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I. INTRODUCCION

La importancia de la calidad de los medicamentos es un tema que no se
pone a discusién. En general, la situacién actual del control de calidad de
los medicamentos puede considerarse satisfactoria ya que se dispone de
varias herramientas del control y del aseguramiento de la calidad, tales
como la validacién de métodos analiticos, programas de calibracién de
instrumentos, auditorias de calidad y capacitacién de personal, entre
otras, que permiten la obtencién de resultados confiables durante el
analisis de medicamentos. Sin embargo, siempre es posible mejorar y
facilitar dicho control a través de las Buenas Practicas de Manufactura y
de las verificaciones analiticas de los procedimientos involucrados en la
manufactura del producto. '

En lo que a verificaciones analiticas se refiere, la metodologia empleada
para controlar procesos y productos ha venido avanzando a grandes
pasos cientifica y tecnolégicamente. A pesar de ésto, no debe olvidarse
que un resultado analitico sélo nos acerca al valor verdadero. Hasta el
momento, no es posible aun tener la certeza plena de que el resultado
obtenido es la verdad absoluta. Por esta razén, una validaciéon adecuada
de la metodologia permite conocer sobre qué margen de error se esta
trabajando y “controlar” dicho error.

Asi como se entiende y se acepta que un buen producto es el resultado
de un buen proceso y que ambos deben ser probados y controlados para
asegurar la calidad final, de |la misma manera, dentro del aseguramiento
de la calidad en el laboratorio, los métodos analiticos y procedimientos,
constituyen el proceso que debe ser controlado para asegurar la calidad
de los resultados, lo cual se logra a través de la validacion.



La validacion de métodos analiticos verifica que la metodologia
propuesta, esté basada en principios cientificos adecuados y que cumpla
con los propbsitos préacticos de medicién para los cuales ha sido
optimizada.

Como consecuencia, la validacién de métodos analiticos permite
asegurar la aceptacién y utilidad de los resultados obtenidos en el
laboratario.

En el presente trabajo, se describe el desarrollo y principaimente la
validacién de un método de anélisis por cromatografia de liquidos de alta
presidn, para cuantificar, durante estudios de estabilidad, Acetato de
Parametasona, un farmaco de naturaleza esteroide con propiedades
antiinflamatorias, formulado en dos presentaciones farmacéuticas,
tabletas de 1 mg y suspension de 0.2 mg/mL.

. OBJETIVO

* Desarrollar un método indicador de estabilidad de Acetato de
Parametasona formulado en dos presentaciones farmacéuticas,
tabletas de 1 mg y suspension de 0.2 mg/mL, utilizando
cromatografia de liquidos de alta presién en fase inversa.

* Validar el método desarrollado, demostrando su aplicacién en
estudios de estabilidad de Acetato de Parametasona en tabletas de
1 mg y suspension de 0.2 mg/mL. '



.  GENERALIDADES

1  CROMATOGRAFIA

i.1.1 DESARROLLO HISTORICO.

La cromatografia tuvo sus inicios en 1850 con la separacion de anilinas
. 1 - ' :
realizada por F. F. Runge . En el proceso utilizd papel filtro y un

disolvente para lograr la separacion de varios colorantes.

En 1905, Ramsey2 utilizé técnicas cromatograficas para separar mezclas
de gases y vapores. Al afo siguiente, el botanico ruso Tswett?"3 empled
la cromatografia de elucion para la separacion de extractos vegetales. A
este proceso lo denomind separacién de tintas, de ahi el origen de la
palabra cromatografia que, literalmente, significa escritura de color. Esta
técnica permanecid ignorada hasta 1930 cuando el sueco Tiselius2 y sus
colaboradores introdujeron dos técnicas de elucidn, el analisis frontal y el
analisis por desplazamiento.

En 1941, Martin y Synge"2 sugirieron la posibilidad de utilizar un gas
como fase mévil. En ese mismo afio, intradujeron la cromatografia de
reparto, tecnica que evoluciond llegando a ser lo que ahora se conoce
como cromatografia en papel.

. 1.2 . 4

En 1952, Martin y James'” fueron los primeros en describir un
cromatdgrafo de gases, técnica analitica que a la postre se ha convertido
en una de las mas Uutiles para el andlisis de gases y compuestos



orgénicos volatiles. Sin embargo, el verdadero potencial de la
cromatografia de gases se logré hasta 1954 cuando Ray1 describe el
primer cromatograma.

Fue hasta 1967-1969 cuando se produjeron avances considerables en la
cromatografia de liquidos, los dos més relevantes fueron: introduccién de
altas presiones y el desarrollo de sistemas de deteccién continua. Otro
suceso de importancia fue la descripciéon del primer cromatograma para
cromatografia de liquidos de aita presién realizado por Kirkland, Huber,
Preiss y Lispk 3.

A partir de entonces, esta técnica ha evolucionado répidamente dentro
del campo farmacéutico, debido a la versatilidad de su aplicacién, al
aumento considerable de instrumentos para realizarla y a la gran
cantidad de publicaciones que aparece dia a dia. En la actualidad la
cromatografia de liquides de alta presién constituye una herramienta
indispensable en el drea de control de calidad, desarrollo farmacéutico,
contro! de procesos y quimica clinica ‘

1.2 DEFINICION 2.

La cromatografia es una tlécnica que permite la separacién e
identificacién de los componentes de una mezcla de compuestos. La
separacion es el resultado de un proceso de migracion diferencial en el
cual los componentes de la mezcla son transportados por una fase movil
y retenidos selectivamente por una fase estacionaria.



Es conveniente sefialar que la cromatografia es en esencia una técnica
de separacion no de identificacion, sin embargo, cuando se encuentra
acoplada a un sistema de deteccién puede ser utilizada para identificar
los componentes separados en la columna. La identificacion requiere del
empleo de una sustancia de referencia. Cuando un componente de la
muestra, presenta el mismo tiempo de retencion de la sustancia de
referencia, bajo las mismas condiciones experimentales, |a probabilidad
de una identificacion positiva es muy alta 5.

La gran importancia que los métodos cromatograficos han cobrado en ia
actualidad proviene fundamentalmente de su velocidad de analisis y de la
posibilidad de trabajar con cantidades muy pequefias de muestra. Por
otra parte, se dispone de métodos cromatograficos economicos y de gran
simplicidad en su empleo como la cromatografia en capa delgada y la
cromztografia en papel, mientras que otros permiten la automatizacion
casi completa en separaciones de rutina con un equipo mas complejo,
como es el caso de la cromatografia de gases y la cromatografia de
liquidos de alta presion 4

.1.3. CLASIFICACION 2%,

De acuerdo a la naturaleza de las fases involucradas y a los mecanismos
de separacion, es posible distinguir diferentes tipos de cromatografia, tal
como se indica en la figura 1.



FIGURA 1.

CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA.
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A continuacion, se describen brevemente los mecanismos de separacion
y algunas de las aplicaciones de los diferentes tipos de cromatografia de
liquidos en columna, por ser la técnica utilizada en la realizacién de este
trabajo.

11.1.3.1  Cromatografia liquido - sdélido o de adsorcioén.

El mecanismo de separacion se basa en la competencia que existe entre
las moléculas de la muestra y las de la fase mévil por ocupar los sitios
activos en la superficie de un sélido 2. Algunos de los sdlidos utilizados
con mas frecuencia son alimina y silica gel.

Este tipo de cromatografia liquida tiene un campo de aplicacién muy
extenso, comprende la mayoria de los compuestos orgénicos de peso
molecular intermedio ( 220 - 1000 ) no iénicos. Se puede aplicar a la
separacion de compuestos de estructura similar pero que posean
diferentes grupos funcionales en la molécula, series homélogas e incluso
cierto tipo de isémeros de posicién ‘4

Generalmente, la cromatografia liquido - sélido es utilizada en fase
normal.

11.11.3.2 Cromatografia tiquido - liquido o de particién.

Originaimente se dié el nombre de cromatografia de particién al proceso
cromatografico presente sobre una fase estacionaria liquida impregnada
en un soporte, idealmente inerte y una fase movil constituida por otro
liquido inmiscible al primero. El proceso de equilibrio es préacticamente
idéntico al de la extraccion liquido - liquido °.



La cromatografia de particion puede llevarse a cabo en fase normal o en
fase inversa.,

11.1.3.3 Cromatografia de fases enlazadas.

E! desarrollo espectacular que tuvo la cromatografia de liquidos de alta
presion en la década de los setentas condujo a la sintesis de las
llamadas ‘fases estacionarias quimicamente unidas”, en las cuales la
fase estacionaria en lugar de ser impregnada sobre el soporte se
encuentra unida quimicamente a él por ligaduras covalentes. Estas fases
se clasificaron originalmente dentro de la cromatografia de particion,
tienen la ventaja de ser mas estables que el liquido impregnado, su
utilizacién es mas simple y se obtienen eficiencias mayores, por estas
razones, han desplazado casi completamente a la cromatografia de
particion sobre fases impregnadas 6.

La silica es un sustrato reactivo que puede ser enlazado a diversos
grupos funcionales, los mds frecuentemente enlazados a ella' son
cadenas hidrocarbonadas Cg - C 18, grupos fenilo, ciano y amino. La fase
enlazada mas utilizada es el soporte octadecilsiloxi conocido también
como fase C 1g 6 fase ODS 7,

Las fases enlazadas pueden ser utilizadas en fase normal o en fase
inversa,

Bajo cualquiera de sus formas, la retencién y separacién de los
compuestos por cromatografia de reparto se basa en las diferentes
interacciones a las cuales se encuentran sometidos los solutos en el
seno de la fase movil y en el de la fase estacionaria, es decir, depende
de las diferencias de "solubilidad’ de los solutos entre las dos fases *.



En general, los compuestos polares y medianamente polares se separan
por cromatografia de particion en fase normal, las fases enlazadas por
grupos cianopropil y aminopropil son comunes por este uso. Los
compuestos menos polares se separan por cromatografia de particién en
fase inversa y en este caso, las fases enlazadas por grupos C18, Cg ¥
fenilo son las mas utilizadas 7

Como resultado de su gran versatilidad, las fases quimicamente unidas '
han sido responsables de! gran crecimiento de la cromatografia de
liquidos en los Ultimos aflos. Actualmente, las fases enlazadas son el
empaque mas popular en este tipo de cromatografia debido a que la
mayoria de los componentes son solubles en fases mdviles constituidas
por mezclas acuosas - organicas y pueden ser separados en fase
inversa. Se ha estimado que entre el 60% y 90% de todas las
separaciones en cromatografia de liquidos se realiza sobre fases
enlazadas en la modalidad de fase inversa. La razon de esta popularidad
se debe, entre otras, a las siguientes ventajas 4.

