiclén,
y dihidratado es aproximadamente de 288°C con descomposicién.

Espectrofotometria ultravioleta. En  solucitén de &acldo clorhidrico

0.1 N presenta 2 maximos de absorclén en las sigulentes longitudes de

onda {I11):

284 nm (£'* = 639)
iem

362 nn (E* = 699]
lem

Espectroscopia infrarroja. Los plcos principales se presentan en las
sigulentes frecuencias: 1235, 1515, 1538, 1587, 1639 y 1685 cm'l. (111).
(Figura S).

METODOS DE ANALISIS.
a) AnAllsis espectrofotométrico.

- Espectrofotometria ultravioleta. El1 clorhldrato de

15
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Flgur# 5. Espectro infrarrojo de clorhidrato de amilorida.

amilorida puede ser cuantificado por comparacién de las absorbancias de la
myestra en dcldo clerhidrice 0.1 N a 350 nm con la obtenlida. de una
sustancia de referencia en el mismo medio, de concentracién conocida y a

la misma longitud de onda. (IX).

- Extracciéon liquido - liquido con espectrofotometria
ultravioleta. Una solucién acuosa alcallna de clorhidrato de amlq:l(;;rlda se
extrae con fosfato de tributilo, La amilorida se eéncuentra en l1a fase
orginica mientras que las impurezas se locallzan en la fase acuosa. La
base 1ibre es determinada por espectrofotometria ultravioleta a 363 nm.

(11).

b) Titulacién no acuosa. Determlnacién del compuesto con &cldo
perclérico wutfllizando 4cldo acético glacial, 1,4~dloxano, acetato

mercirico y como Indicador cristal vieleta. (IV).



c) Cromatografia de ligquldos de alta resolucién. Se utiliza fase
reversa empleando como fase méblil una soluclén ai 85 ¥ de hexano sulfonato
de sodlo 0.01 M en acetonitrilo. la velocidad de flujo es de 2.0 ml/min, y

se detecta por espectrofotometria ultravioleta a 280 nm. (IX).

ESTABILIDAD. En estado sélido, el compuesto es estable a temperatura
ambiente. Expuesto a 100°C por una semana y ausencia de humedad excesiva,
no sufre degradacién. Solamente una exposiclion prolongada (> 1 semana) a
una humedad muy alta (humedad relativa > 90%) y una temperatura mayor que
60°C produce degradaclén.

En soluciones acuosas a temperatura amblente es estable.

En un estudio de establlidad de clorhlidrato de amilorida (A) en
soluclones acucsas a temperaturas elevadas y a varios niveles de pH se
identificaron tres productos de degradacién (Flgura 6). A pH < 1 domina el
compuesto B , a pH cercano a 5 estAn presentes los compuestos C y D y en

soluciones alcalinas (pH > 13) predomina el compuesto D . (IX).

MECANISMO DE ACCION. Inhibe la resorclién de sodlo y la excrecion de

potasio por acclién directa en el tubo distal. (VIII).

ABSORCION, DISTRIBUCION Y HMETABOLISMO. Después de la administracién
oral, el 15 al 26% de la droga se absorbe en el tracto gastrointestinal.
Cuando se administra por via parenteral, la amilorlda se excreta casl
totalmente por 1la orlna. El producte urinarie parece ser ldéntleco al
compuesto original, pero anailogos estrechamente relacionados pueden

hacerse farmacolégicamente activos por conversién a amilorida. Después de

17



1a adminlstracién oral, la acclén de la amilorida sobre el rifidn llega al

maxlmo en aproximadamente & horas y generalmente cesa en 24 horas. (X).

USOS. La amllorida es un fArmaco que conserva el potaslio, con

o NHz
1 N = CNHz
PR X />< NH2
(8)
0 2 ‘
y 'l |
ct CN = CNHa2 pH 1-5
: X
HaN N/ NHz HoN
(a) (c)
0 )
il
pH>13 1 /" co” W c1 N\ CoH
OH HaN X iz HaN Va NHz
N N
m

Figura 6. Productos de degradacién de clorhlidrato de amilorida,
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actividad natriurética, diurética y antihipertensiva. Esta aprobada solo
para el uso concurrente con otros agentes diuréticos del grupo tiazida u
otros dluréticos saluréticos en el manejo de la insuficlencia cardiaca
congestiva o hilpertension. Se emplea para restablecer los nlveles sérlcos
normales de potasio en paclentes con hlpokalemia y en aquellos para los

cuales la hipokalemia, si se desarrollara, significaria un riesgo grave.

COMTRAINDICACIONES. La amilorida estd contraindlcada en paclientes con
hiperkalemia © en aquelleos que toman suplementos de potasio u otros
farmacos que conservan el potasio. Debe ser usada con precaucién en

paclentes con dlabetes o alteracién de la funcién renal. (VI).

EFECTOS ADVERSOS, Incluyen cefalea, npauseas, anorexia, diarrea y
vémltos (3 a 8%). Otros efectos adversos se observan con menos frecuencia
cono: mareos, dolor abdominal, constipacién, deblilidad, calambres
musculares, disminucidén de la liblido, tos e impotencia. Deben controlarse

los niveles sérices de potasio.

DOSIS. De S a 10 mg por dia, si la hipokalemia persiste con 10 mg/kg,

la dosls puede aumentarse a 15 y luego a 20 mg por dia. (V1).

19



4.3. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION.

La espectroscopia de absorcién es indudablemente, una de las técnlcas
analitlicas que ofrece varias ventajas en la scluclén de muchos problemas.
Estas ventajas incluyen rapidez, sencillez, especificidad y sensibilidad,

En la mayor parte de los analisis espectrofotoméiricos cuantitativos
se emplean medldas realizadas en las regiones ultravicleta (Uv) y visible
(V) del espectro electromagnético. El requerimiento basico que el
compuestc a ensayar, o su derlvado debe tener, es una absorcibébn de
suflclente intensidad para tener utilidad en analisis. Es necesario que la
muestra no esté contaminada con sustanclas capaces de interferir debido a

su propla absorcién.

