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CAPITULO I
INTRODUCCION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La industria farmacéutica estd especialmente interesada en
la validacién de métodos analiticos debido al incremento de nue-
vos principios activos en diferentes formas farmacéuticas en el
mercado que requieren de métodos de andlisis apropiados.
(25,28) ‘

La validacién de métodos analiticos es parte fundamental del
desarrollo de una nueva forma farmacéutica, ya que es durante
esta secuencia de pruebas y andlisis, donde el quimico se da

cuenta si el método, el cual estid evaluando sistemiticamente,

cumple con los propésitos para los cuales fue diseflado. (24, 25)

Una parte integral del desarrollco de un método analitico es
la validacién del mismo, la cual se define como el proceso por el
cual queda establecido, por estudios de lahoratorio, que la capa-
cidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas. (24, 26) La capacidad se expresa, en este ca-
80, en términos de parimetros analiticos como son: evaluacién de
la precisién, linearidad, exactitud y especificidad, lo que nos
proporciona una medida del comportamiento del método analftico.

(7, 26, 28)



1.2. OBJETIVOS.

Determinar, mediante el instrumento de la validacién, si el
mé&todo analitico propuesto, para la cuantificacién de metildopa
por aspectrofotometria visible es exacto, confiable y reproduci-~

ble asi como cuantificar su variabilidad.

1.3. HIPOTESIS.

validar el método analitico para la cuantificacién de me-

tildopa por espectrofotometria visible.



CAPITULO IIX
ANTECEDENTES

2.1. VALIDACION.
2.1.1. DEFINXICION

La validacién se define como el método cientifico basado en
la evidencia documentada, que se utiliza para demostrar la con-
fiabilidad, reproducibilidad y efectividad de cualqujer método,
operacién o proceso y as{ mismo, establecer su variabilidad.

(1, 4, 25)

La validacién es un proceso del control total de la calidad,
yYa que comp.rende desde el anilisis de proveedores y materias pri-
mas, pasando por los procesos de manufactura, hasta los sistemas
relacionados con el anflisis del producto terminado y su distri-
bucién, conjuntando asi, todos estos aspectos para determinhar los
limites m&ximos y minimos de operacién del proceso o del método
analitico usado, asegurando por consiguiente, la obtencién de un
producto de calidad constante o confirmando que el método anali-~

tico usado es efectivo. (3, 5, 10, 22)

Un métode validado es un proceso consistente y, por lo

tanto, es virtualmente reproducible cuando es repstido. (4, 22)



2.1.2. TIPOS DE VALIDACION.

La validacién comienza cuando se decide lo que es exactamen-
te un proceso dado: ¢para qué es?, zcu&l es su finalidad? y de
hecho, :qué es lo que realmente hace?. Una vez que estas pregun-
tas se han formulado y respondido de una manera razonable se pue-
de preparar un plan a seguir para proceder. a validar el m&todo
analftico. (20, 21, 27)

NingGn tipo de validacién de métodes an;llﬁicos es apropiade
para todas las situaciones existentes, sin embargo se cuenta con
dos formas bisicas de validacién de métodos: la validacién pros-
pectiva y la validacién retrospectiva, que teniendo diferentes

aplicaciones, han sido ampliamente estudiadas y descritas en los

Gltimos afios. (2, 22)
2.1.3. VALIDACION RETROSPECTIVA

La validacién retrospectiva es la evidencia documentada, ba-
sada en los datos acumulados de produccién, control y and&lisis de
un producte ya elaborado y en distribucidn. (5, 10) Este tipo de
validacién nos sirve para corroborar que el producto est& siendo
fabricado y analizado con calidad, de una manera consistente.

(25, 27)

Bisjcamente dos son los criterios minimos para la valida-

cién retrospectiva de un método:



1) Que exista un proceso y método estable: Esto significa
que el método de anilisis se haya mantenido sin cambios en el

transcurso de un determinado tiempo.

2) Cambios en el mé&todo de anilisis: Una historia de cual-
quier cambio en la té&cnica analitica como introduccién de equipo,

reactivos o material nuevo, etc... (2, 8)

Los resultados analiticos obtenidos de este tipo de valida-
cién, pueden ser estadisticamente evaluados para establecer 1la
variabilidad y validez del mé&todo analitico. La validacién re-
trospectiva debe estar amparada por un protocolo que defina los
datos gque deben ser recolectados y evaluados, él tratamiento es=
tadistica a ser usado, los criterios de aceptacién y los resul-

tados esperados. (2, 11)
2.1.4. VALIDACION PROSPECTIVA

La validacién prospectiva es la evidencia documentada que se
realiza antes de que el analito, principie activo o producto ter-
minado salga al mercado, ya que el método analitico debe ser es-
tudiado perfectamente para que el an&lisis del producto comoc tal

sea reproducible, exacto y especifico. (2, 8)

Este tipo de validacién es aplicable a nuevos productos, a

reformulaciones y a cambios en el equipo utilizado en el método



analitico, que pudiesen afectar las caracteristicas fisicoquimi=-

cas del analito. (8, 11)
2.1.5. VENTAJAS DE LA VALIDACION.