* Reproducibilidad de las separaciones.

* Estabilidad de {a columna, si se trabaja entre pH 3 - 7.

* Facil acceso de los disolventes utilizados como fase movil, los
cuales pueden ser obtenidos con un alto grado de pureza.

* Rapido equilibrio de los disolventes en la columna.

* Disponibilidad de una gran versatilidad de fases estacionarias.
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in.1.3.4 Cromatografia de intercambio iénico.

La separacion se basa en la competencia entre la fase movil y la muestra

ibnica por los sitios o grupos activos de una resina intercambiadora de

iones 2.

El intercambio i6nico involucra la sustitucién de una especie idnica por
otra. Algunos de los empaques tienen grupos cargados negativamente y
se utilizan para el intercambio de especies catiénicas. Otros, diseflados
para intercambiar especies anibnicas, estdn provistos de grupos
cargados positivamente. Los grupos funcionales utilizados cominmente
son los de tipo sulfonato para intercambio catiénico y los de tipo amina
cuaternaria para el intercambio aniénico 8

El campo principal de aplicacion de la cromatografia de intercambic
ibnico es el 4rea de la Bioquimica. En efecto, una gran cantidad de
productos biclégicos son sensibles a la temperatura y no pueden
analizarse directamente por cromatografia de gases. Estos productos son
generalmente solubles en agua o ionizables a un pH adecuado, por lo

que su separacién por cromatografia de intercambio idnico es la
indicada .

11.35  Cromatografia de pariénico °.
La cromatografia de pares de iones, puede considerarse un subconjunto
de la cromatografia de fase inversa, en ella se trabaja con especies

ionizadas o ionizables en columnas de fase inversa.

En cromatografia de pares de iones se aiade a la fase mévil un reactivo
de par i6nico en una concentracién baja. El reactivo de par i6nico se
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encuentra ionizado por sf mismo. Un ion del reactivo se retiene en la fase
estacionaria, normalmente neutra, proporcionandole su carga. Esta fase
estacionaria cargada puede entonces retener y separar solutos de iones
orgénicos de carga opuesta, formandose complejos de par iGnico
reversibles con la muestra ionizada. Asl, con un contraién adecuado, los
compuestos idnicos 0 ionizables pueden convertirse en compuestos
eléctricamente neutros que pueden repartirse entre las fases movil y
estacionaria no polar. Al mismo tiempo, la fase estacionaria no habra
perdido su habilidad para retener y separar sustancias organicas no
ionizadas. . ‘

.1.3.6 Cromatografia de supresién iénica 7.

Este tipo de cromatografia es también un subconjunto de la cromatografia
de fase inversa.

Una solucién amortiguadora puede ser adicionada a |la fase mdvil para
ajustar el pH de tal manera que suprima la ionizacién de algunos de los
componentes ionizables de la muestra, de esta forma, se permite la
separacion por cromatografia de fase inversa mucho mas facilmente que
por la cromatografia de intercambio idnico tradicional.

.1.3.7 Cromatografia de exclusién molecular 7,

La cromatograffa de exclusiéon se basa en la retencién selectiva de las
moléculas de los solutos en funcién de su tamario molecular, debido a la
mayor o menor penetracion o incluso a la exclusién de dichas moléculas
de los poros de una fase estacionaria apropiada, asi, las moléculas que
son demasiado grandes para el poro migran rapidamente mientras que
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las que son pequerias penetran en los poros prolongando su tiempo de
elucion.

La cromatografia de filtracién en gel y la cromatografia de permeacion en
gel son frecuentemente referidas como cromatografia de exclusién
molecular. La primera de estas técnicas utiliza un disolvente acuoso
como fase mdvil y es empleada para separar péptidos y proteinas. Por
otra parte, la cromatografia de permeacion en gel utiliza un disolvente
organico como fase mévil y generalmente es aplicada a la caracterizacion
y determinacién de la distribucion de pesos moleculares de polimeros
sintéticos.

1.4 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION
cLap) 5.

Esta técnica es conocida también como Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién, Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia o
Cromatografia Liquida Moderna.

El éxito de la aplicacién de la CLAP para un compuesto dado depende de
la combinacidn correcta de las condiciones de operacion, es decir, del
tipo y dimensiones de la columna, de la composicién y velocidad de la
fase movil, etc.

VENTAJAS Y LIMITACIONES SOBRE OTRAS TECNICAS
ANALITICAS %%,

La cromatografia liquida de alta presion presenta una serie de ventajas
que la han llevado a ser una de las técnicas mas utilizadas hoy en dla,
sin embargo, al igual que toda técnica analitica muestra también
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limitaciones. En la tabla 1, se sefialan algunas de las ventajas y
limitaciones de esta técnica cromatogréfica.

TABLA 1. Ventajas y limitaciones de la cromatografia de iiquidos
de aita presion sobre otras técnicas analiticas.

- VENTAJAS | -~ LIMITACIONES
- Velocidad de analisis. - Lafase mévil debe disolver
- Alta resolucion. la muestra.
- Resultados cuantitativos. - Instrumentacioén costosa.
- Alta sensibilidad. - No existe detector universal
- Automatizacion. y sensible.
- Amplio espectro de - Elevado costo de operacién.
aplicacioén, - Grado de especialidad mayor.

EL PROCESO DE SEPARACION CROMATOGRAFICO 6.

La cromatografia de liquidos de alta presidn es una técnica de
separacion basada en la distribucidn de los compuestos de una muestra
entre dos fases, una estacionaria con gran area de superficie y otra mévil
de naturaleza liquida que fluye a través de la fase estacionaria. Cuando
la mezcla de compuestos es adicionada a la fase mévil, cada uno de
ellos establece equilibrios entre ambas fases reteniéndose
selectivamente en la fase estacionaria. Esto origina que el grado de
movimiento de cada compuesto sea diferente, como resultado, los
componentes de la mezcla son separados.
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Existen dos factores que determinan la eficiencia de la separacién de los
compuestos: la migracidn diferencial y la dispersién molecular.

Migracién diferencial.

La migracién diferencial es originada por las diferencias en las
velocidades de migracién de diferentes compuestos a través de la
columna. La migracién diferencial es funcion del equilibrio de distribucién
de cada uno de los compuestos entre la fase mévil y la fase estacionaria,
por lo tanto, esta determinada por todas aquellas variables que afectan el
equilibrio de distribucion: la composicién de la fase mévil, la composicién
de la fase estacionaria y la temperatura de separacion. Cuando se quiere
alterar la migracion diferencial, basta alterar una de estas tres variables.

La migracion diferencial es la base de la separacidn cromatogréfica, sin
una diferencia en velocidades de migracién para dos compuestos, no es
posible efectuar ninguna separacion.

Dispersion molecular.

La segunda consideracidn para la separacién cromatogréfica es la
dispersion de las moléculas a lo largo de la columna. Esta dispersion es
causada por los siguientes procesos fisicos:

a. Difusion de Eddy. Es originada por los diferentes flujos
microscopicos que la fase mévil sigue entre las particulas
empacadas en la columna, En consecuencia, las moléculas de la
muestra toman diferentes caminos entre el empaque. La difusién
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aumenta progresivamente a medida que la fase mévil atraviesa la
columna.

Transferencia de masa en la fase mdvil. Este proceso fisico se
da por diferencias originadas en el flujo al pasar la fase mévil entre
dos particulas vecinas. La fase mdvil adyacente a las particulas se
mueve lentamente, en consecuencia, las moléculas cercanas a las
particulas de fase estacionaria se despiazan a distancias cortas,
mientras que las moléculas en el centro del flujo io hacen a una
mayor distancia.

. Transferencia de masa en la fasé mévil estancada. Se

denomina fase movil estancada aquella contenida en los poros de
las particulas que forman el empaque de la columna, debido a que
se encuentra practicamente sin movimiento. La transferencia de
masa en la fase movil estancada se presenta debido a la
interaccién de dichos poros con las moléculas de la muestra. Estas
se mueven por difusion hacia adentro y afuera del poro, las
primeras moléculas difunden una gran distancia dentro del poro y
cuando retornan a la fase moévil lo hacen lentamente
trasladandose una cierta distancia dentro de la columna, las
moléculas que difunden posteriormente dentro del poro emplean
menor tiempo dentro de él al encontrarlo saturado, por
consiguiente, retornan rapidamente a |la fase moévil teniendo un
desplazamiento diferente.

Transferencia de masa en la fase estacionaria. Este fenémeno
se presenta debido a las interacciones entre las moléculas
contenidas en el poro y la fase estacionaria. Cuando las
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interacciones son muy fuertes, las moléculas son retenidas
durante mayor tiempo, retornando ientamente a ia fase movil, de
tal manera que viajaran una distancia corta en la columna. En
contraste, las moléculas que interaccionan en menor grado
alcanzaran una distancia mayor.

FASE NORMAL Y FASE INVERSA

La cromatografia de liquidos puede ser llevada a cabo en dos formas, de
acuerdo a la naturaleza de la fase movil y a ia de la fase estacionaria
involucradas en la separacion: en fase normal y en fase inversa.

En la cromatografia de liquidos en fase normal, la retencién depende de
las interacciones entre la parte polar de la fase estacionaria y el soluto.
Para que la retencién ocurra, el material de empaque debe ser mas polar
que la fase movil con respecto a la muestra. Por lo tanto, la fase
estacionaria es generalmente silica y las fases mdviles tipicas son
hexano, cloruro de metileno, dietil éter y mezclas de estos disolventes.

En la cromatografia en fase inversa el empaque es no polar y el
disolvente es polar con respecto a la muestra. La retencion es el
resultado de la interaccion entre los componentes no polares de la
muestra y la fase estacionaria. Las fases estacionarias tipicas son
cadenas hidrocarbonadas (C1g,Cs, etc.) y la fases moviles eslan
constituidas por mezclas de disolventes organicos y agua, tales como:
metanol - agua, acetonitrilo - agua, etc.

En la interpretacion mas estricta, la fase normal y la fase inversa son
términos que estan relacionados unicamente a la polaridad de Ia columna
y de la fase movil con respecto a la de la muestra. En la tabla 2 se
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muestran algunas de las caracleristicas de la cromatografia de liquidos

en fase normal y en fase inversa.