Una forma de superar la interferencla espectral consiste en provocar
un desplazamiento del espectro de absorclén del compueste que se ensaya
hacia una zona de longltud de onda libre de bandas Interferentes. Algunas
veces esSto se logra con una elevacidén o descenso del pH del medlo. Otra
forma es por conversién en un derivado; el camblo estructural originara,
generalmente, uno espectral. A partir de esta base se han desarrolladeo
muchos andlisis. Se suele plantear el andlisis de manera que se produzca
absorcion en la regléon visible, convirtiéndose entonces el compueste de
una sustancia lincolora a un derivado fuertemente coloreado, por lo que se
aplican a 1la solucidon coloreada los principios usuales del andlisis

espectrofetométrico y por tanto, se denominard anilisis colorimétrico,
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4.4, VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

El término “"valldacién" se puede deflnir come la determinacién del
grado de validez de un Proceso de Medlciédn. Esto sugiere una actividad que
toma lugar después que el proceso de medicién ha sido desarrellade. Por
tanto, se define validaclén de un mélodo analftlco como el proceso por el
cual queda establecido, por estudios experimentales y estadisticos, que la
capacidad del método satisface los requlsitos para la aplicalén analitlica
descada. La capacidad se expresa en este caso en términos de productos
analiticos.

El criterio para validar métodos analiticos, no se ha hecho oficial
en nuestro pails, no es uniforme y la [{(nformacién de 1lteratura
especializada es muy variada. El selecclonar cuales serdn los puntos para
validar un método, depende generalmente de las neccesidades de cada
laboratorio, de la aplicacién que tenga el método, de los requerimlentos
oficiales y algunas veces del criterio de la persona que la realiza.

Es impertante sefialar que desde el punto de vista de la validaclén se
manejan de manera independiente las caracteristicas del sistema y del
método. ElI sistema involucra todas las varliables que puedan afectar los
resultados provenientes del equipe, reactivos y manipulaclién del principle
activo. E! método sélo fnvolucra la manipulaclén quimica & fislica de la
muestra y por lo tante las varlables que se presentan en los resultados
dependeran tnicamente del tratamiento de la misma y las interacclones que
presente el compuesto que se valora con otras sustancias presentes en la
muestra.

Los parametros comunmente utilizados en la validacién de métodos

analiticos son los sigulentes:
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A} ESPECTFICIDAD.

Un métode analitice es especifico para un compuesto en particular
solo si la respuesta medida se debe a dicho compuesto y no a otros

contenides en la muestra. Las posibles Interferenclas pueden ser:

1) Compuestos que estan siempre presentes (excipientes, otros
activos o sustancias semejantes al activo).
2) Compuestos que se encuentran ocasionalmente (productos de
_degradac ién).
3) Compuestos que no Se encuentran con frecuencla (productos de

degradacién obtenidos en condicliones extremas).

Es necesarle confirmar que el método desarrollado sea capaz de
separar y cuantificar l!a sustancia de Interés Independientemente de
cualquier Interferencia presente.

De no ser asi, se tendrd que optimizar el método & desarrollar oiro.

Se procede de la siguiente manera:

- Se prueba el método propuesto con el activo, placebo. y
formulacién completa para asegurarse que no haya interferencia.

- En caso de contar con los posibles productos de degradaclén,
se preparan muestras de estos con placebo y la sustancia de interés y se
analizan con el método propuesto. En caso contrarlo se someteréan las
muestras en condiciones de degradacién extrema para conccer la

interferencia de estos.
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EVALUACION

Ho ¢ No hay interferencla de exclpientes.

Hi @ Hay interferencia de exclplentes.

Criterio:

La respuesta obtenida con la formulaclén completa serd igual a la
obtenlda con el principio activo sin que interflera el placebo y productos

de degradacléon del farmaco para aceptar Ho.

B) LINEALIDAD DEL SISTEMA,

Se deflne como la relacidén que se establece medlante una recta entre
una propledad fisica, quimlca o bloléglca medida con la cantidad del
farmaco presente. Indlica que la respuesta obtenida es proporcional a la

cencentracion.

Se efectla mediante la reallzacién de an&lisis repetitives de 1la
de la sustancla de lInterés, a diferentes concentraclones selecclonando
como el 100 % el valor esperado.

Se reallza la representaclén grafica de la curva (respuesta contra

copcentracién), se evalla la correlaclén lineal entre los datos y la
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EVALUACION DE LINEALIDAD,

Se realiza mediante wun analisis probabilistico : de varlrya.nzav
estableclendo las sigulentes hipétesis:
Ho : Hay linealldad.
H: : No hay linealtdad.
y de acuerdo a la tabla que a continuaclén se presenta.
TABLA DE ANADEVA
Fuente de CGrados de Suma de Medla de F
variacién. libertad. cuadrados. cuadradaos. calculada
(Fv) (GL) (sC) (MC) (F)
2
Regresién (r) 1 Boly + B1}XY ~ 820 Mr= L8
n GLr
Fi= MCr
Her
Error de re- 2 _ SCer
grestén (er) n-2 Iv"- (Boly * Bilxy) MCer= Gler
Falta de . Stfa
ajuste (fa) (n-2)~(r-1)c SCer-SCep MCfa= Clfa et
Fo= —oxtB
MCep
2
Error Puro - 2_ Yyl . SCep
(ep) (r-1)e g - HCep CLep
Total corre- 2
gido por la n-1 )}lz—- L‘)jkl
media (TCM)
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2 [ntpe-torol®

: =[n(pzz)-()}c)z]{n(mz)-(mz]

Donde: ¢ = tratamientos; r = replicaclones; n = numero de datos

_Bo = ordenada al origen; B1 = pendiente; r’= coeficlente de

correlaclén.

flegla de decisién para linealidad:

Si F1 > F tebrlas no se rechaza Ho y por tante hay linealidad en el

sistema de medicion.