AlGn cuando existes costos iniciales, asociados a la valida-
cidén de un método qnallcico, también existen ahorros potenciales
a largo plazo.

Un proceso validado ahorra tiempo, lo cual implica una dis-
minucién indirecta de costos de operacién. Con un método validado
no hay necesidad de inventar nada nuevo cada vez que surjan cam-
bios en el personal o en el equipo usado, reactivos, etc.. Esto
es, porque el proceso esta bien documentado.y se basa en princi-
pios cientificos firmes, que han sido muy bien 'calculados a
través de ia validacién. (24, 29)

La validacién también asegura que el equipo utilizado es
manejado dentro de los limites operacionales praviamente esta-
blecidos. Debemos de tomar en cuenta que estos limites estan
basados en funcién al tipo de equipo y a algunos datos suminis-
trados por el fabricante del mismo, los cuales deben ser veri-
ficados al tiempo de operacién. Una vez cubiertos estos puntos,
nesotros podencs asegurar que nuestro equipo est& funcionando de
una manera eficiente para las formas que fue creado, evitando con
esto errores de calibracién, medicién tiempos muertos en manteni-~

mientos correctivos, etc... (22,29)



A su vez, el personal de laboratorio analitico tiene a su
disposicién procedimientos escritos gue debe seguir, por lo tanto
no necesita perder tiempo tratando de encontrar la forma de rea-
lizar ciertas operaciones o de desarrollar acciones que no estén
incluidas en el manual, lo que puede causar dafios y/o atrasos en
el anilisis, y provocar reprocesos © rechazo. (17) Los controles
de métodos, procesos Yy equipos pueden ser realizados en base a
los resultados de su validacién e historial.(4, 13)

Durante la validacién, algunos pardmetros son generalmente
identificados como indicativos de la ejecucién del proceso, lo
cual permite hacer evaluaciones de las interacciones de estos pa-
rametros en lugar de tener que vigilar cada una de las fases de
un proceso total, para determinar si éste estd o no bajo control.
(18, 19)

Resumiendo, podemos decir que el método de validacién ase-
gura la calidad de todas y cada una de las unidades analizadas o
producidas. Es calidad que se analiza y se elabora en cada seg~
mento del ciclo anilisis o de produccién, hasta el final del

mismo; no es calidad que se inspecciona o se agrega. (23)

2.2. PARARMETROS ESTADISTICOS Y CRITERIOS DE ACEPTACION
PARA LA VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.

Los par&metros que se consideran necesarios para la vali-
dacién de métodos analiticos de formas farmacéuticas son:

(1, 6, 9, 12, 25)



1.~ Linearidad del Sistema.

2.~ Precigidn del sistema.

3.- Linearidad del Método.

4.- Exactitud y Repetibilidad al 100 §%,
5.~ Precisién (Reproducibilidad).

2.2.1. LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Es la relacién que se establece mediante una recta que puede
ser obtenida directamente o relacionando una propiedad fisica,
quimica o biolégica con cierta cantidad delltarmaco Y., auxilian-
dose de una transformaci6én matemitica bien definida, asegura que
los resultados obtenidos son proporcionales a la concentracién de

la sustancia dentgo de un range determinado.

Se determina construyendo una curva de calibracién (canti-
dad adicionada contra cantidad recuperada) de una misma solucién
patrén, utilizando cuando menos 5 diluciones y haciendo anAlisis

por duplicado para cada dilucién.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependeri
del propésito del método; para propésitos de control de calidad
y de sequimiento de la estabilidad de un f&rmaco en una forma

farmacéutica, deberi estar incluido el 100 % de la dosis.



2.2.1.1. CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA

LINEARIDAD DEL SISTEMA.

A) La ordenada al origen (b)=0.
B) El coeficiente de determinacién (r) 2 0.99 .

C) El coeficiente de correlacién (r+2) z 0.98 .
2.2.2., PRECISION DEL SISTEMA.

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Usualmente se expresa en términos de desviacién est&ndar o del
coeficiente de variacién.

La precisién es la medida del grado de reproducibilidad y/o
repetibilidad del mé&todo analitico, bajo condiciones normales de
oparacién. Se determina por el anSlisis sextupl.icado de una misma
solucién est&ndar correspondiente al 100 % establecido en la 1li-

nearidad del sistema.

2.2.2.1. CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA PRECISION
DEL SISTEMA.

El coeficiente de variacién (CV) 5 1.5 & .



2.2.3. LINEARIDAD DEL METODO.

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando
menos 3 diferentes cantidades de la sustancia de interés (pla-
cebos cargados), incluyendo el 100 %, cada uno de manera inde-
pendiente, haciendo los analisis por triplicado de cada concen-
tracién.

La amplitud del estudio dependerd del uso y aplicaciones del
método y preferentemente deberd llevarse a cabo por un misme ana-

lista en las mismas condiciones de operacién.

2.2.3.1. CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA
LINEARIDAD DEL METODOC.

La gréfica de la cantidad adicionada contra cantidad recu-
perada:

A) La pendiente (m) = 1.

B) La ordenada al origen (b) = 0.