TABLA 2. Caracteristicas de la cromatografia de liquidos en
fase normal y en fase inversa.

CARACTERISTICA

FASE NORMAL

FASE INVERSA

= Polaridad de la
fase estacionaria.

= Polaridad del disalvente.

- Orden de elucion de

Aita.

- Baja - media.

- Eluye primerov

Baja.

- Media - alta.

- Eluye primero

la muestra. el menos polar. el mas polar.
- Efecto del incremento - Reduce el - Aumenta el

de la polaridad del tiempo de tiempo de

disolvente. elucion. elucion.

COMPONENTES DE UN SISTEMA CLAP

25,789

Esenciaimente, un cromatdgrafo de liquidos de alta presion consta de Jas

siguientes partes:

Sistema de bombeo.

La caracteristica fundamental de una bomba cromatografica es que sea
capaz de proporcionar un flujo constante, reproducible, exacto y libre de
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pulsaciones. También es importante su resistencia a liquidos corrosivos y
la facilidad para realizar su limpieza.

La fase moévil debe ser suministrada en un intervalo amplio de flujos y
presiones. Una bomba utilizada en cromatografia de liquidos de alta
presion debe ser capaz de operar en un intervalo de 1500 a 6000 psi.

Para muchas de las columnas sélo es necesario generar gastos
moderados de 0.5 - 2 mL/min. Otra caracteristica deseable en el sistema
de bombeo es la capacidad de manejar un gradiente de disolvente.

Sistema de inyeccién.

Un factor importante para obtener una buena resolucién, es la
introduccién adecuada de la muestra en el sistema. La manera ideal de
introducir o inyectar la muestra es en forma de pequeiio “paquete’ ya que
ésto ayuda a la obtencién de picos simétricos y angostos, Para minimizar
la dispersion de la muestra durante el transporte en la columna, es
recomendable utilizar la tuberia mas corta posible del inyector a la
columna.

La muestra puede ser introducida en el sistema manualmente,
empleando una jeringa de volumen adecuado. Sin embargo, un sistema
que minimiza errores en la introduccion de la muestra consiste en un
inyector automatico. Este dispositivo, ayuda a mantener la
reproducibilidad entre inyecciones y elimina el error en la medicién del
volumen a inyectar.
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Columna.

La columna se considera la parte fundamental de la cromatografia ya que
en ella se lieva a cabo la separacion,

Basicamente, una columna consiste en un segmento de tubo de algun
material inerte, de didmetro uniforme y capaz de resistir altas presiones.
De entre todos los materiales el mas utilizado, es el acero inoxidable.

Las columnas mas utilizadas en CLAP tienen una longitud de 15 - 30 cm
y estan rellenas con particulas de tamano de 3 - 10 micras, las cuales
pueden ser de forma regular o irregular. El diametro interno de las
columnas esta generalmente comprendido entre 2 y 5 mm.

Precolumna.

Es recomendable utilizar una precolumna empacada con la misma fase
estacionaria de la columna analitica, para prolongar la vida Util de ésta.

La funcidn de la precolumna consiste en la adsorcién de componentes
indeseables de la muestra, que al entrar en contacto con la fase
estacionaria pueden modificarla o dafiarla irreversiblemente.

La precolumna no modifica significativamente la eficiencia de la columna,
esld disefada para volumenes totales relativamente pequefos y
volumenes muertos minimos, asi que no causa ensanchamiento de los
picos.
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Detector.

Es un instrumento que mide en forma continua algunas propiedades
fisicoquimicas de los componentes de la muestra y genera en esa forma
una sefial debida a la concentracion de la muestra, conforme ésta sale de
la columna.

Las principales caracteristicas que debe tener un detector son las
siguientes:

a. Capacidad de respuesta. La respuesta generada puede ser
universal o selectiva, de acuerdo a la capacidad del detector para
responder a todo tipo de muestras o a alguna especifica.

b. Alta sensibilidad. La sensibilidad se define como la razén entre la
sefial generada y la cantidad de muestra que produzca dicha sefial.

c. Bajo nivel de ruido. El ruido es la sefal del instrumento que no es
atribuible a la muestra, puede ser ocasionada por pequefias
variaciones en el flyjo o temperatura, fluctuaciones en el voltaje,
burbujas de aire en el sistema, etc.

d. Linealidad. Para utilizar la sefial generada por el detector como una
medida cuantitativa, dicha sefial debe guardar una relacién lineal con
la concentracién de la muestra.

e. Volumen muerto, El volumen de la celda del detector debe ser
pequefio para evitar la pérdida de eficiencia, de preferencia debe ser
menor de 10 pL.
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Los detectores que se emplean son:

- Detector de UV
- Detector de indice de refraccién
- Detector electroquimico

= Detector de fluorescencia

Los detectores de absorbancia en el UV - Visible son los mas
comercializados en CLAP, en los casos mdas favorables permiten la
deteccion de nanogramos de soluto, presentan ademds baja sensibilidad
a las variaciones de temperatura y a las pulsaciones de la bomba.

Registrador.

Al eluir un compuesto ya separado en la columna y pasar por el detector,
la sefial que provoca en éste debe ser registrada por un graficador o un
integrador.

En el caso del graficador, es necesario calcular manualmente el area o
altura obtenida para cada pico.

E! uso de integradores electronicos evita los errores en la medicién de
las areas o alturas de las sefales. Estos integradores registran las

senales e imprimen el drea y/o altura de los picos en forma numérica.

En la figura 2 se presenta el esquema basico de un equipo de CLAP.
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Fase movil,

Aunque la fase mévil no es parte del instrumental propiamente dicho, el
control de la presién, el flujo y la composicién de la misma son muy
importantes durante el proceso de separacion. A continuacion se
mencionan algunas de las caracteristicas que debe presentar toda fase
mévil utilizada en cromatografia liquida:

1. Alta pureza,

2. Disolver la muestra.

3. No degradar o disolver |a fase estacionaria.

4. Baja viscosidad.

8. Compatibilidad con el detector.

6. No interaccionar con las partes del cromatégrafo:
tuberias, valvulas, etc,

Es recomendabile utilizar un recipiente cerrado para evitar la evaporacion
de disolventes volétiles.

El recipiente debe ser preferentemente de vidrio, plastico inerte o
cualquier otro material que no sea atacado por disolventes orgéanicos.
Debe estar acondicionado de tal manera que la fase mévil pueda ser
degasificada y posteriormente succionada a través de un filtro que evite
el paso de pequefias particulas que puedan dafar el sistema de bombeo,
la columna o el detector. La degasificacién de la fase mévil puede ser
realizada por burbujeo de helio 0 con vacio y agitacién. Es aconsejable
también, filtrar previamente la fase mévil a través de membranas con un
tamaiio de poro apropiado.



FIGURA 2

COMPONENTES DE UN EQUIPO BASICO DE CLAP.
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PARAMETROS CROMATOGRAFICOS 2% 71041

Los parédmetros que deben ser considerados para lograr una buena
separacion de los componentes de una muestra son: el numero de platos
tedricos, la resolucion, el factor capacidad, la selectividad y el factor de
coleo.

Platos tedricos (N).

Un plato tedrico es el equilibrio de distribucién de la muestra entre la fase
mévil y la fase estacionaria. El nimero de platos teéricos se calcula de
acuerdo a la siguiente expresion;

N=16 [t/w]

En donde t es el tiempo de retencién de la sustancia de interés y W
es el ancho del pico en la base, obtenido extrapolando los lados del
pico hasla la linea base.

El tiempo de retencion se define como el tiempo en que el
componente de una muestra permanece en la columna y se mide
desde el momento en que se introduce en el sistema hasta el
momento en que se obtiene el punto maximo de la sefal. El tiempo
de retencién es caracteristico de la sustancia y puede variar en
funcién de la columna, de la fase mévil y de la temperatura utilizadas.
Por lo general se expresa en segundos o minutos.
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El nimero de platos ledricos es el pardmetro cromatografico que mide la
eficlencia de la columna, es decir, la capacidad de ésta para proporcionar
picos estrechos y bien separados. A mayor valor de N, la columna tendra
una mayor eficiencia.

El valor de N es dependiente de la sustancia que esta siendo analizada y
de las condiciones de operacion tales como velocidad de flujo,
temperatura, fase estacionaria y dimensiones de la columna.

Resolucién (R).

Es una medida cuantitativa del grado de separacion obtenido entre dos
componentes. Se calcula de la siguiente manera:

Donde ty y t2 son los liempos de retencién para los componentes 1
y2y Wy y W3 son los anchos de las bases de los picos 1 y 2,
obtenidos extrapolando los lados de los picos hasta la linea base.

La resolucién se varia modificando la composicion de 1a fase movil y/o la
naturaleza de la fase estacionaria. Un valor de R mayor o igual a 1.5
significa una separacion completa de los componentes en |a linea base.
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Factor capacidad (k’).

Es una medida de la interaccién del componente de una muestra con una
combinacién especifica de fase moévil - fase estacionaria. El término k' es
una medida del volumen de fase modvil requerido para eluir un compuesto
de la columna. El factor capacidad se calcula de la siguiente manera:

t-to

= esseccscsrs

Donde t es el tiempo de retencién del compuesto en estudio y tg es el
tiempo de retencién de un compuesto no retenido en la columna.

Generalmente, son deseables valores de k' en un rango de 2 a 10, para
obtener una buena separacién.

Selectividad (a).

La selectividad de una columna es una medida de la separacién relativa
de los picos de los compuestos analizados. Se determina a través de la
siguiente relacién:

k'y
(v} = escecccas

k'2

Donde k'y y k'2 son los factores capacidad para los compuestos 1 y 2,
respectivamente.
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La selectividad de una columna es funcién de los coeficientes de
distribucidon de los compuestos a separar.

Factor de coleo (T).

Es una medida de la asimetria de un pico bajo las condiciones de
operacion. Para un pico simétrico el factor de coleo es la unidad. El valor
de T aumenta conforme el coleo va siendo mas pronunciado. El factor de
coleo se expresa por la siguiente ecuacion:

Donde:

Wo .05 = ancho de la base del pico al 5% de la altura con
respecto a la linea base.

f = distancia desde el inicio del pico hasta la mitad de
la anchura con respecto a Wy 05.