GL _numerador
F tabtos (0.05, oy ominador

Regla de decisién para falta de ajuste:

S1 F2 < F tavlas no hay falta de ajuste.
S1 F2 > F tablas hay falta de ajuste o un error puro muy pequefio, ¥y
para ello hay que evaluar con r? (deber4d ser muy cercano a 1 para

considerar que nho hay falta de ajuste).

EVALUACION DE LA ORDENADA AL CRIGEN.

Se efect(a mediante el modelo probabilistico "t" planteando las
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hipétesis sigulentes:

Ho : Bo =0

Hi : Bo £ 0

y considerando las férmulas presentes a contlnuacién.

t ealculads = Bo_- pe
S
Bo
g2
Sp,= Iior (5 v — X'
B -

Donde: po = valor teérico de Bo (0); SBo

Regla de decisién:

= desviaclién estandar de Bo.

S1 |t calculada] < L tablas {n-2, 0,975) no se rechaza Ho y podemos

conslderar que el sistema de medicidén no tiene error constante, por tanto

se tiene una Bo = 0 .

C) PRECISTION DEL SISTEMA. ‘

Se realizan un minimo de 8 soluciones de la sustanclia de
100 % del nivel normai del procedimiento.

Se evalua con la desviacién estandar relativa {DER}.

interés al
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EVALUACION.

He : El sistema es preciso.

H1 : El sistema no es preciso.

Sx_ -

X 100

Donde: Sx = desviacién estandar; X = media de la serie de datos.

Criterlo:

Si DER < 1.5%4 no se rechaza Ho y por tanto hay precisitn en el

sistema de medicién.

D) LINFALIDAD DEL METODO.

Se define come la relacién que se establece mediante una recta, entre
una propledad medible (cantidad de farmace recuperado) y el valor real de
1a propledad {cantidad de farmaco adiclonado).

Se realiza por ehsayes de placebos adlclonados de cantidades
conocidas de la sustancia de interés, correspondientes a cuando menos §
concentraciones alrededor del valor tedérico que se va a analizar.

los datos obtenidos en el ensayo se reportan: en el ejle de las
abscisas la cantldad adicionada al placebo y la cantidad recuperada en las
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ordenadas.
Se evalia la correlacién lineal, la ordenada al origen y la pendiente.
EVALUACION DE LINEALIDAD.

Se efectua mediante un andlisls de varianza planteando las siguientes

hipbdtesis:

Ho : Hay linealidad.

Hi : No hay linealidad.

Se elabora la tabla de Anadeva de la misma forma que para linealidad

del sistema.
Regla de decisién para linealidad:
Si F1 > F tablos no se rechaza He y por lo tanto hay linealidad del
" método de medicién.
Regla de declsién para la falta de ajuste:
Si F2 < F tablas No hay falta de ajuste.

Si F2 > F tablas hay falta de ajuste o el error puro es muy pequefio

2
(evaluar con r’).
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EVALUACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN.

Se evalia de la misma manera que para lineallidad del sistema.

EVALUACION DE LA PENDIENTE.

Se realiza mediante el modelo probabllistico "t* de. Student

estableciendo las sigulentes hipétesis:

Ho : /M=

H Bl‘-}l

y considerando las formulas sigulentes:

t calculada = Bz
S
81
5;31": [ MCer 2)1/2
2
pe- 25

Donde: w1 = valor teérico de g1 (1) S

0 = desviaclién estandar de f1.

Regla de decisién:

St |t ecalculadaj ¢ t tablas (n-2, 0.875) no se rechaza He, se
considera que el método de mediclédn no tlene error consistente y que posee

una Bi1=1 .

29



E) _EXACTITUD DEL. METODO.

La exactidud generalmente se reflere a la diferencla entre la media
(i) de una serle de resultados y el valof X , el cual se acepta como el
valor real de la cantidad medida. Conoclendo el valor real (X) se puede
conocer con certeza la exactidud del método y esto se logra adiclonando
cantidades conocidas del compuesto por evaluar a placebos del producto.
Como cada método analitico es apllcable a un rango especifice de
concentracko-nes. la exactitud del método podria varlar dependliendo de esta
concentracién, por lo tanto es aconsejable hacer n ensayos de placebos
adiclonados de cuando menos 3 concentraclones diferentes que incluyan
valores por arriba y por abajo de la concentracién considerada como el
100% . Si la medla y los limltes de conflanza dan valores poce confiables
se pueden hacer 2 ensayos mas. Si la inexactitud persiste, el método no es

confiable.

EVALUACION,

Se lleva a cabo por medio del modelo probabilistico "t" planteando

tas sigulentes hipétesis:

Ho ¢ M = 100%

Hi: M4 100%

y empleando la relaclén que a contlinuacién se presenta.
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XM
Sx/(l’\)ll2

L calculads =

Donde: M = % de recobro tesérice {100%).
Regla de decision:

S1 |t ceicuteda| ¢ L tavlas (n-1, 0.975) no se rechaza Ho y por tanto

el método de mediclén tiene una exactitud con un 100% .

INTERVALO DE CONFIANZA DEL % RECUPERADO (IC).

Sx

(n)'’2

IC = X ¢ t(n-1, 0.975)( )

F)} PRECISION DEL, METODO.

Es una medida del grade de conhcordancla relativa entre medlclones
repetidas independientes, de una misma propledad bajo las mismas
condiciones (repetibilidad) o’y bajo diferentes condicieones
(reproducibilidad).

El método se realiza con diferentes analistas y en diferentes dias
guardando una relaciéna analistasdia.