C) El coeficiente de correlacién (r) 2 0.98.

D) Por ciento recuperado: en el intervalo de confianza al

95% para la media, debe localizarse el 100 %.

El coeficiente de varlacién dependeri del tipo de método y
la muestra ya que se debe de tomar en cuenta la forma farmace(-
tica y concentracidn.

En métodos quimicos y espectrofotométricos, el coeficiente

de variacién (cv) s 3 %,

10



2.2.4. EXACTITUD AL 100 &%&.

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente
Y el valor de referencia. Se expresa como ei por ciento de reco-
bro obtenjido del andlisis de muestras a las que se les ha adicio-~
nado cantidades conocidas de la sustancia.

Se debe cuando menos analizar 6 placebos cargados con el -
100 % del principio activo, de manera independiente, por el mismo

analista y en las mismas condiciones de operacién.

2.2.4.1., CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA
EXACTITUD AL 100 % .

A) El promedio del por ciento de recobro para métodos
quimicos y espectrofotométricos dehé ser del 97-103 %.
B) El coeficiente de variacién para métodos quimicos y es-

pectrofotométricos (CV) 5 3 % .

2.3. METILDOPA.

2.3.1. METODOS DE OBTENCION.

Es el producto de la reaccién del 3,4, dimetoxi-fenil-aceto-
nitrilo con etoxido de sodio el cual es hidrolizado con &cido pa-
ra dar 3,4 dimetoxi-fenil-acetona. Este a su vez se hace reaccio-

nar con carbonato de amonio y cianuro de potasio para formar un

11




sustituto intermedio, hidantoina que, bajo hidr&lisis alecalina,
rompe la metildopa racémica. el acetilado formado de este racemi-
co es determinado usando (-) alfa metil-bencilamina. El acetilado
aislado, sal de metildopa(~) es desacetilado con base y tratado

con &cido mineral para liberar la (-) metildopa. (14, 30)
2.3.2. MECANISMO DE ACCION.

Inicialmente, se pensé que el mecanismo de accién antihi-
pertensiva de este fArmaco estaba relacionado con la inhibicién
de la sintésis de catecolaminas, con la resultante inhibicién de
la funcién simp&tico periférica. Esta teoria es desecho poste=
riormente y fue reemplazada por la teorfa del "falso neurotrans-
misor".

De acuerdo a esta teoria, la metildopa es metabolizada en el
Sistema Nervioso Central por las neurconas adrenérgicas a metildo-
pamina y alfa-metilnorepinefrina, esta Gltima actda como un falso
neurotransmisor, ya que aunque no esta hormalmente presente en
las neuronas, se acumula y se almacena en l;s mismos sitios que
el neurotransmisor fisiolégicos.

El alfa-metilnorepinefrina al ser liberada por el mismo es~
timulo que el verdadero transmisor, estimula los receptores alfa-
2-adrenergicos en el cerebro, tal estimulacién da por resultado
un decremento en el flujo simp&tico del sistema nervioso central

lo que origina el efecto antihipertensivo del medicamento. (15)

12
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2.3.3. FARMACOLOGIA.

La metildopa produce reducciones progrésivas de la presién
sangulinea y de la frecuencia cardiaca que alcanza su maximo en 4
a 5 horas y dura aproximadamente 24 horas después de una sola
dosis.

El descenso de la presidén sanguinea es mayor en los pacien-
tes hipertensos que en los normotensos, tal efecto se debe a la
disminucién del gasto cardiaco, de la resistencia periférica o a
ambos factores. El gasto cardiaco se reduce menor durante la ad-
ministracién crénica del f&rmaco gue después de una sola dosis.

La hipotensién por la metildopa no implica ninguna altera-
cién importante en la distribucién del riego sanguineo. En los
paciente normotensos y en los hipertensos el gasto sanguineoc
renal y la filtracién glomerular se mantienen en los 1limites

normalea. (15, 16)
2.3.4. FARMACOCINETICA.

La prinecipal via de eliminacién de la metildopa es la fil-
tracién glomerular, en caso de enfermedad renal grave el produc-
to puede acumularse. Su accién antihipertensora se refuerza con
diuréticos por via bucal, como ocurres para todos los nedicamentos
antihipertensivos.

cuando la metildopa se administra por' via bucal, 50 § o

menos de la dosis as absorbida. Aparece r&pidamente en la orina

13



T e

como sustancia inalterada, asf como en forma de conjugados y en
pequefias cantidades de derivados descarboxilados. La cantidad to-
tal absorbida y la distribucién de los metabolitos varian en for-
ma considerable de un individuo a otro y en el mismo paciente de

un g:ua a otro. (15)

2.3.5. TOXICIDAD Y PRECAUCIONES.

La metildopa por via parenteral o bucal .produce sedacién.
Con una sola dosis este efecto es de duraciédn m&s corta que el
efecto hipotensor y tiende a desaparecer cuando el f&rmaco se ad-
ministra en forma contintia. aungue de ordinario reaparece si se
aumenta la dosis, y en algunos pacientes obliga a suspender el
tratamiento.