En la figura 3, se ilustra Ia determinacion de los parametros
cromatograficos de nlUmero de platos tedricos, resolucién, factor
capacidad, selectividad y factor de coleo.
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.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validaciéon de métodos analiticos es la evidencia documentada por
estudios de laboratorio de que las caracteristicas del comportamiento del
método, satisfacen los requerimientos para las aplicaciones analiticas
deseadas '2.

De acuerdo a ia USP XXIl, los requisitos que debe cumplir la validacién
da un método analitica farmacopeico son: precisién, exactitud, limite de
deteccion, limite de cuantificacién, especificidad, intervalo, linealidad y
tolerancia. '

La informacién que se requiere para la validacién de un método analitico
depende de la aplicacién deseada y en base a ésta los procedimientos

de ensayo se han clasificado en las categorias siguientes 12:

Categorial. Métodos analiticos para la cuantificacion de los
principales componentes del farmaco o de los
principios activos (incluyendo conservadores) en
productos farmacéuticos terminados.

Categoriall. Métodos analiticos para la determinacién de impurezas
en farmacos o productos de degradacién en el
producto  farmacéutico, incluyendo ensayos
cuantitativos y pruebas de limites,

Categoria lll. Métodos analiticos para la determinacién de las
caracleristicas del comportamiento del producto
(pruebas de disolucion, liberacidn de farmacaos, etc.).
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Para cada una de estas categorias los requisitos de validacion son
diferentes. En la tabla 3 se encuentran los parametros necesarios para la
validacién de métodos analiticos en base a las categorias mencionadas.

Tabla 3.

Parametros necesarios para la validacién de métodos analiticos.

sl CATEGORILA

T [ -

* 1| cuantitativa | Prueba de m-
i i _ o B . 1 limite o
Precision. si si no si
Exactitud, si si * .
Limite de
deteccion. no no si *
Limitede
cuantificacion. no si no *
Especificidad. si si s ¢
intervalo. si si * .
Linealidad. si si no .
Tolerancia. s/ si si si

* Puede o no requerirse, dependiendo de la naturaleza del andlisis
particular,

La validacion de métodos analiticos debe asegurar que el método,
instrumentos, disolventes, reactivos y todos los materiales utilizados
durante el andlisis son adecuados para el compuesto analizado "
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CLASIFICACION DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION SEGUN
HOKANSON'*.

Los paréametros de validacién se dividen de {a siguiente manera, en base
a las caracteristicas que evaldan el comportamiento del método:

1. ParAmetros que evalian la adecuabilidad del sistema:

Especificidad,
Linealidad,
Limites de deteccidn y de cuantificacidn.

2. Pardmetros que evalian la efectividad del proceso de
preparacion de la muestra:

Exactitud.

3. Parametros que incluyen aspectos relacionados al sistema, al
proceso de preparacién de la muestra y al analista:

Precision,
Tolerancia.
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DEFINICIONES.

Las definiciones de los pardmetros de validacion, mencionadas a
continuacion, estan enfocadas a la validacion de métodos analiticos por
cromatografia de liquidos de aita presién,

LINEALIDAD.

Es la capacidad del método para asegurar que los resultados analiticos
obtenidas directamente o bien mediante una transformacion matematica
bien definida, son proporcionales a la concentracidn de la sustancia de
Interés dentro de un intervalo de concentracién establecido '2.

En el proceso de validacion del método se debe determinar ia linealidad

del sistema y la linealidad del método analitico ’5.

a) Linealidad del sistema.

La determinacion de la linealidad del sistema tiene como objetivo
demostrar que el sistema cromatogréfico, especialmente el
detector, origina una respuesta lineal de la sustancia de interés
dentro de un intervalo de concentracién, en cuyo punto
intermedio se encuentra el 100% de la cantidad a cuantificar por
el método de analisis.

La linealidad del sistema se evalua a través de la correlacion
existente entre la concentracion y la respuesta obtenida de la
sustancia de interés. Una linea recta que pasa por el cero, indica
una linealidad apropiada del instrumento dentro del intervalo
establecido 13.
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. b) Linealidad del método.

Los estudios de linealidad demuestran la capacidad del metodo
para proporcionar resultados directamente proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra, dentro de un intervalo
de concentracién establecido “.

La linealidad del método se expresa en términos de la variacion
alrededor de la pendiente calculada por regresion lineal, por otra
parte el intercepto es una medida de los errores sistematicos del
método 16, 17.

Un método se considera lineal si la relacion de la cantidad recuperada en
funcion de la cantidad adicionada, presenta el comportamiento de una
. . - 18,19
linea recta cuyos parametros son los siguientes :

Pendiente = 1
Ordenada al origen = 0
Coeficiente de correlacion = 1

EXACTITUD.

La exactitud del método es la concordancia absoluta entre el contenido

del analito obtenido al aplicar el método a la muestra y el valor verdadero
, . 20

del contenido del analito en la muestra
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Generalmente se expresa como el por ciento de recobro obtenido del
analisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia de interés 2.

Precision,

La precisién de un método analitico es el grado de concordancia entre
resultados individuales obtenidos cuando el procedimiento es aplicado

repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea 12

Usualmente se expresa en términos de desviacion estdndar o de
desviacién estandar relativa.

La precision es una medida del grado de repetibilidad y/o
reproducibilidad del método analitico bajo las condiciones de operacién
establecidas.

a) Repetibilidad.

Es la precisibn de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes,
realizadas bajo las mismas condiciones de operacién.

b) Reproducibilidad.

Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes,
realizadas bajo condiciones diferentes de operacién.
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En el proceso de validacion de un método analitico se evalla la precision
del sistema y la del método 13.

1) Precision del sistema “.

Es determinada como repetibilidad del sistema.

Esta prueba determina si el sistema cromatogréfico elegido es
capaz de detectar siempre la misma cantidad de la sustancia de
interés, con la minima variacién posible, cuando es analizada
repetidamente.

2) Precision del método *5.

La precision del método es evaluada como repetibilidad y
reproducibilidad.

El Vocabulario Internacional de Metrologia 21 sefala que el término de
exactitud 2 es un concepto cualitativo y que el término de precisién 21 no
debe ser utilizado para indicar exactitud.
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Limite de deteccién.

Es la minima concentracion de la sustancia de interés presente en una
muestra, que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada
bajo las condiciones de operacion establecidas 12.

Generalmente se expresa como un valor del umbral de ruido en unidades
de concentracion 2

Un estimado del limite de deteccién es determinado como la respuesta
igual a dos veces el nivel de ruido del sistema cromatografico 1222

Limite de cuantificacién.

Es la concentracion mas baja de la sustancia de interés que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables bajo las condiciones de
operacion establecidas "

Un estimado del limite de cuantificacion es determinado como cinco
veces el limite de deteccién o como la respuesta igual a diez veces el
nivel de ruido del sistema cromatografico 12'21.

Tolerancia.

La tolerancia del método es el grado de reproducibilidad de los

resultados analiticos obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo

modificaciones de las condiciones de operacién establecidas 12.
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Generalmente se expresa como la carencia de influencia en los
resultados analiticos obtenidos por cambios en las condiciones de
operacion establecidas.

Para determinar la tolerancia del método es necesario identificar
primeramente las variables criticas del mismo, para lo cual es .
conveniente subdividirio en partes, las cuales pueden involucrar al
equipo, al analista y al método. En la figura 4 se muestra esta divisién 23.

Figura 4.

Relaciones entre el equipo, método, técnicas y muestra en una
secuencia tipica del analisis de un producto farmacéutico.

PRODUCTO HOMOGENEO
METODO CONFIABLE
f ' !
EQUIPO ANALISTA
Peso de la sustancia
Adaptabilidad de referencia.
sis?:r‘n . Peso de la muestra
COMBINACION Extraccidn del

principio aclivo

\ANALISTA 1 EQUIPO /

Andlisis de
la muestra

[ Manejo de datos l

RESULTADOS FINALES
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De los resultados de estos estudios, se obtienen los detalles que definen
y fijan las variables criticas del método, los cuales deben ser incluidos en
el procedimiento analitico. La importancia de estos estudios no puede ser
sobre-estimada. Aunque su realizacién consume tiempo, es
recomendable llevarlos a cabo, debido a que evitan la obtenciéon de

resultados inesperados 3.

Un aspecto importante a considerar dentro de la tolerancia del método,
se refiere a la estabilidad de las soluciones de la sustancia de referencla
y de las soluciones muestra, determinacidon que se describe a
continuacion.

Estabilidad de soluciones analiticas 15.

La estabilidad de las soluciones analiticas indica la propiedad de una
muestra preparada para su cuantificacion, de conservar su integridad
fisicoquimica y la concentracién de la sustancia de interés, después de
ser almacenada durante un tiempo determinado bajo condiciones
especificas.

ESPECIFICIDAD.

Es la capacidad del método analitico para cuantificar exacta y
especificamente a la sustancia de interés, en presencia de los

. 1
componentes que puedan estar presentes en la matriz de la muestra 2.

La demostracion de especificidad muestra su maxima aplicacién cuando
la técnica propuesta se emplea para determinar el compuesto en estudios
de estabilidad.
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Un método indicador de estabilidad debe ser capaz de separar a la
sustancia de interés de excipientes, sustancias relacionadas, impurezas
de la sintesis y productos de degradacion.

Generalmente se expresa como la interferencia obtenida entre el analisis
de muestras adicionadas de productos de degradacién, sustancias
relacionadas o ingredientes del placebo y el andlisis de muestras sin
adicién de impurezas. La especificidad es una medida del grado de
interferencia (o ausencia de ) en el analisis de muestras complejas.

La determinacion de la prueba de especificidad en métodos indicadores
de estabilidad esta limitada tanto a la informacién conocida de la
sustancia de interés, como a la de las posibles interferencias y a la
disponibilidad de éstas ultimas 2.

Si las sustancias relacionadas, subproductos de la sintesis y productos
de degradacion son conocidos y estan disponibles, deben adicionarse a
placebos del producto y demostrar que no interfieren con la respuesta de
la sustancia en estudio.

En el caso de que los productos de degradacion de la sustancia de
interés no sean conocidos, la especificidad del método se demuestra
ante productos de degradacién formados en muestras sometidas a
condiciones que aceleran la descomposicién del producte. La seleccion y
aplicacion de estas condiciones de degradacion, en la demostracion de la
especificidad de la metodologia propuesta, se realiza en funcién de la
investigacion de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia de
interés y del producto por analizar con el fin de seleccionar aquellas
condiciones que proporcionen resultados adecuados.
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La especificidad del método debe ser demostrada también ante
productos de degradacién de los excipientes de la formulacion del
producto, lo cual se consigue acelerando la degradacion del placebo bajo
condiciones de degradacién adecuadas ".