Se evalua reproducibilidad, repetibilidad y precisién mediante el

andlisls de varianza conslderando la siguiente tabla:
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TABLA DE ANADEVA

v LGL sC M F
| DU SCa i MO
Jk 1k CLa = MCo
pia (D) 22N R 4 T sCo Foe D
RPN P k Jk GLp MCE
D)
2
Error (E) (x-1)1] | Vi - YLl SCe
k GLe -
Ex(13)

Donde:k = replicaclones; | = analista; J = dia,

EVALUACION DE REPRODUCIBILIDAD

Regla de decisién:

Ho

Hi

Hay reproducibilidad

No hay reproducibilidad

Si F1 < F tablas , el método es reproducible.




EVALUACION DE REPETIBILIDAD

Ho : Hay . repetibilidad

Hi : No hay repetibilidad

Regla de decisién:

Si Fz < F tabias , -2l método es repetible.

EVALUACION DE PRECISION

Ho : El método es preciso.

H o El método no es preclso.

Regla de decisiodn:

Sl el método de medicidén es reproducible y repetible, no se rechaza

Ho y por lo tante se considera que el método es preciso,

G) ESTABILIDAD DE LA MUESTRA,

La determinacién de la establlidad de la muestra se efectia para

proporcionar una mayor confiabilidad en los resultados obtenidos después

de un determinado tlempo de haber preparado las muestras, esto es, el

tener 1la certeza de que las muestras preparédas no sufriran

descomposicién antes de que sean cuantificadas.
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Se almacenan muestras, previamente analizadas, en diferentes
condlciones por ejemplo: temperatura ambiente, refrigeracién, obscuridad,

luz blanca, etcétera.

Se reanalizan en el tiempo especificade dependiendc del criterio del
analista.
Se evalia utllizando €] modelo probabilistico “t" de Dunnett.

EVALUACION.

Se efectua considerande las sigulentes férmulas:

to = . -210?/2
[MCe(5)1
r
MCe = SCe _ _SCe

¢ T GLe T tlr-1)

2
sce = IyTYigK® - DZY_;..L

Donde: to = “t" de Dunnett; X' = media del valor de todas las

solucliones; t = nimero de tratamientos; r = numero de replicaciones.

Regla de decisién:

Si |LD calculnda] < tp tablas la muestra es estable.
Si |to calculada| > tD tablaz la muestra es inestable.
to tavlas (Cle, m, 0.95)
Donde: m = nGmero de comparaciones a realizar con el tratamiento
control.
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S. PARTE EXPERIMENTAL.

En este estudio se analizaron tabletas comerciales que contienen

furosemida y clorhidrato de amilorida, de acuerdo a la sligulente férmula:

FORMULA:

Clorhidrato de amilorida 4. 00 mg.
Furosemida 40.00 mg.
Exciplente, c.b.p. 1 tableta.

No se estudlé la aplicabilidad del método en estudios de
estabilidad.

El analisls de ambos principlos activos se realizé mediante
espectrofotometria visible (segun las referencias Il y XVI).

La valldacion del método analitico para este producto consistié en

detersinar los sigulentes puntos:

ESPECIFICIDAD. Se ecfectio mediante un barrido espectrofotométrico
utilizando muestras de placebo (exciplentes y furosemida ¢ clorhidrato de
amilorida}, estandares de referencla de cada farmaco y la formulacién

completa, tratados de la misma manera.

LINEALIDAD DEL SISTEMA. Se llevé a cabo medlante la realizacién det
andlisis por triplicado de diferentes scluciones estéandar y en

concentraciones de 80, 90, 100, 110 y 120 % conslderando como el 100 % el
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7 valo!; esperado, Esta determinacion se rea"llzé r:on mut_strasalas que s;:
les caléu!o el por clento de -humedad (perdlcj.n';;c‘xf""sék:ééo)';' ,‘b’nrajda
furosemida se efectus a 100°C  hasta’ peso Vc’-‘dyﬁstamemy S para’ eJ‘
clorhjdrate de anilorida a 100°C a pese cor;sl‘ﬁrnt.e” y\'co}l ur.la.‘*prgs]bn 'de

aproximadamente 5 torr.

PRECISION DEL SISTEMA. Se reallzé con 10 muestras partiendo de una
solucién patrdn y tenlendo una concentracién al 100 % del nivel normal del

procedimlento.

2
LINEALIDAD DEL METODD. Se trabajé con muestras que conptenian
concentraclones de 80, 90, 100, 110 y 120 % , analizando cada una por
triplicado. En la cantidad: adiclonada se consideré el por clento de

humedad del farmaco.

EXACTITUD DEL METODO. Se manejaron 10 muestras diferentes teniendo

una concentraclon al 100 4 .

PRECISION DEL METODO. Se realizé con 2 anallstas y en 2 dias, es
decir se guardd una relacién analistasdla. Se trabajé con una

concentracién al 100 % .
ESTABILIDAD DE LA MUESTRA. Se mantuvieron 3 muestras, previamente

anallzadas, en refrigeracién, a temperatura ambiente en la obscuridad y a

temperatura ambiente con Juz blanca durante 3, 6 y 24 horas,
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$.1, REACTIVOS Y SOLUCIONES.
Para furosemida:

Etanol R.A.
Acido clorhidrico R.A.
Acldo acético glaclal R.A.

Scluclén de floroglucinel al 0.5 % en eta.pol. 7

Reactivo de color.
Mezclar 35 ml de 4cido acético glacial, 35 ml de &cido clorhidrico y

10 ml de solucién de floroglucinel al 0.5 % . Esta scluclén podra ser

utilizada después de 15 minutos a temperatura ambiente.

Para clorhidrato de amilorida:

Metanol R.A.
Ortofosfato de tributilo R.A. (tributil fosfato o fosfato de
tributilo).

Soluciln de hidrOxido de sodio 0.1 M
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5.2, METODO ANALITICO PARA FUROSEMIDA.

Soluclén de Referencia.