Otroa efectos que se verifican en el sistema nervioso cen-
tral son: vértige, liberacién de prolactina y la consiguiente
lactacisn, signos extrapiramidales y depresién paigquica, Sa ma-

nifiestan trastornos gastrointestinales rara vez graves.

La hipotensién por el ajercicioc es poco ‘fracuante. La ra-
tencién de sal y agua con aumento de peso y edema puede ocurrir
con la metildopa, como con otros agentes antihipertenaivos.

La metildopa causa reacciones de bass alérgica. En el tra-
taniento crénico, se han observado. a pacientes que han dado re-
accibén positiva en la prusba de Coomb directa. También se han re-

gistrado sn nGmero considerable casos de anemia hemolitica. Por
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lo regular, esta anemia desaparece pronto cuax_\do se suspende el
tratamiento, pero la prueba de Coomb puaede seguir positiva duran-
te varios meses. Se han citado casos de prueba positiva de lupus
y de prueba positiva de factor reumatolde de resultas del

tratamiente con metildopa.

la metildopa debe emplearse con cuidado con otros firmacos,
particularmente con: l-dopa, metotrimeprazina, norepinefrina y
propanolol. Las anfetaminas, antidepresivos triciclicos, inhibi-
dores de la MAO, fenotiazinas, vasodilatadores, diuréticos de
benzotiadiazina, f&rmacos antiarritmicos, efedrina y forazolido-
na, son también sospechosas de interactuar con la metildopa, pero

la documentacisn es escasa. (14, 15)
2.3.6. USO8 TERAPEUTICOS.

La metildopa se administra por via oral en dosia que varian
entre 500 mg y 2 g diarios. Como regla general el tratamiento sae
inicia administrando una dosis de 250 mg repstida tres veces al
dfa por 48 horas. Después se procede al reajuste de la posclogia
diaria, afiadiendo o quitando una o dos tabletas (preferiblemente
con una separacién de dos dias de intervalo como minimo), hasta
lograr los efectos deseados. En la mayoria de los pacientes, la
determinacién de 1la posologia efectiva se llnithltn al cabo de
12 a 24 horas, por la obtencién de un control suava y uniforme

sobre las cifras de presién sanguinea. (15)
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Las tiazidas complementan la efectividad de la metildopa,
debido a lo cual el médico puede, si asi lo cree oportuno, co-
administrarlas a partir de las dosis iniciales o después de ha-
ber establecido la posologia jindividual.

En el paciente con disfuncién renal es posible gue las do-

sis efectivas sean m&s pequefias que las correspondientes el hi-

pertenso cuyo aparate renal funciona normalmente. (14, 15)
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3.1.

CAPITULO IXI
PARTE EXPERIMENTAL
DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL.

3.1.1. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL PARA LA VALIDA-

CION DEL METODO ANALITICO
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3.1.2. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL DEL METODO

ANALITICO PARA LA CUANTIFICACICN DE

METILDOPA
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3.1.3. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL PARA LA DETER-

MINACION DE LOS PARAMETROS ESTADISTICOS PARA

LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

| LINEARIDND DEL SISTOM }
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3.2. MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPOS.

3.2.1. MATERIAL DE LABORATORIO.

Matraces volumétricos 100 y 1000 nml
Vasos de precipitados 1500 ml
Pipetas 3y Snl
Probeta 100 ml
Esp&tula

3.2.2. REACTIVOS.

MARCA GRADO ANALITICO
Acldo sulftrico Merck Reactive
Acetato de amonio Mallinckrodt Reactivo
Sulfato ferroso J.T. Baker Reactivo
heptahidratado
Potasio y Sodio Merck Reactivo
Tartrato
Metildopa Estandar de Referencia.

20



3.2.3. PREPARACION DE SOLUCIONES REACTIVOS.

1) Acido sulfGrico 0.1 N : Diluir 3 ml de &cido sulfégrico
concentrado a 1000 ml con agua destilada. )

2) Buffer de acetatos pH 8.5 : Pesar 50.0 g de acetato de
amonio en un vaso de precipitades, afiadir 800 ml de agua y 200 ml
de etanol al 95 %. Ajustar el pH a 8.5 con hidréxido de amonio
concentrado.

3) Reactivo de Tartrato Ferroso: Pesar 1.0 g de sulfato
ferroso, 2.0 g de tartratoc de sodio potasico y 0.10 g de bisul-
fito de seodic en un matraz volumétrico de 100 ml., Disolver y
diluir a volumen con agua destilada. Preparar al momento de

usarse. No usar si la solucidn estd turbia.
3.2.4. EQUIPO.

1) Espectrofotométro Beckman, D.U. Spectrophotometer

2) Balanza analitica AND Electronic Balance ER-180-A.
3.3. METODOLOGIA.

3.3.1. METODO PARA LA CUANTIFICACION DE METILDOPA.
1.~ Disolver 100 g de metildopa en un matraz volumétrico de

100 m), diluir a volumen con &cido sulfGrice 0.1 N. Mezclar bien

y filtrar.

21
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2.~ Pipetear una alicuota de 5.0 ml de la solucidn en un
matraz volumétrico de 100 ml.