Las muestras degradadas son analizadas con la técnica propuesta,
verificando que los productos de degradacion puedan ser separados de
la sustancias de interés.

Es aconsejable analizar las muestras degradadas con un método
alternativo indicador de pureza, tal como la cromatografia en capa
delgada, modificando la fase movil, la fase estacionaria e incluso el
revelador para asegurar que no existe ningun compuesto que interfiera,
una segunda opcion consiste en hacer cambios en la longitud de onda a
la que se detecta el producto y comparar los resultados obtenidos en la
longitud de onda original 8 El empleo de un sistema de deteccion por
arreglo de diodos permite comprobar la pureza de las sefales
cromatograficas de los compuestos de interés, al comparar
simultdneamente los espectros de las sefiales obtenidas en barridos
realizados a diferentes longitudes de onda "

ADAPTABILIDAD DEL SISTEMA 5

El buen funcionamiento de un cromatdgrafo de liquidos se verd
influenciade en la calidad del analisis. Por lo tanto, es necesario
caonsiderar todos los componentes del sistema, principalmente la columna
y el flujo de la fase mdvil con el fin de obtener resultados optimos en la
separacion.
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La adaptabilidad del sistema es una determinacién que tiene como
objetivo, establecer las especificaciones de los pardmetros
cromatograficos necesarios para obtener resultados confiables en un
analisis . El poder de separacién en cualquier sistema de cromatografia
de liquidos de alta presién, es funcién principaimente de los parametros
de platos tedricos, factor de coleo, factor capacidad y resolucion.

La adaptabilidad del sistema es una prueba que debe ser realizada dia a
dia antes de la inyeccion de las muestras por analizar, para asegurar la
efectividad del sistema.

La esencia de este tipo de pruebas es el concepto de que el equipo en
general, las partes electronicas, las operaciones analiticas y la muestra,
constituyen un sistema analitico completo que puede someterse a una
prueba general de funcionamiento.

Los valores aceptables para los parametros de la adaptabilidad del
sistema pueden ser establecidos a partir de los resultados obtenidos en
las pruebas de especificidad y de tolerancia del método analitico.
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.3 CORTICOESTEROIDES

Las gléndulas suprarrenales constan de dos partes diferentes en origen,
estructura y funciones. La médula, de origen ectodérmico, similar al
origen del sistema nervioso y la corteza, de origen mesodérmico, similar
a las génadas 25.

Desde la tercera década de este siglo, ya se aceptaba que es la corteza
y no la médula, ja fraccién de la gldndula que mantiene la vida. Si bien es
posible que la vida continte cuando la funcién de la corteza adrenal esta
totalmente suprimida, aparecen desérdenes metabélicos graves y se
pierde totalmente la capacidad de respuesta del organismo al estrés
fisiolégico o ambiental. Este papel vital de la corteza adrenal se debe a la
produccién de un grupo de hormonas de naturaleza esteroide 26, 27.

La corteza suprarrenal sintetiza dos clases de esteroides. los
corticoesteroides con 21 dtomos de carbono y los andrégenos con 19,
Los principales corticoesteroides son el cortisol, la corticosterona y la
aldosterona 26.

CLASIFICACION Y ACCION FARMACOLOGICA.

De acuerdo a las potencias basadas en la retencién de Na' y al depdsito
de glucogeno, las corticoesteraides se clasifican tradicionalmente en dos
grupos principales: mineralacorticoides y g!ucocorticoidesze.
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MINERALOCORTICOIDES.

Los mineralocorticoides estan involucrados en la retencién de iones
sodio (Na*) en el fluido extracelular y iones potasio (K*) dentro de la
célula, manteniendo asi la distribucion normal de agua y de iones cloruro
(CI"), dando como resultado el mantenimiento del volumen y presion
sanguineos. Su regulacién y funcién estan estrechamente relacionadas
con el sistema renina - angiotensina y tienen gran importancia en la
clinica de la hipertension 25

GLUCOCORTICOIDES.

Los glucocorticoides aumentan la glucemia y el glucdgeno hepatico, por
estimulo de la gluconeogénesis a expensas de proteinas; promueven la
movilizacion de &cidos grasos y el catabolismo proteico. También tienen
efectos importantes sobre el sistema hematopoyético haciendo decrecer
el nimero de linfocitos, eosindfilos y basdfilos, mientras que aumentan el
numero de neutréfilos, plaquetas y eritrocitos 2

Los glucocorticoides parecen afectar a todas las células, aungue no de la

misma manera. El interés se enfoca principalmente en sus efectos
.. . . 7

antiinflamatorios @ inmunosupresores 2

ACCIONES ANTIINFLAMATORIAS E INMUNOSUPRESORAS 26,

Las acciones inmunosupresoras y antiinflamatorias de los
glucocorticoides estan estrechamente relacionadas, porque son el
resultado de la inhibicion de las funciones especificas de los leucocitos.
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En varios casos. estos efectos son consecuencia de la inhibicién inducida
por los glucocorticoides sobre la produccidn y/o la accion de las
linfoquinas.

Acciones antiinflamatorias.

Los glucocorticoides tienen la capacidad de prevenir o suprimir el
desarrollo de las manifestaciones de la inflamacién. Inhiben la respuesta
inflamatoria, cualquiera que sea el agente causal: radiante, mecanico,
quimico, infeccioso o inmunolégico.

Los corticoesteroides inhiben no sélo los fenémenos tempranos del
proceso inflamatorio (edema, depédsito de fibrina, dilatacion capilar,
migracién de leucocitos hacia el area inflamada y actividad fagocitaria),
sino también las manifestaciones tardias (proliferacion de capilares y
fibroblastos, depdsito de colageno y alin mas tarde, cicatrizacién).

La supresion de la inflamacion por parte de los glucocorticoides, se debe
a la capacidad que presentan para inhibir el reclutamiento de leucocitos y
monocitos - macréfagos en las areas afectadas, inhibiendo |a capacidad
de estas células para elaborar diversas sustancias quimiotacticas, asi
como factores que intervienen en la mayor permeabilidad capilar,
vasodilatacién y contraccidn de diversos musculos lisos no vasculares.

Acciones inmunosupresoras.

Los glucocorticoides también son muy valiosos para el tratamiento de
enfermedades que resultan de reacciones inmunes indeseables. Estas
enfermedades varian desde condiciones que son el resultado de la
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inmunidad humoral, como la urticaria, hasta aquellas mediadas por
mecanismos de inmunidad celular, como el rechazo de transplante de
organos. Los glucocorticoides no eliminan los estados de inmunidad
humoral o celular, pero impiden sus manifestaciones. Hasta el momento,
la mayoria de las acciones estudiadas, implican la destruccién de la
comunicacion intracelular entre los leucocitos a través de la interferencia
en la produccidn de la funcién de las linfoquinas.

METODOS DE ANALISIS DE CORTICOESTEROIDES.

Actualmente se dispone de una amplia variedad de técnicas analiticas
para el andlisis cuantitativo de corticoesteroides, entre las cuales se
encuentran separaciones cromatograficas, determinaciones
espectrofotométricas y electroquimicas. A continuacion se describen los
métodos mds utilizados en la cuantificacion de corticoesteroides en
productos farmacéuticos.

e METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS.

Los corticoesteroides pueden ser analizados cualitativa y
cuantitativamente por espectrofotometria ultravioleta, visible e infrarroja.
1. Espectrofotometria visible y ultravioleta.

- La espectrofotometria de absorcion consiste en la medida de Ia
absorcion, por las diferentes sustancias, de una radiacion
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eiectromagnética de longitudes de onda en una banda bien definida y
estrecha, esencialmente monocromatica 5.

Cuando las moléculas interactian con la energia radiante, en la
region visible y ultravioleta, la absorcién de energia consiste en el
desprendimiento de un electrdn externo de la molécula. En los
compuestos covalentes saturados que contienen heteroatomos, estan
presentes electrones p sin compartir, ademas de electrones o. La
absorcién de la energia incidente se produce como resultado de una
transicion n —» o *. En los compuestos no saturados, la absorcién
resulta en el desprendimiento de electrones n. Las moléculas que
contienen grupos absorbentes simples, [lamados cromdforos,
presentan transiciones a longitudes de onda caracteristicas 8

El uso de la espectrofotometria de absorcidn en las zonas visible
( 380-780 nm ) y ultravioleta ( 190-380 nm ) como procedimiento de
valoracion, se basa en el hecho de que la absortividad de una
sustancia suele ser una constante independiente de la intensidad de
la radiacién incidente, de la longitud de la celda y de la concentracién,
por lo cual, la concentracion puede ser determinada
fotométricamente °.

a. Absorcién visible.

Se basa en la medicién de la absorcién visible de soluciones
coloridas producidas por la reduccién de diferentes sustancias al
reaccionar con corticoesteroides. El andlisis simultdneo de una
solucién blanco y una curva de calibracién permite la
determinacion de la concentracién del corticoesteroide analizado.
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Los métodos reportados en la literatura para la determinacion de
corticoesteroides emplean reacciones con azul de tetrazolio,
fenilhidrazina e isoniacida 28'29. De estos, el método maés
utilizado y optimzado es e que emplea azul de
tetrazolioao':"'”'“.

En la actualidad, la reaccién del azul de tetrazolio para la
determinacién cuantitativa de corticoesteroides tiene muchas
variantes, pero el método mas utilizado es una modificacion del
procedimiento de Mader y Buck:", el cual es el método

farmacopeico oficial para la valoracion de esteroides totales 5.

En soluciones altamente alcalinas, el azul de tetrazolic oxida al

alfa carbonil de la cadena lateral del C-17 de los corticoesteroides

y él se reduce cuantitativamente para producir un compuesto

colorido cuya concentracion se mide espectrofotométricamente a
1,5,

A =525nm

. Absorcién ultravioleta,

Se basa en la comparacion de la absorbancia producida por la
solucion de la sustancia problema con la absorbancia de una
solucién de la sustancia de referencia °.

La determinacion cuantitativa de los corticoesteroides por
espectrofotometria en el ultravioleta puede ser realizada en virtud
de la presencia del cromdforo AY-3- ceto, el cual presenta una
absorti;iddad molar de aproximadamente 10,000 a A= 254 nm, en
etanol ™.
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2.

Absorcién infrarroja.