Pesar exactanmente alrededor de 50 mg de S.Ref. de furosemlda ¥
transferirla cuidadosamente a un malraz volumétrico de 200 ml, disolver y

llevar a volumen con etanol.

Solucibn de la muestra.

Pesar la cantidud de polve de tabletas equivalente a 50 mg de
furcsenida y colocarlos culdadosamente a un matraz voluméirico de 200 ml,
adiclonar 100 mi. de etanol y agitar por diez minutos. Aforar con etanol a
voltmen y homogenizar la solucién. Flltrar desechando los primeros

mililitros.

Procedimiento.

Transferir 1 ml de la solucién de referencia y de la muestira a dos
tubos de ensaye con tapén esmerilado respectivamente. A cada tubo
adicionar 4 ml de reactivo de color al mismo tlempo que se les coloca en
un bafio con agua a 37°C , tapar, mezclar y mantener los tubos en el bafio
.,dm'am.e 10 minutos, al término del tiempo indicado colocarlos en un bafio
con agua a temperatura amblente. Determinar las absorbancias de cada tubo
exactamente 13 minutos después de haber adiclonado el reactivoe de color,
utilizando una mezcla de 1 ml de etancl v 4 mi del reactivo como blanco, a
upa longjtud de onda de §58 nm . La concentracién de esta soluclén es de

50 pg/ml.
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5.3. METODO ANALITICO PARA CLORHIDRATO DE AMILORIDA.

SoluciOn de Referencla.

Pesar S0 mg de S.Ref. de clorhidrate de amilorida, pasar
culdadosamente a un matraz volumétrico de 250 ml, adlclonar 25 ml de
metanol R.A. y agitar durante 10 miputos, agregar 150 ml de solucién 0,1
M de hidréoxido de sodio y agltar durante 30 minutos, llevar al aforo con

la misma soluclén y mezclar.

Soluclén de la muestra.

Pesar no menos de 20 tabletas, ealcular su peso promedio, tLriturar
hasta polvo fino, pesar una porci6én de polvo equivalente a 50 mg de
clorhldrato de amilorida y tratarla de manera simllar a la preparacién de

la soluci6n de referencia. Filtrar desechando los primeros mililitros.

Procedimiento.

Inmediatamente después de preparadas las soluciones de referencia y
de la muestra, pasar por separado a dos tubos de centrifuga con tapén, 3
ml de cada solucién, agregar a cada tubo 10 ml de solucién de hidréxido de
sodio 0.1 M y 20 ml de fosfato de tributilo; apglitar vigorosamente por 2
min. y centrifugar durante 5 min. a alta velocidad. Pasar por separado, la
capa superior de cada tubo, a matraces volumétricos de 50 ml y repetir la
extraccion de la capa acuosa con 20 ml de fosfato de tributilo. Reunir los
extractos orgénicos en sus matraces respectlvos, llevar al afero con
fosfato de tributllo y mezclar. Determinar las absorbanclias de ambas
soluciones a la longitud de onda de maxima absorbaneia, a 363 nm,

empleando como blanco de ajuste fosfato de tributilo.
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S.4. RESULTADOS DE LA VALIDACION DE LOS METCDOS ANALITICOS.

ESPECIFICIDAD DEL _METODO.

Se determind la especiflicidad de]l método para conoecer la respuesta
espectrofotométrica a las longltudes de onda seleccionadas en la
valoraclén de la mezela de los dos activos. Se reallzd el espectro de
absorcion de la furosemida de 750 a 450 nm y para el clorhidrato de

anilorida de 450 a 225 nm.

EVALUACION

Para furosemlda:

Analizando la figura 7 se observa que en la longltud de onda de
mAxima absorclén (558 nm) no exlste interlerencia por parte del placebo
(excipientes y clorhidrato de amllorida), y ademas la muesira sigue el
mismo comportamiento que la sustancia de referencia

Para c¢lorhidrats de amilorida:

Anallzando la figura 8 se observa que en 1a Jongltud de onda de
maxima absorcién (363 nm) no existe interferencia par parte del placebo
{exciplentes y furosemida), ademads la muestra sigue el mnmismo

comportamiente que la sustancia de referencia.

Para ambos principios actlvos no se rechaza He y por consigulente el

método experimentado es especifico,
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—~o—O-0-  Muestra

—s—a—A-  Placebo

~m—a_&_  S.Ref. de Furosemida

Filgura 7. Espectro de absorcién de furosemida.
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—8—R.2. Muestra

-&—A-&— Placebo

-M.m-m. 5 Ref. de Clorhidrato de amilorida

. ._..—.-..._,i.‘. e

I

——xg

i

350‘ i

: bso|

Figura 8. Espectro de absorcién de clorhidrate de amilorida en

fosfato de tributilo.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA.

La sigulente tabla contlene

los resultades

espectrofotométricas en la prueba de linealldad.

de las lecturas

Concentracion final Absorbancia
(ug/ml)
Furosemida Clorhidrato de Furosem!ida Clorhidrato de
amilorida anilorida
40 4,80 0.460 0.313
40 4.80 0.459 0.311
40 4,80 0.457 0.310
45 §.40 0.516 0.355
45 5.40 0.517 0.353
a5 5.40 0.515 0.354
50 6.00 0.573 0.398
50 6.00 0.578 0.402
50 6.00 0.575 0.399
g6 6.48 0,840 0.425
56 6.48 0.842 0.427
56 6.48 0.544 0.427
60 7.20 0.691 0.478
60 7.20 0.688 0.481
60 7.20 0.693 0.478
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EVALUACTON DE LINEALIDAD