3.~ Pipetear 5.0 ml de agua destilada en un tercer matraz
volumétrico de 100 ml que serviri como blanco.

4.- Pipetear 5.0 ml del reactivo de tartrato ferroso en cada
matraz y Qiluir a volumen con buffer de acetatos pH 8.5 .

5.- Determinar la absorbancia de las muestras a 520 nm

usando el blanco en la celda de referencia.,
3.3.2. METODO PARA LA VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

3.3.2.1. METODO PARA DETERMINAR LA LINEARIDAD
DEL SISTEMA.

Determinar construyendo una curva de calibracién (cantidad
adicionada contra cantidad recuperada) de una misma solucién
patrén, utilizando cuande menos 5 diluciones y haciendo el

anflisis por duplicado para cada dilucién.

3.3.2.2. METODO PARA DETERMINAR LA PRECISION¥DEL

SISTEMA.
Determinar por el andlisis sextuplicado de una misma solu-

cién est&ndar correspondiente al 100 % establecido en la linea-

ridad del sistema.
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. 3.3.2.3. METODO PARA DETERMINAR LA LINEARIDAD

DEL METODO ANALITICO.

Determinar a partir de placebos adicionados de cuando menos
3 diferentes concentraciones de la sustancia de interés (placebos
cargades), incluyendo el 100 %, cada uno de manera independiente,

hacer el andlisis por triplicado de cada concentracién.

3.3.2.4. METODO PARA DETERMINAR LA EXACTITUD AL
100 ¥ DEL METODO ANALITICO.

Determinar a partir de analizar cuando menos 6 placebos
cargados con el 100 § del principio activo, de manera indepen-
diente, por el mismo analista y en las mismas condiciones de

operacién.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOCS

4.1.1. LINEARIDAD DEL SISTEMA,

La tabla No.l nos muestra los resultados de las lecturas
obtenidas al leer, a una logitud de onda de 520 nm, cinco dilu=-
siones a partir de una misma solucion patrén y haciendo el an&-
lisis por duplicado para cada dilusion, tomando en considercién
los siguientes datos:

A) Nimero de lote del estdndar secundario: MQF-00080

B) Solucién Patrén 114 mg/100 ml HCL 0.1 N

C) Pureza del est&ndar secundario: B87.63 %.

D) Concentracién de la solucién patrén: 100.07 mg/ml.

4.1.2, CURVA DE CALIBRACION.

La grafica No. 1 nos muestra la curva de calibracién obteni-da a
partir de los datos de la Tabla No. 1. La relacién que se
astablece madiante la recta obtenida nos asegura qua los resulta-
dos obtenidos son proporcionales a la concentracion de metildopa

dentro de un rango de 30,021 mcg/ml a 70.044 mcg/ml.
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GRAFICA No.l

CURVA DE CALIBRSACION DE METILDOPA I
20 nm

30 40 50 60 70
CONCENTRACION (meg/eml)
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TABLA No. 1

TABLA DE RESULTADOS DE LA LINEARIDAD

DEL SISTEMA
DILUCION | CONCENTRACION | ABSORBANCIA | ABSORBANCIA
(mcg/ml) (44} @
3 mi/100 mt 30.021 0.284 . 0289
4 ml/100 m} 40.028 0386 0388
S my100 ml 50035 0478 0.477
6 ml/100 ml 60.042 0572 0.572
7 ml/100 mi 70.044 0.657 0.660
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4.1.3. CALCULOS PRELIMINARES PARA DETERMINAR EL
COEFICIENTE DE CORRELACION Y EL COEFICIENTE DE

DETERMINACION DE LA LINEARIDAD DEL SISTEMA.

£x= 2(30.021+40.028+50.035+60.042+70.049)
Tx= 500.35 -

Ly= 0.284+0.289+0.386+0.38540.47840.477+0.572+0.572+
0.657+0.660

Ly= 4.760

Tx 2= 2{(30.021)~2+(40.028)42+(50.035)~2+(60.042) ~2+
(70.049)~2]
Lx*2= 27,037.81324

Ly*2= (0.284)~2+(0.289)~2+(0.2386) “2+(0.385)~2+(0.478) ~2+
(0.477)~2+(0.572) “2+(0.657) *2+(0.660) ~2
Ty~2= 2,429022

£xy= [30.021 (0.284+0.289)]+[40.028 (0.386+0.385) ]+
[50.035 (0.478+0.477)]+(60.042 (0.572+0.572) )+
{70,049 (0.657+0.660))

Txy= 256,789
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4.1.4, CALCULOS FINALES PARA EL COEFICIENTE DE
CORRELACION Y EL COEFICIENTE DE DETERMINACION
DE LA LINEARIDAD DEL SISTEMA.

r = {[(2)(5)(256.789)-(500.35) (4.760) )2 /
[(2) (5)(27,037.808)-(500.35) *2]((2) (5) (2.435022) -
(4.76)*2]}~1/2
r = [34,681.713 / 34,700.84]°1/2 )

r = 0.99972436
r+2 = 0.99944879

4.1,5, CALCULOS PRELIMINARES PARA EL COEFICIENTE DE
VARIACION DE LA LINEARIDAD DEL SISTEMA.