Se basa en la medicién de la absorcién de luz producida por la
interaccién de los grupos funcionales con energia radiante en el
rango de infrarrojo en funcién de la longitud de onda 5.

La cuantificacidn por espectrofotometria infrarroja constituye el
método oficial de cuantificacion de Acetato de Parametasona en
tabletas (USP XXil).

METODOS CROMATOGRAFICOS.
Cromatografia de liquidos de aita presién.

La cromatografia de liquidos de alta presién representa la técnica
analitica de eleccion para el desarrollo de métodos de cuantificacion
de corticoesteroides en productos farmacéuticos, debido a que
permite la generacion de métodos exactos, precisos, sensibles y
sobretodo, especificos, ante excipientes, sustancias relacionadas y
productos de degradacion 29,36

Las modalidades de cromatografia de particion en fase normal y en
fase inversa pueden ser aplicadas a la cuantificacion de
corticoesteroides en productos farmacéuticos. En la actualidad,
existen reportados en la literatura una gran variedad de métodos
analiticos que utilizan cromatografia de liquidos de alta presién para
la cuantificacion de corticoesteroides en diversas formas
farmacéuticas 2%+ 38 37. 38. 39,
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La deteccion de corticoesteroides, generalmente se realiza por
absorcién en el ultravioleta, aprovechando la presencia del grupo
croméforo dienona, el cual presenta un méximo de absorcion

aproximadamente a A = 242 nm 12.

También existen métodos que utilizan cromatografia de liquidos de
alta presion acoplada a un sistema de derivatizacion post - columna,

para realizar la determinacién de corticoesteroides °

. Cromatografia en capa delgada.

La cromatografia en capa delgada presenta un amplio desarrollo de
técnicas para la determinacion de corticoesteroides en productos
farmacéuticos“"2'43'“'45, sin embargo, su aplicacion ha
disminuido considerablemente debido al surgimiento de la
cromatografia de liquidos de alta presion.

Después de la separacién cromatografica en placa, la cuantificacién

de corticoesteroides puede ser realizada por espectrofotometria al
ultravioleta, al visible o por fluorodensitometria ‘2.

METODOS ELECTROQUIMICOS
. Polarografia.
La polarografia es un método analitico en el cual se reducen (o con

menos frecuencia se oxidan) cantidades pequefias de materia por
electrdlisis, en un electrodo de goteo de mercurio. La corriente de la
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celda en el curso de la electrélisis se mide a varios voltajes y se
grafica la curva corriente - voltaje. Existe una meseta en la curva, en
la cual, la corriente es proporcional a la concentracién de la sustancia
reducible en la solucién. Empleando una curva de calibracién
adecuada, se puede determinar la concentracién de la sustancia
reducible *©.

Se han diseflado métodos polarogréficos para la determinacién de
corticoesteroides en varias formas fannacéuticas"'“'“.
estableciéndose un mecanismo de electrorreduccién polarogréfica de

algunos A‘,3 - cetoesteroides y A 1".3 - cetoesteroides 50.

La aplicacién de la polarografia en el andlisis farmacéutico de
productos en estabilidad esté limitada, debido a que, al no realizarse
previa a lectura polarogréfica, una separacion de los componentes de
la muestra, dificilmente puede ser utilizada en estudios de estabilidad,
sélo sera aplicable si la degradacion destruye totaimente el grupo

funcional que se reduce en la lectura polarogréfica 51.



g MONOGRAFIA DE ACETATO DE PARAMETASONA
Nombres 52,63,54

Quimico: 6q - fluor - 11p. 17, 21 - trihidroxi - 160, - metil pregna -
1,4 - dieno - 3,20 - diona - 21 - acetato.

6a - fluor - 16a - metilprednisolona - 21 - acetato.
Genérico; Acetato de Parametasona.

Registrados: Dilar, Haldrona, Monocortin, Triniol.

Estructura quimica 12

Co4H3,06F 434.50

CH,00CCH,

co
H CH, |_.- OH

51
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Descripcioén 2
Polvo cristalino, esponjoso, blanco a blanco cremoso, inodoro, debe
evitarse la exposicién a la luz.
27
Temperatura de fusién

Funde a 240 °C con descomposicion.

Solubilidad %

Soluble en cloroformo ( 1 g en 50 mL ), éter, metanol ( 1 g en 40 mL ),
acetona y etanol. insoluble en agua.

Ensayos de identidad 12,54

1. Por reaccién quimica.

Disolver 5§ mg de muestra en 2 mL de metanol. Adicionar 0.5 mL de
solucion metandlica de azul de tetrazolio al 0.2% y 1.5 mL de solucién
metandlica de NaOH al 12%. Después de un minuto se obtiene un
color rosa - purpura.

2. Espectroscopla Infrarroja.
El espectro de absorcion en la region infrarroja, de una dispersion en

bromuro de potasio, de Acetato de Parametasona previamente secado
en vacio a 105 °C durante 4 horas, exhibe maximos a las mismas
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longitudes de onda que una solucion de la sustancia de referencia
similarmente preparada y analizada.

3. Espectroscoplia ultravioleta.

El espectro de absorcién ultravioleta de una solucién de 1 en 50 000
de Acetato de Parametasona en metanol exhibe méximos y minimos a
las mismas longitudes de onda que una solucién de la sustancia de
referencia de Acetato de Parametasona, similarmente preparada y
analizada. Las absorbancias respectivas, calculadas sobre base seca,‘
a la longitud de onda de maxima absorcidn ( aproximadamente a
242 nm ), no difieren en mas del 4.0%.

4. Rotacién especifica.

La rotacion especifica de una solucién cloroférmica de 10 mg/mL,
calculada sobre base seca, se encuentra entre + 67° y + 77°,

§. Difraccién de rayos X.

E! patron de difraccion de rayos X de Acetato de Parametasona,
cumple lo descrito en la USP XXII, pagina 1017.

Ensayos de pureza 5.‘

a. Una solucién al 1% en cloroformo debe ser clara y libre de materia
extraia.

b. Metales pesados: No mas de 20 ppm.
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c. Arsénico: No mas de 5 ppm.

d. Esteroides relacionados y otras impurezas: No mas de 3 %.

Pérdida al secado 12

No més del 1% de su peso cuando se seca en vacio a 105°C por 4 horas.
' 84

Residuo de Ignicién

No més de 0.1%.

Valoraclén 12
a) Materia prima.

Contiene no menos de 95.0% y no mas de 101.0% de Acetato
Parametasona calculado sobre base seca.

La valoracién oficial ( USP XXIl ) de Acetato de Parametasona en
materia prima, inicia con la separacién e identificacién de la sustancia
de interés por medio de cromatografia en capa delgada, utilizando
silica gel como fase estacionaria y una mezcia de cloruro de
metileno:nitrometano:acido acético glacial (60:40:1), como fase
mévil. Después de identificar y separar las bandas de silica gel
correspondientes a las soluciones de la sustancia de referencia y de
la muestra, la cuantificacién es realizada por comparacién de la
absorcién ultravioleta a A= 242 nm de ambas soluciones, similarmente
preparadas y analizadas.
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b) Tabletas.

Contiene no menos del 85.0% y no mas del 115.0% de la cantidad
etiquetada de Acetato de Parametasona.

De acuerdo al método oficial ( USP XXil ), el andlisis cuantitativo de
Acetato de Parametasona en tabletas, se realiza por
- espectrofotometria de infrarrojo a una longitud de onda de méxima
absorbancia de 6.04 um. ' ‘ |

El Acetato de Parametasona es extraido de la matriz y separado de
los excipientes con una serie de extracciones agua - cloroformo. La
cuantificacién se realiza por comparacion de la absorbancia de
soluciones de la sustancia de referencia y de la muestra, similarmente
preparadas, obtenidas a A = 6.04 um, utilizando celdas de 1 mm y
cloroformo como blanco.

Indicaciones terapéuticas 86

El Acetato de Parametasona es un glucacorticoide sintético, con
propiedades  antirreumdticas, antiinflamatorias y  antialérgicas,
demostradas ampliamente. Por lo tanto, estd indicado en todos los
padecimientos que respanden al tratamiento con glucocarticoides.

El uso terapéutico del Acetato de Parametasona comprende entre otras,
su aplicacién en los siguientes padecimientos: artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, dermatitis por contacto, asma bronquial, neuritis
optica, Sindrome de Loeffler no tratable por otros métodaos, purpura
trombacitopénica idiopatica en adultos, manejo paliativo de la leucemia
aguda en la nifiez, colitis ulcerativa, etc.
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Farmacocinética &6

El Acetato de Parametasona posee una vida media bioldgica prolongada
(36 -72 horas ).

Después de su administracién oral, el Acetato de Parametasona se
absorbe en forma rdpida y completa en el tracto gastrointestinal. E!
metabolismo se lleva a cabo en el higado y en menor grado en rifién y
tejidos. La via de eliminacion es la renal.

Contraindicaciones b

La terapia con Acetato de Parametasona estd contraindicada pero si es
necesario se debe usar con la mayor precaucién, en las siguientes
enfermedades: ulcera péptica, cardiopatia o hipertension con
insuficiencia cardfaca congestiva, infecciones, psicosis, diabetes,
osteoporosis, glaucoma y herpes simple.

Efectos secundarios %

A dosis altas o administrado por periodos prolongados, puede producir
alteraciones hidroelectroliticas, facies lunar, insomnio, hipertricosis,
hipertension y otras alteraciones de menor importancia. En terapias
prolongadas a dosis altas, puede presentarse cuadro de sindrome de
Cushing.
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Dosis y vias de administracion,
® Formulacién oral: Dosis inicial diaria: 2 a 24 mg.
¢ Formulacién inyectable:

= Administracién intramuscular. Tratamiento inicial; La dosis
inicial es de 10 - 40 mg cada 48 horas.

~ Tratamiento de sostén: 10 - 40 mg cada dos a cuatro
semanas. La dosis debera ser reducida gradualmente.