Anilisls de Varianza

Furozemlda Clorhidrato de
ami lorida
I: 1} D.0116 0.06%94
Bo ~-0.004 ~D. 0208
rf 0.9335 0.9981
r 0.8837 0,9980
Tabla de Anadeva para Furosemida
Fv cL sC n F
r 1 0.10486 0. 1048
s _g | 28770.8430
er 13 4,72 X 10 3.60 X 10
fa a 1.19 X 10°° 3.90 X 107°
. -5 - 1.12586
ep 10 3.53 X 10 3.53 X 10
TCH 14 0. 1046
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Tabla de Anadeva para Clorhldrato de amllorida

FV oL sC ¥ F
r 1 5.01 X 10 2 5.01 X 1072 .
. _s | 6770.8482
er 12 9.62 X 10 7.40 % 10
fa 3 7.22 X 107° 2.40 X 107
- . 10. 0364
ep 10 2.40 X 10 2.40 X 10
TCH 114 5.02 X 102

Para lineallidad:

F tovias (0.05, —J37)= 4.67

Para falta de ajuste:

F wabiss (0.0, —:]’T)= a.71

Como 28770.643 y 6770.8492 son mayores que 4.87 no se rechaza Hs y se
puede considerar que el sistema de medicléon es lineal para ambes
““principlos activos,

Dado que 1.1256 < 3.71 podemos decir que no se tiene falta de ajuste
en el caso de furosemida,

Con respecto al clorhldrato de amllorida como 10.0364 > 3.71 evaluamos
con r°. r= 0.9981 , por lo tanto podemos decir que no hay falta de ajuste

y que el error puro es muy pequefio.
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EVALUACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN

Furcsemida Clorhidrato de
amilorida
S 0.1185 0.0828
Be
t calculada -0.0333 --0, 2514

t tamas (13,  0.875)= 2. 1604

Como 0.0333 y 0.2514 son menores que 2.1604 no se rechaza He, podemos

considerar que el sistema de medicidn no tlene error constante y que posee

una Bo =0 .
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PRECIGION DEL STSTEMA,

A continuacién se presentan los datos de absorbancia de las
diferentes soluclones para calcular la precisién del sistema de furcsemida

y clorhldrato de amilorida.

Concentraciéon final Absorbancia
(pg/nl)
Furosemida Ciorhidrato de Furcsemida Clorhldrato de
amilorida amilorida
50 8.0 0.5868 0.400
50 6.0 0,872 0.383
50 6.0 C.570 0.396
50 6.0 0.571 0.404
50 6.0 0.572 0.403
50 5.0 0.568 0. 400
50 6.0 0.573 0.390
50 6.0 0.570 0.394
50 6.0 0.574 - 0.396
50 6.0 0.570 0.400
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EVALUACION

Fufosémlda Clorhidrato de
: ' amllorida

n 10 10

Y 5.7090 3.9780

oYt 3.2583 1.5811

Y 0.5708 0.23876

Sy 1.8528 X 1077 4.526 X 1077

DER 0.32 % 1.14 %

Como D.32% y 1.14% son menores que 1.5% no se rechaza Ho y por lo

tanto el sistema es preciso para ambos principios activos.

LINEALIDAD DEP METODO.

Las sigulentes tablas presentan la cantldad recuperada de cada
principio activo, considerando en la cantidad adicionhada el por ciento de

huredad de los firmacos.
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Para furosemida:

Cantidad adicionada (mg)
Cantidad recuperada
Base Base (mg)
himeda seca
40.4 40.37 40.13
40.0 39.97 39.69
40.1 40.07 40.04
45.3 45.27 44.94
44.8 44.87 44.77
45.1 45.07 44.86
49.8 49.77 49.75
50.9 50.87 50.52
50.2 50.17 49,99
5§5.1 55.07 54.87
S 55.1 §5.07 54.75
55.0 54.97 54.44
60.0 59.87 59.74
£9.8 59.77 59.35
60. 4 60. 37 59.81
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Para clorhidrato de amilorida:

Cantidad adicionada {mg)
Cantidad recuperada

Base Base {mg}
humeda seca
45.00 38.96 39.42
45.10 40.05 38.67
45.00 39,96 39.28
50.50 44.84 44.863
50.90 45,20 44.88
50. 80 45.11 44.76
56.30 48,80 49.84
56.30 49.90 49.72
56.30 49.90 48.72
62.00 55.05 54.80
52. 00 55, 05 54.93
61.90 54.97 54.67
67.50 69,84 59.76
67.50 59,94 59.76
67.40 58.85 £8.61
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EVALUACION DE LINEALIDAD

Analisis de varianza

Furosemida - Clorhidrato de
anilorida
Bo " 0.3820 -0.8430
Cm 0.9868 1.0133
S ot 0.9997
P 0.9998 0.9998

Tabla de Anadeva para Furosemida

Fv GL sC ! M F
r 1 724. 5659 7248659 |
39990, 5090
er 13 0.2355 0.0181
fa 3 -0.3721 -0. 1240
~2,0413
ep 10 0.6077 0. 0807
TCM 14 724.8014
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Tabla de Anadeva para Clorhidrato de amiiorida

Fv GL sC e F
r 1 764. 4866 764, 4866

43604.9730
er 13 0.2279 0.0175
fa 3 0.0370 0.0123

0.6457

ep 10 0.1909 0.0191
TCH 14 764.7145

Para linealidad:

F tabtos (0,05, =1)= 4.67

Para falta de ajuste:

F wabtas (0.0S, -'%0—)= 3.71

Como 39990.6090 y 43604.9730 son mayores que 4.67 no se rechaza He

y por tanto hay linealidad en el método de medicién para ambos principlos

activos.

Dade que -2.0413 y 0.6457 son menores que 3.71 no hay falta de ajuste

para ambos féarmacos.
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EVALUACION DE LA ORDENADA AL ORIGEN

Furosemlda Clorhidrato de
amilorida
t
sB° 9.9482 | 10.2183
t caliculada 0.0384 =-0.0828

t tablas (13, 0.875)= 2.1504

Como 0.0384 y 0.0929 son menores que 2,1604 no se rechaza Ho ,
podemos conslderar que el método de medicidn no tlene error constante y

que posee una Bo = 0 .