Fl11 = 0.284 30.021 = 0.00946004464

F12 = 0.289 30.021 = 0.00962659472
F13 = 0.386 40.028 = 0.00964324973
Fl4 = 0.385 40,028 = 0.00961826721
F16 = 0.477 50.035 = 0.00953332667
F17 = 0.572 60,042 = 0,00952666467
F18 = 0.572 60.042 = 0.00952666467

70.049 = 0.00937914888

/
/
/
/

F15 = 0.478 / 50.035 = 0.00955331268
/
/
/
F19 = 0.657 /
/

F19 = 0.660 70.049 = 0.00942197605
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LF= 0.0952892
LF~2= 0.00090807
F = 0.095289249 / 10 = 0.00952892

4.1.6., CALCULOS FINALES PARA EL COEFICIENTE DE
VARIACION DE LA LINEARIDAD DEL SISTEMA.

DE = 10 (0.0009080739449)~(0.095289249)"2 / 10(10-1)

DE = 0.00008809

CV = (0.00008809 / 0.0952892) (100)
CV = 0.924 %

¥Ya que r ) 0.99, r*2 ) 0.98 y CV 5 1.5 %, se cumple con
todos los criterios necesarios para cumplir con la linearidad del

sistema.
4.2. PRECISION DEL SISTEMA.

4.2.1. RESULTADOS OBTENIDOS PARA DETERMINAR LA
PRECISION DEL SISTEMA.
La tabla No. 2 nos muestra los resultados obtenidos por el

andlisis sextuplicado de una misma solucién est&ndar que corres-
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ponde al 100 t establecido en la linearidad del sistema. Los da-

tos adicionales que se tienen que considerar son:

A)
B)
c)
D)
E)

NGmero de lote estandar secundario: MQF-00080

Peso del estdndar de metildopa: 114.1 mg

Pureza del est&ndar: 87.63 §

Concentracién de la solucidn estandar: 0.9998583 mg/ml
Longitud de onda: 520 nm

TABLA No. 2

TABLA DE RESULTADOS DE LA PRECISION
DEL SISTEMA

DILUCION: S ml/100 m]
CONCENTRACION: 0.04999 mg/ml -

ABSORBANCIAS
1) 0.430
2)0472
3)0.470
4) 0471
5) 0470
6) 0.469
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4.2.2, CALCULOS PRELIMINARES PARA DETERMINAR LA
PRECISION DEL SISTEMA.

Ty= 0.48040.472+0.470+0.471+0,470+0.469
Ty= 2.832

Ty~2= (0.480)~2+(0.472)"2+(0.470) *2+(0.471) ~2+(0.470) *2+
(0.469) 2
Ty+*2= 1.316786

y =2.8312 / 6
y = 0.472

DE = (6(1.33678)=~(2.832)"°2 / 6(6=1)]"1/2
DE = 0.004049691

4.2.3. CALCULOS FINALES PARA DETERMINAR LA PRECISION

DEL SISTEMA.

CV = [0,004049691 / 0.472] (100)
CV = 0.857 %

Ya que el CV < 1.5 se cumple con el criterio establecido

para la precisién del sistenma.
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4.3.1. LINEARIDAD DEL METODO

4.3.1. RESULTADOS OBTENIDOS PARA DETERMINAR LA
LINEARIDAD DEL METODO.

La tabla No. 3 nos muestra las absorbanpias obtenidas de
tres placebos con diferentes cantidades adicionadas de metildopa,
haciendo el analisis de las mismas por triplicado, tomando en
cuenta que:

A) Namero de lote de esténdar secundario: MQF-0080

B) Pureza del estindar de Metildopa: 87.63 % .

La tabla No. 4 nos muestra los datos tabulados de la canti-
dad adicionada de metildopa contra la cantidad recuperada en los
anSlisis realizados para determinar la linearidad del método.
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TABLA No. 3

TABLA DE RESULTADOS PARA LA

LINEARIDAD DEL METODO

PESO CONCENTRACION ABSORBANCIA

PLACERO FINAL (Abs)

mg meg/ml

13 39.959 0383

: ~ 038s

0380

114.1 49.992 0.45%

0472

0.463

136.9 59982 0.557

0.551

0.562
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TABLA No. 4.

TABLA DE DATOS TABULADOS DE CANTIDAD
ADICIONADA VS CANTIDAD RECUPERADA

CANTIDAD
ADICIONADA
X)
mg

CANTIDAD RECUPERADA
(Y)

X1
799

Y11 = 80.2156 Yli = §0.6345 Y13 = 79.5873

Y21 = 98.6957 Y22 = 101.4910 Y23 = 99.5558

Y31 = 120.1812 Y32 = 118.8866 Y33 = 121.2601
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4.3.2. CALCULOS PARA LA DETERMINACION DE RECOBROS
EXPERIMENTALES.