= Administracién intraarticular o periarticular: 5 -20 mgcada § a
20 dias.
Presentaciones farmacéuticas 56
Tabletas 1, 2 y 6 mg.
Suspensién inyectable de 20 mg/mL.
Toxicologia 52
La DLsp en rata es de 392 + 23 mg/Kg en dosis Unica por via
intraperitoneal.
. 27

Empaque y almacenamiento

Conservar en recipientes bien cerrados y potegidos de la luz.
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IV. PARTE EXPERIMENTAL

El farmaco en estudio es el Acetato de Parametasona formulado en dos
presentaciones farmacéuticas: tabletas y suspensién. A continuacion, se
presenta la formulacién cuali - cuantitativa de ambos productos:

Cada tableta contiene:

Acetato de Parametasona ...........ccoceooceeveenivineennn 1mg
Excipiente C.D.p.....c...ccvvvivveiiin e 170mg

Cada 100 mL de suspension contienen:

Acetato de Parametasona............ccceveeiveveeerireennen 20mg
Excipiente C.h.p....c..ccccovvvvireirviiirere e, 100 mL

El trabajo experimental consistié en el desarrollo y validacién de un
método de andlisis por cromatografia de liquidos de alta presién en fase
inversa, para cuantificar este principio activo en las formulaciones citadas
durante estudios de estabilidad.

La parte experimental se encuentra dividida en tres partes, en la primera
se mencionan las etapas a través de las cuales se llevé a cabo el
desarrollo del método, en la segunda se describe la metodologia
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propuesta para el analisis cuantitativo de Acetato de Parametasona en
tabletas y en suspension, y finalmente en la tercera etapa, se describe el
procedimiento de validacion dei método analitico.

A. DESARROLLO DEL METODO.

La finalidad del desarrolio de métodos por cromatografia de liquidos,
para el andlisis de preparados farmacéuticos, consiste en la busqueda y
seleccion de condiciones cromatogréficas adecuadas que generen una
resolucién 6ptima entre |a sustancia en estudio y demas componentes de
la formulacién, de tal manera que permitan determinar cuantitativamente
el compuesto de interés en el producto analizado.

Para lograr ésto, el desarrollo del método analitico debe iniciarse
estableciendo los objetivos que se persiguen con su aplicacién. Para el
caso particular de este trabajo, se desea desarrollar un método indicador
de estabilidad de Acetato de Parametasona formulado en tabletas y en
suspension. Asi, un mismo sistema cromatografico (fase mévil y columna)
debera ser especifico ante los excipientes y productos de degradaciéon
presentes en ambas matrices. Por otra parte, la precisién del método
debera ser menor o igual a 1.5% y los tiempos de corrida cromatogréfica
seran tan cortos como lo permita la prueba de especificidad y la
adecuabilidad del sistema.

Una vez establecidos los objetivos del método, las caracteristicas
fisicoquimicas y de estabilidad de la sustancia en estudio y de los
excipientes de la formulacién, se determinan las condiciones iniciales de
separacion. La revision bibliogréfica seflala que el Acetato de
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Parametasona es un princlpio activo soluble en metanol, acetonitrilo,
cloroformo y éter. Basandose en que la técnica de andlisis elegida es
cromatografia de liquidos en fase inversa, los disolventes a considerar
son metanol y acetonitrilo, Por razones de toxicidad y costos, el
disolvente de primera sleccién es metanol. '

En lo referente a la estabilidad de Acetato de Parametasona en solucion,
existen estudios reportadosaav que revelan que los corticoesteroides de
estructura similar son especialmente estables a pH = 4.

Por otra parte, el estudio de la composicién de las muestras, indica que
los excipientes de ambas formulaciones, tabletas y suspensién, son
altamente solubles en agua.

En base a lo anterior, una fase movil compuesta de metanol - agua con
ajuste de pH cercano a 4 es adecuada para el analisis de Acetato de
Parametasona y puede ser utilizada fambién como disolvente de dilucién
de las muestras, ya que la adicién de agua lograra la dispersion de los
excipientes de la formulacién, tabletas o suspension, favoreciendo la
interaccion Acetato de Parametasona-metanol, lograndose de esta
manera, |a solubilizacion del principio activo y por lo tanto su extraccién
de la matriz.

La preparacién preliminar de la muestra es el siguiente paso en el
desarrolio del método, en esta parte, el tamario de la muestra es un factor
importante principalmente en la busqueda de respuestas lineales en un
intervalo de concentracidn. De acuerdo al coeficiente de absortividad
molar para Acetato de Parametason352 (log € = 4.16), una absorbancia
alrededar de 0.6 unidades se obtiene con una concentracion aproximada
de 0.02 mg/mL, la cual se obtiene en el caso de las tabletas, diluyendo la
muestra correspondiente a 170 mg de granulado (equivalente a 1 mg de
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principio activo), a 50 mL y en el caso de la suspension, diluyendo 5 mL
de muestra (equivalente a 1 mg de principio activo), a 50 mL.

El maximo de absorcién de Acetato de Parametasona se encuentra a una
longitud de onda de A = 242 nm, sin embargo, debido a la mayor
disponibilidad de detectores de longitud de onda fija con filtros de A = 254
nm, se realizaran iniciaimente recobros a esta longitud de onda,
evaludndose la exactitud del método.

Los resultados obtenidos en los ensayos lievados a cabo con las
condiciones iniciales de separacién y preparacion preliminar de la
muestra, determinan las acciones a seguir para su optimizacién.

La aparicién y los tiempos de retencion de los excipientes y productos de
degradacién de ambas formulaciones (los cuales seran funciéon de su
afinidad por la columna), sefialan el orden de elucién que debera
presentar el estandar interno en la corrida cromatografica para conservar
la especificidad del método.

Un método analitico desarrollado en base a los objetivos de aplicacién y
a las propiedades fisicoquimicas de la sustancia y del producto en
estudio, permitira que sea utilizado en las aplicaciones deseadas,
siempre bajo las condiciones experimentales establecidas.

En la figura 5 se presentan las etapas a través de las cuales, se llevd a
cabo el desarrollo del método analitico.



Figura 5.

Etapas del Desarrolio del Método.
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B. DESCRIPCION DEL METODO.

1.MATERIALES

a. Instrumentos y equipos

Cromatégrafo de liquidos de alta presion, Waters, equipado con
los siguientes médulos:

1) Bomba isocrética, modelo 6000 - A.

2) Automuestreador WISP, modelo 712 - D.

3) Detector de longitud de onda fija, modelo 440.

4) Integrador electrénico, modelo 3392 - A, Hewlett Packard.

Cromatografo de liquidos de alta presion, con detector por arreglo
de diodos, modelo 79886 - A, Hewlett-Packard .

Balanza analitica con sensibilidad de 0.01 mg, modelo 1712,
Sartorius.

Potenciémetro, modeio @ 45, Beckman.

Parilla de agitacién magnética, modelo PC - 320, Corning.

Bomba de vacio, Barnat.

Bafo de ultrasonido, modelo B52, Branson,

Agitador mecéanico mixer, modelo 16700, Thermolyne.

Centrifuga, modelo K, {EC.
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b. Material.

* Matraces Kitasato de 1000 mL.

* Probetas de 1000 mL.

* Matraces Erlenmeyer de 1000 mL.

* Morteros con pistilo.

* Matraces volumétricos de 25 mL.

* Matraces volumétricos de 50 mL .

* _Pipetas volumétricas de 2 mL.

* Pipetas volumétricas TC de 5 mL.

* Pipetas Pasteur.

* Vasos de precipitado de 250 mL..

¢ Tubos de ensaye de 150 x 100 mm con tapén de rosca.

¢ Gradilla para tubos de ensaye.

¢ Filtros acrodisc de 0.40y, Millipore.

* Viales de 1mL, Waters,

.* Embudo de filtracion de 10 cm de didmetro, modelo OM-39,

Millipore.

e Membranas de filtracion tipo HA de 0.45u y GVWP de 0.22,
Millipore.

¢ Barras magnéticas, Spinbar.

c. Reactivos y disolventes.

e Sustancia de referencia secundaria de Acetato de
Parametasona.

* Sustancia de referencia interna de Difenilamina, J.T. Baker.

* Acido acético glacial, grado reactivo analitico, J.T. Baker.

* Agua grado cromatografico, Tecsiquim.

* Metanol grado cromatografico, Maliinckrodt,

* Metanol grado reactivo analitico, Mallinckrodt.
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2. SISTEMA CROMATOGRAFICO

a. Sistema de separacion.

Columna analitica: Hypersil ODS con tamafio de particula de 5p y
dimensiones de 25 cm de longitud y 4.6 mm de diametro interno.

Precolumna empacada con Vydac SC-201 RP, con tamafio de
particula de 30 - 40 .

Fase moévil : metanol - agua (66:34), pH = 3.8 1 0.05, ajustado con
acido acético glacial.

La preparacién de la fase mévil se realiza de la siguiente manera:

1) Filtrar agua grado cromatografico a través de membrana tipo HA
de 0.45 .

2) Filtrar metanol grado cromatografico a través de membrana tipo
GVWP de 0.22 . .

3) Mezclar 340 mi. de agua grado cromatografico filtrada con 660
mL de metanol grado cromatografico filtrado.

4) Homogenizar la mezcla de disolventes y ajustar el pH a 3.8 +
0.05, gota a gota con acido acético glacial, manteniendo la
mezcla de disolventes en agitacion.

5) Degasificar la fase mévil con vacio y agitacion moderada
durante 10 minutos.



b. Condiciones cromatogréficas :

Flyjo:

Presidn;

Volumen de inyeccion:
Longitud de onda:
Velocidad de la carta:
Temperatura:
Sensibilidad:
Cantidad inyectada:
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1.0 mL/min

2000 - 2500 psi

30 uL

254 nm

0.1 cm/min

Ambiente

64 mAUFS

600 ng Acetato de Parametasona

3. PROCEDIMIENTO

La determinacion cuantitativa del principio activo se realiza por
estandarizacion interna, comparando las éreas de las sefiales de Acetato
de Parametasona y de Difenilamina obtenidas en soluciones estandar de
concentracion conocida, con las dreas obtenidas en la solucién muestra.

a. Preparacién de la curva de calibracion.

a.1 Sotucién de Difenilamina, estandar interno.

Pesar exactamente alrededor de 30 mg de Difenilamina,
sustancia de referencia interma y colocarlos en un matraz
volumétrico de 50 mlL. Adicionar 10 mL de metanol grado
reactivo analitico y llevar a baflo de ultrasonido durante 2
minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar al volumen
con el mismo disolvente. Homogenizar en mixer durante 30

segundos.



a.2 Soluciones estandar de Acetato de Parametasona.

Pesar exactamente alrededor de 10.0, 12.5 y 15.0 mg de Acetato
de Parametasona, sustancia de referencia secundaria vy
colocarlos por separado en 3 matraces volumeétricos de 25 mL.
Adicionar a cada matraz 10 mL de fase moévil y llevar a bario de
ultrasonido durante 10 minutos. Dejar enfriar a temperatura
ambiente y llevar al volumen con fase mévil. Homogenizar en
mixer durante 30 segundos.

a.3 Soluciones estandar de calibracién.