EVALUACION DE LA PENDIENTE

Furosemida Clorhidrato de
am}lorida
SB‘ 0.0049 0.0048
t calculada -2.8772 2.7423

t tablas (13, 0.975)= 2.1604
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Dado que 2.6772 y 2.7423 son mayores que 2.1604 se rechaza Ho ,

considera que el método de

mediclén presenta error consistente

31 =f 1 . En consecuenclia posee error proporcional.

EXACTITUD DEL METODO.

se

y una

El por clento de recobro para las determinaclones de furosemida y

clorhidrate de amilorida se reporta en la sigulente tabla.

% Recobro
Muestra Furosemida Clorhidrato de
amilorida
1 101.07 100.74
2 100.84 99.20
3 99.19 100.56
4 99.89 99.42
S 100.04 99.53
6 99.92 89.78
7 100.55 99.20
B8 88.03 99.60
g : 95.98 99.60
10 100.06 99.87
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EVALUACION

Furosemida Clorhidrato de
amilorida
n 10 10
X 100.057 99.75
Sx- : 0.6448 0.5227
t calculuda. 0.2785 -.1.5125

t tabias (89, 0.875)= 2.2622

Como 0.2795 y 1.5125 son menores gque 2.2622 no se rechaza Ho ¥

podemos conslderar que nuestro método de medicién tlene una exactitud con un

100 % .

INTERVALO DE CONFIANZA DEL % RECUPERADO (IC)

€ =% ¢ tin-1, 0.975)(—2—
1/2
{n)

Para furosemida:

ic : 99,89 -=-=-- 100.82

del % de recobro.

Para clorhlidrato de amilerida:

IC : 99.38 ----- 100.12

del % de recobro.
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PRECISION DEL METODO.

Los resuitados

obtenidos

en Ia cuantificacién de furosemida y

clorhidrato de amilorida por dos analistes y en dos dias diferentes se

muestran en las tablas sigulentes.

Para furosemida;:

Analista (1)
% Recobro
1 2

100. 60 101.53

D 1 89.72 99,07

i 100. 40 101.64
a

100. 18 101.08

(W}] 2 99,72 100. 42

99,58 99.78
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Para clorhidrato de amilorida:

Analista (1)
7% Recobro
1 2
89.54 99.69
D | 93, 51 99.93
AU 99.61 99,85
a
100. 07 100. 18
n 2 89.67 89.83
99,75 99.85

Andlisis de varianza

Tabla de Anadeva para Furosemida

FvV GL sC MC F
Al 1 0.9130 0.9130 4.5822
D3(1) 2 0.3885 0. 1892 0. 2800
Ek(1J) 8 5.8927 C.7116
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Tabla de Anadeva para Clorhidrato de amilorida

FV GL sC MC F
Al 1 0. 1360 0.1360 1.7085
Byl1) 2 0. 1592 0, 0786 3.4017

Ex{1)) 8 0.1871 0.0234

EVALUACION DE REPRODUCIBILIDAD
F wablas (0.05, %)= 18.51

Como 4.5822 y 1.7085 son menores que 18.51 no se rechaza Ho y por

consiguiente el método es reproducible.

EVALUACION DE REPETIBILIDAD
2y
F tablan (0.05, E)-— 4.46

Dado que 0.2800 y 3.4017 son menores que 4.46 no se rechaza Ho y

per lo tanto existe repetibilidad en el método de mediclén,
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EVALUACION DE PRECISIOH

Para ambos principios activos el método de medicién cumple con los

pardmetros anteriores, por consigulente ne se rechaza He y por tanto el

método es preciso.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

La cuantificacién de furosemlda y clorhidrato de amlilorida después de

mantener las solucienes durante 3, 6 y 24 horas en las condiclones

sefialadas anterlormente, presentaron los sligulentes resultados:

Para furosemida:

Datos Iniclales:

Huestra % Recobro
1 100. 18
2 88.72
3 99. 59
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Datos finales:

Condicién

% Recobro

luz Blanca Obscuridad Refrigeracion
80.76 101. BB 101.238
T 3 94.69 99. 16 100.65
1 90.28 100.92 8g.26
-e
m 78.24 100.86 101.36
P 5] 77.31 99. 186 100.32
c; 82.10 100.58 101,42
75.08 101.53 101,20
hrs 24 75.49 100.88 100. 16
75.77 100.76 89.92
Para clorhidrate de amilorida:
Datos 1nicialqs:
Muestra % Recobro
-

1 100. 18

2 89.93

3 95.85
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Datos finales:

Condicl1én

“% Recobro
7 Luz Blanca Obscuridad Refrigeracién

: 93.94 100. 18 99,68

ib" 3 99.92 100.18 99.67

“y 83,80 100. 11 9g. 85
.

“m 99,57 99,82 99.57

,:511 - 99.81 g9.81 99. 66

o 99,93 100.25 99.74

99.48 100.23 100, 48

hrs. | 24 99.2ov 99.71 98.95

101, 18 99.63 99.63

to tablas (20, 8, 0.05)= 2.95
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1D calculada para furosemida

Luz Blanca CObscuridad Refrigeracién
FIN - 5.6180 0.3185 0.2064
B 10,2137 0.2899 0.6046
hrs) |5 12.0716 0.53857 0.2113

:.to-calculada para clorhidrato de amilorida

Luz Blanca Obscuridad Refrigeracion
3 - 0.4854 0.4388 - 0.7323
T & - 0.5759 - 0.1097 - 1.0339
thres) | o4 - 0.1646 - 0.3943 - 0.8502

Para furosenida:

En los tres tlempos, en presencla de luz blanca |[tp caleculada| > 2,95

por lo que la muestra es inestable en ésta condicién.