Cantidad adicionada: 79.9 mg

0.383 / 0.382 (91.3)(0.8763) = 80.2156 mg
0,385 / 0.382 (91.3)(0.8763) = 80.6345 mg
0.380 / 0.382 (91.3)(0.8763) = 79.587] mg

cantidad adicionada: 99.9 mg

0.459 / 0.465 {(114.1)(0.8763) = 98.6957 mg
0.472 / 0.465 (114.1)(0.8763) = 101.4910 mg
0.463 / 0.465 (114.1)(0.8763) = 99,5558 mg

Cantidad adicionada: 119.9 mg

0.557 / 0.556 (136.9)(0.8763) = 120,1812 mg
0.551 / 0.556 {(136.9)(0.8763) = 118.8866 mg
0.562 / 0.556 (136.9)(0.8763) = 121.2601 mg

4.3.3. CALCULOS PRELIMINARES PARA DETERMINAR LA
LINEARIDAD DEL SISTEMA.

La tabla No. 5 nos muestra los datos tabulados de 1la

cantidad de metildopa reccbrada experimentalmente para determinar

la linearidad del sistema
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TABLA No, 5

TABLA DE DATOS TABULADOS PARA LA OBTENCION
DE RECOBROS EXPERIMENTALES

#ST | PESOESTANDAR | ABSORBANCIA mg DE METILDOPA
(mp
1 91.3 0.382 799
2 114.1 0.465 99.0
e
3 136.9 0.556 119.9

Ix= 3(79.9499,9+119.9)
Ex= 899.10

Tx"2m 3[(79.9)42+(99.9)~2+(119.9)~2) .
x~2= 92220.00

Ey= 80.2156+30.6345+79,5873+98.6957+101.4910+99. 5558+
120.1812+121.2601

Ly= 900.5078

Ly~2= (80.2156)"2+(B0.6345) “2+(79.5673) ~2+(96.6957) "2+
(101.4910) ~2+(99.5558) ~2+(120,10812) ~2+(121.2601) ~2
Iy~2= 92,504.7813
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Exy= 79.9(B0.2156+80.6345+79.5873)+99,9(98.6957+101,491
0+99.555)+119,9(120.1812+118.8866+121.2601)

Exy= 92,358,5393

4.3.3. CALCULOS FINALES PARA DETERMINAR LA

LINEARIDAD DEL SISTEMA.

(3) (3) (92358.5939)-(899.10) (900.5078) / (3)(3)

g
]

(92220,09)-(899.10) ~2
m = 21,575.4370 / 21,600.00
m = 0.9989

b = 900.5078 -~ 0.9989 (899.10) / (3)(3)
b = 0.2663

"2 = [(3)(3)(92,358.5393)=(899.10) (900.5078) }"2 /
[(3) (3)(92,220.09)~(899.10) ~2) [ (3} (3) (92,504.7813) -
(900.5078) ~2)
r*2 = 4657708,916.5 / 4677180,650.1

r+2 = 0.9968

4.3.4. CALCULOS DEL POR CIENTO RECUPERADO PARA CADA CANTIDAD

RECUPERADA .

La tabla No. 6 sa muestra los cAlculos realizados para da-

terminar el por ciento recuperado para cada cantidad recuperada.
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TABLA No. 6

TABLA DE CALCULOS DEL POR CIENTO RECUPERADO
PARA CADA CANTIDAD RECUPERADA

Rl = (80.2156/79.9) (100) = 100.3950
R2 = (80.6345/79.9)(100) = 100.9193
R3 (79.5873/79.9) (100) = .99.6035'
R4 = (98.6957/99.0) (100) = 98.794S
RS = (101.4910/99.0) (100) = 101.5926
R6 = (99.5558/99.0) (100) = 99,6555
R7 = (120.1812/119.9) (100) = 1002345
R8 = (118.8866/119.9) (100) = 99.1548
R9 = (121.2601/119.9) (100) = 101.1344

4.3.6. CALCULOS PRELIMINARES PARA DETERMINAR EL

COEFICIENTE DE VARIACION.

La tabla No. 7 nos muestra las cantidades tabuladas de la

cantidad recuperada para proceder a determinar el coeficiente de

variacién.
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TABLA No. 7

TABLA DE DATOS TABULADOS DE LA
CANTIDAD RECUPERADA PARA LA
OBTENCION DEL COEFICIENTE

DE VARIACION

Rl = 100.3950

R2 = 100.9193

Ré= 98.7945

RS = 101.5926

Ré= 996555

R7 = 1002348

RY= 101.1344
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TR= 100.3950+100.9193+99.6086+98.7945+101.5926+99, 6555+
100.2345+99.1548+101,1344
FR= 91.4891

ER"2= (100,3950)~2+(100.9193)*2+(99.6086)+
(98.7945)~2+(101.5926) “2+(99.6555) ~2+
{100.2345) ~2+(99.1548) ~2+(101.134) ~2

LR~2= 90,305.1425

R = 901.4891 / 9

R = 100.1655
DE = [9(90,305.1452)-(901.4891)+2 / 9(9-1)]~1/2
DE = [63.7094 / 72 ]~2

DE = 0.9407

4.3.6. CALCULOS FINALES PARM DETERMINAR EL COEFICIENTE
DE VARIACION.

CV = (0.9407 / 100.1655)100 = 0.9391 §

Ya que b = 0, m = 1, r*2 ) 0.98 Y ¢V {( 3 ; se cumplen con

los criterios para la linearidad del mé&todo.
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4.4. EXACTITUD AL 100 §%.

4.4.1. RESULTADOS OBTENIDOS PARA DETERMINAR LA

EXACTITUD AL 100 & .

La tabla No. 8 nos muestra los resultados tabulados de seis

pPlacebos cargados con el 100 % del principio activo de manera

independiente.

NGmero de lote del estindar secundario: MQF-00080

Pureza del estindar de metildopa 87.63 %

TABLA No. 8.

# DE PLACEBO PESO (mg) ABSORBANCIA
1 1141 0.4;16
2 14,1 0472
3 1141 0,457
4 14 0.465
s 1141 0.454
6 14l 0.465
ESTANDAR 141 0.465




4.4.2. CALCULOS PARA DETERMINAR EL RECOBRO
EXPERIMENTAL.

/ 0.465 (114.1)(0.8763) = 102.3511
/ 0.465 (114.1)(0.8763) = 101.4910
0.457 / 0.465 (114.1)(0.8763) = 98.2656
/ 0.465 (114.1)(0.8763) = 98.2656
/ 0.465 (114.1)(0.8763) = 99.9858
0.454 / 0.465 (114.1)(0.8763) = 97.6206
La tabla No. 9 nos muestra los recobros experimentales tabu-

lados del por ciento recuperado para el 100 % de metildopa:

TABLA No. 9

TABLA DE DATOS TABULADOS |
DEL POR CIENTO RECUPERADO

Rl = 102.3511
R2 = 1014910
R3 = 98.2656
R4 = 98.2656
RS = 99.9858

R6 = 97.6206
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4.4.3. CALCULOS PRELIMINARES PARA' DETERMINAR LA
EXACTITUD AL 100 %

TR= 102.3511+101.4910+98.2656+98.2656+99.9858+97,6206

LR= 597.9798
LR*2= (102.3511)~2+(101.4910)~2+(98.2656) *2+(98.2656) ~2+
(99.9858) ~2+(97.6206) ~2

LR*2= 59,615.3826

R = 597.9798 [/ 9
R = 99,6633

DE = [6(59615)-(597.9798)~2 / 6(6-1)]"1/2

DE = 1.9361

4.4.4. CALCULOS FINALES PARA LA EXACTITUD
AL 100 %.

CV = (1.9361 / 99.6633)100 = 1.9426 §
Ya que el promedio de recobro fue del 99.6633 (dentro del

rango establecido 97.3 a 103 %) y el coeficiente de variacién en

menor al 3% se cumple con los criterios para la exactitud al 100%

43



4.5 DISCUSION

El proceso de validacién pone a prueba el mé&todo analitico
para determinar sus parametros Sptimos de operacién y su metodo-
logia de control, para asi reproducirlo eficazmente y tener la
certeza que refleja el fin para el cual fue id‘eado.

E]l método analitico para la cuantificacidn de metildopa, co-
mo todo proceso de medicién, esta sujeto a errores sistematicos
instrumentales,operativos o personales, los cuales se evaluan de-—
terminando la relacién que es establece mediante un modelo lineal
entre la propiedad ffsica medida, con la cantidad del analito.

La precisién del m&todo se estimd con la concordancia rela-
tiva entre las mediciones repetidas independientes bajo las mis-
mas condiciones (es decir, su repetibilidad), y bajo diferentes
condiciones (su reproducibilidad).

La linearidad del método de medici6n se establecisé mediante
una recta gue refleja la propiedad medible (cantidad recuperada)
y el valor real de la propiedad {cantidad adiéionada).

La exactitud del método se determiné expresando el por cien-
to de recobro obtenido del analisis de muestras a las que se les
adiciond cantidades conocidas de metildopa y determinando su coe-
ficiente de variacién cumple con el propésito para el cual es em~
pleado.

Reuniendo estos datos documentados acorde a las disposicio-
nes oficiales de la Secretarfa de salud el método puede ser

considerado confiable, preciso y exacto.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

El proceso de validacién de un método analitico de un prin-
cipio activo es un factor de vital importancia para satisfacer
tanto los requerimjentos requlatorios, los cuales la industria
farmacéutica debe cumplir para garantizar con suficiente eviden=-
cia documentada ante los organismos gubernamentales, asf como pa-
ra evitar gastos innecesarios en la comprobacién, verificacién de

la efectividad y reproducibilidad del mé&todo.

Los puntos tomados en consideracién para validar el método

analitico propuesto fueron:

A) El procedimiento de validacién del método para cuantificar me-
tildopa comé materia prima.

B) Los criterlios de aceptacién de cada uno de los parSmetros
necesarios para validar el método.

C} La evidencia documentada de la validacién del método conforme

a las gufas de validacién aprobadas por la Secretarfia de Salud.

Tomando en cuenta que el m&todo cumplic éatistactoriumont.
todos los puntos anteriormente expuestos, se puede afirmar que
el método analitico para cuantificar metildopa por espectrofoto-
metria visible esta VALIDADO y por tanto es reproducible, exacto

y confiable.
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