En los  otros

casos  |tp

caleutada] <

2.95

por

consideramos que la muestra es estable durante 24 horas.

consigulente

Para clorhidrato de amilorida:
En todos los casos [td calculada| < 2.95 por tanto podemos consliderar

que la muestra es estable durante 24 horas en las condiclones probadas.
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. ANALISIS DE RESULTADOS.

La valldacién de un método analitico es una etapa lamportante en el
desarrollo del! mismo ya que esta asegurard que los resultados obtenidos
sean conflables. En e} andlislis de mezclas de farmacos con frecuencia se
presentan interferenclas que orlginan gue la respuesta no sea deblda
excluslvamente al compuestc quimlce que se esta cuantificando, por lo cual
el proceso de valldacién cobra aun mayor importancia.

En el desarrolic de este trabajo se verificé la confliabilldad del
método para la cuantificacién de furosemida y clorhidrato de amllorida en
tabletas, el cual puede ser utlllzade en el control de calldad de este
medicamento. La aplicacién de este método para estudlos de establlldad
requlere la determinacién de nuevos parametros que incluyan la adiclon de
productes de degradacién de los actlvos sometléndolos a condiclones
drasticas de pH, temperatura, luz, etc. con cobjeto de conocer la
especificidad del! mismo.

En la primera parte de este trabajo se estudld el grado de
interferencla que presentaba un principio active con respecte al otro en
los métodos de cuantificacién farmacopeicos (11 y IV). Para esto se
efectuaron barridos en las reglones ultravisleta y visible del
espectrofotometro. Los resultados obtenidos mostraron que no era posible
su apllicacién en Ja cuant!ificacién de la mezcla de furosemida y
clorhidrato de amilorida ya que a la longitud de onda de méxlma absoercién
reportada para cada farmace se presenta Interferencla del otro.

De acuerdo a lo reportado por Casassas, E. {XVI) la cuantificaclén
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espectrofotométrica de la furosemida se puede llevar a cabe en la reglén
visible, donde no presenta absorcién el clorhidrato de amilorida. Este
método consiste en una hlidrélisis acida de la furosemlda previa a un
desarrollo de color producido por el produclo de condensacién de
floroglucinel con el furfuraldehide formade por la ruptura de la molécula
del active. En la figura 7 se puede observar que no existe interferencia
del placebo en la cuantificacién de la furosemida a la longitud de onda de
558 nm y por consigulente el método es especiflco. Es clarc que este
rétodo ne puede ser utilizado para estudios de estabilidad dado que uno de
los posibles productos de degradacién de Ia furosemida es el mismo
producido durante la reaccién de cuantificacion.

El método de anallisls del clorhidrato de amilorida realizado en este
trabajo, repertado en la Farmacopea Britanica (II) se reprodujo en el
laboratorio tenlendo algunas dificultades técnicas en la separacién de las
fases por centrifugacion, por lo cual tratando de evitar este paso se
intenté scpararlas en el embudo de separacién mediante la utilizaclén de
cloruro de sodioc y alcohol lsobutilice, también ulLilizando disolventes
afines al farmaco como dimetilformamida y acetona pero desafortunadamente
no se obtuvieron resultados positives, por lo que se contlnud el trabaje
tal como se especifica en la referencia. Como puede observarse en la
figura 8, en las condiciones de anilisls no exliste Interferencia a 363 nm
que es donde se presenta el mAximo de absorcién para el clorhidrato de
amilorida, por lo tanto se consideré que el método era especifico para
éste farmaco.

Por lo anteriomente expuesto se decidié realizar el método analitico

por espectrofotometria visible para la valoracién de ambos principlos
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activos en las tabletas y por lo tanto se procedié a la validacién del
mismo.

Como puede observarse en las tablas presentadas anteriormente, los
resultados son aceptables. Analizando las graficas | y 2 se observa la
tendencia llneal del sistema tanto en la cuantificaclén de furosemida como
de clorhidrato de amilorida. En ambas se presenta una ordenada al orlgen
igual a cero.

Los métodos llevados a cabo son bastante precisos ya que la DER
calculada para el sistema fué de 0.32 % para furosemida y de 1.14 % para
clorhlidrato de amllorida,

En las graficas J y 4 se muestra la tendencia lineal del método en
ambos farmacos. Para los dos activos se presenta una ordenada al origen
de cero y una pendlente diferente de uno por lo que presenta error
consistente y en consecuencla posee error proporclional.

Se considera gque el métode de medlclédn tlepne una exactitud con un
100 % dgdo que se obtuvieron valeres menores {0.2735 para furosemida y
1.5125 para clorhidrato de amilorida) a la t iablas (2.2822).

Los resultados obtenidos en la precislén del método muestran que el
método de medicién es reproducible, repetible y por consigulente es
preciso ya que cumple con los parametros descritos anteriormente.

En la pruecba de la estabilidad de la muestra s6lo para furosemlda hay
inestabllidad de la misma al someterla bajo la condicién de luz blanca, lo
que implica que debera ser guardada en obscuridad o/y refrigeracién hasta
que sea cuantificada, conslderande 24 horas como el tlempo maximo de
almacenamiento. En el caso del clorhidrato de amilorida se considera que

la muestra es estable durante 24 horas en las condiclones ya descritas.
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7. CONCLUSIONES.

Analizando los resultados obtenidos podemos decir que el método
analitico satisface los puntos establecldos en la valldacién. Como
consecuencia de ello, se concluye que dicho método es confiable para el

analisls cuantitativo del producto terminado.

8., SUGERENCIAS.

Para el anilisis de establlidad del producto es convenlent;e proponer
otros métodos de andlisis para furosemida y clorhidrato de amilorida, ya
que en este trabajo no se determiné la especificidad para cuando existan

posibles productos de degradaclén.
El método reportado en este trabajo requlere bastante tlempo para

llevarse a cabo por lo cual tiene una aplicacién limitada para un gran

numero de muestras.
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