De cada una de las soluciones estandar de Acetato de
Parametasona, medir con pipeta volumétrica una alicuota de 2
mL y colocarla en un matraz volumétrico de 50 mL. Adicionar 2
mL de la solucion estandar de Difenilamina y aforar con fase
movil. Homogenizar en mixer durante 30 segundos.

La concentracion de Acetato de Parametasona en las soluciones
estandar de calibracion es de aproximadamente
16, 20 y 24 ng/mL, respectivamente y corresponden a una curva
de calibracion del 80%, 100% y 120% de Acetato de
Parametasona, respectivamente.

La concentracion de Difenilamina, estandar interno, en las
soluciones estandar de calibracion es de aproximadamente
24 ng/mL.

Inyectar cada una de las soluciones estandar de calibracion en
el sistema, de acuerdo las condiciones cromatograficas
sefaladas en el punto 2.
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b. Adaptabilidad del sistema.

Después de haber obtenido la curva de calibracién y antes de inyectar
las muestras, se debera evaluar la adaptabilidad del sistema,
inyectando la solucion estandar de calibracién al 100% a velocidad de
carta de 1.0 cm/min. Los resultados obtenidos en la adaptabilidad del
sistema se ven influenciados principaimente por la proporcion de
metanol - agua y pH de la fase mévil, asi como pcr las condiciones de
la columna. Bajo las condiciones que se astablecen en el método y
considerando los posibles factores que pudieran afectar, una columna
Hypersil ODS de 5 u, de 250 mm x 4.6 mm y con 3 messs de uso
continuo (+ 25 inyecciones diarias), debera cumplir con los siguientes
parametros:

Tabla 4.

Adaptabilidad del sistema. Especificaciones de los parémetros
cromatogréficos del método analitico.

Seflal | Platos | Factorde | Factorde | =
cromatogréfica |teéricos | coleo |capacidad| Resoluclén:
| (N) (L) (k') _(R) '
Acetato de 23800 | 0.98-1.20 16
Parametasona,
230
Difenilamina, 23800 | 0.98-1.20 25
estandar interno.
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¢. Preparacién de las soluciones muestra.

1. Tabletas de 1 mg.

Determinar el peso promedio de 10 tabletas, transferirlas a un
mortero y triturarlas hasta obtener un polvo homogéneo. Pesar de
éste, una cantidad equivalente al peso promedio de las tabletas y
transferirio a un matraz volumétrico de 50 mL,; adicionar 2 mlL de la
solucion estandar de Difenilamina y 15 mL de fase mdvil, llevar a
bafio de ultrasonido durante 10 minutos. Dejar enfriar a
temperatura ambiente y llevar a volumen con fase movil,
homogenizar en mixer durante 1 minuto.

Medir 10 mL de la solucién muestra y centrifugar a 2500 rpm
durante 10 minutos, inyectar del sobrenadante la cantidad de
Acetato de Parametasona establecida en las condiciones
cromatograficas sefialadas en el punto 2,

La concentracién de Acetato de Parametasona y Difenilamina en
la solucién muestra es de aproximadamente 0.02 y 0.024 mg/mL,
respectivamente.

. Suspensidén de 0.2 mg/mL.

Analizar el contenido de por lo menos 2 frascos, agitar
manualmente la suspension y transferila a un vaso de
precipitados provisto de una barra magnética. Homogenizar la
muestra durante 5 minutos.
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Manteniendo la muestra en agitacién, medir 5 mL de suspension
utilizando pipetas volumétricas TC, aforar en la marca TC y
transferiria a un matraz volumétrico de 50 mL, lavar la pipeta con
aproximadamente 5 mL de fase movil y colectar los lavados en el
mismo matraz. Adicionar 2 mL de la solucidn estdndar de
Difenilamina y 10 mL de fase mdvil, llevar al bafio de uitrasonido
durante 10 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar
al volumen con fase movil, homogenizar en mixer durante 1
minuto.

Filtrar la suspension a través de filtros acrodisc de 0.40u e inyectar
del filtrado la cantidad de Acetato de Parametasona establecida en
las condiciones cromatograficas sefialadas en el punto 2.

La concentracién de Acetato de Parametasona y Difenilamina en
fa solucidn muestra es de aproximadamente 20 y 24 ug/mi.,
respectivamente.

4. IDENTIFICACION

La identificacién de Acetato de Parametasona y Difenilamina se
establece comparando los tiempos de retencion obtenidos en el
cromatograma de la solucion muestra con los tiempos de retencion
obtenidos en el cromatograma de la solucion estandar de calibracién. El
orden de elucidn es el siguiente:;

1. Acetato de Parametasona, tr = 8.28 min £+ 5%
2. Difenilamina, tr = 11.01 min+ 5%

La prueba de identificacion positiva para las sefales de Acetato de
Parametasona y Difenilamina se muestra en la figura 6.
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Figura 6

IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DE LAS SENALES DE INTERES.

s

-

i

a) Solucién estindar de trabajo

Acetato de Parametasona, tr=8.28 min Difenilamina, tr=11.01 min
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b) SOIuélén muestra de c) Solucién muestra de
tabletas de 1 mg suspension de 0.2 mg/mL
Acetato de Parametasona, Acetato de Parametasona,
tr = 8.25, tr =8.33 min
Difenilamina, Difenilamina,

tr = 10.97 min tr=11.07 min
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5. CALCULOS

a. Curva de Calibracion

El factor de respuesta de Acetato de Parametasona obtenido en las
soluciones estandar de calibracion, se calcula de la siguiente manera:

Al
FR = --eeme- x Ps
As

Donde:

FR =Faclor de respuesta (mg).

Ai = Area de la sefial de Difenilamina, estandar interno, obtenida
en el cromatograma de la solucién estandar de trabajo.

As = Area de la sefial de Acetato de Parametasona, sustancia de
referencia secundaria, obtenida en el cromatograma de la
solucién estandar de trabajo.

Ps = Peso, expresado en mg, de la sustancia de referencia de
Acelatc de Parametasona, utilizado en la preparacion de la
solucién estandar de calibracion.

Calcular el factor de respuesta promedio (FRP), la desviacion
estandar (DE) y la desviacion estéandar relativa (DER). Si 1a DER es
menor o igual a 1.5%, se procede a |a preparacion de la muestras, si
no es asi, se invesliga la fuente de error y se repite la preparacion de
la curva de calibracion, si es necesario.



74

b. Muestras
La cantidad de Acetato de Parametasona obtenida en las soluciones
muestras se calcula de la siguiente manera;
Tabletas.
Am 1 2 Pp

mg obtenidos = FRP x X X X x 50
Ai 25 50 Pm

Donde:

FRP = Factor de respuesta promedio.
Am = Area de la sefial de Acetato de Parametasona, obtenida
en el cromatograma de la solucién muestra.
Ai = Area de la sefial de Difenilamina, estandar interno,
obtenida en el cromatograma de la solucién muestra.
Pm = Peso de la muestra (mg).
Pp = Peso promedio de las tabletas (mg).

Suspensién:

mg Am 1 2 50
------ obtenidos = FRP x X X X
mL Ai 25 50 5
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Donde:

FRP =Factor de respuesta promedio.

Am = Area de .la seinal de Acetato de Parametasona,

obtenida en el cromatograma de la solucién
muestra.

Ai = Area de la sefal de Difenilamina, estandar

interno, obtenida en el cromatograma de la
solucion muestra.

El por ciento de Acetato de Parametasona en las muestras se calcula
de la siguiente manera:

Tabletas.

mg obtenidos
% Acetato de Parametasona =

x 100
mg etiquetados

Una tableta contiene 1 mg de Acetato de Parametasona.

Suspension.

mg/mL obtenidos

---x 100
mg/mb etiquetados

% Acetato deParametasona =
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C. VALIDACION DEL METODO.

La validacién del método analitico debe asegurar que las caracteristicas
del sistema utilizado (instrumentos, disolventes, reactivos, etc) y de la
metodologia propuesta, sean adecuadas para satisfacer las aplicaciones
précticas deseadas's. En base a ésto, la validacién del método analitico
se dividid en dos partes:

a) Validacién del sistema,

b) Validacién de la metodologia,

A continuacién se describe la metodologia aplicada para la determinacién
de cada uno de los parametros de validacion del método analitico %

C.1. VALIDACION DEL SISTEMA.

Dentro de la validacion del sistema se evaluaron los parametros de
linealidad y precision.

1. LINEALIDAD.

La linealidad del sistema se determiné preparando un total de 12
soluciones estandar de calibracién de Acetato de Parametasona a
6 diferentes concentraciones, correspondientes al 70, 80, 90, 100,
110 y 120% de la concentracién considerada como el 100% en la
curva de calibracién. Cada concentracién se prepard por
duplicado y se analizd utilizando la metodologia analitica
propuesta.

Para cada una de las soluciones estandar de trabajo analizadas,
se determind la relacién del drea de Acetato de Parametasona
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(As), con respecto al area de Difenilamina (Ai), estandar interno y
se realiz6 la gréfica de la relacién de areas (As/Ai) en funcién de
la concentracidn de Acetato de Parametasona. La linealidad del
sistema fue evaluada a través del coeficiente de correlacién de la
misma,

2. PRECISION.

La repetibilidadad del sistema fue evaluada como repetibilidad y
se determiné inyectando seis veces una solucién estdndar de
trabajo al 100 %, bajo las condiciones establecidas en el método
analitico.

Para cada inyeccién, se calculd la relacion de area de
Difenilamina (Ai) con respecto al area de Acetato de
Parametasona (As). La repetibilidad del sistema fue evaluada
mediante la desviacion estandar relativa (DER) de las 6
relaciones (Ai/As) calculadas.

C.2 VALIDACION DE LA METODOLOGIA.

La validacién de la metodologia propuesta se realizé determinando
los parametros de optimizacién de la extraccién de Acetato de
Parametasona, linealidad, exactitud, precisién, limite de deteccién,
limite de cuantificacién, tolerancia y especificidad.

1.OPTIMIZACION DE LA EXTRACCION DE ACETATO DE
PARAMETASONA EN LAS MUESTRAS.

La optimizacion de la extraccién de Acetato de Parametasona en
tabletas y suspension se realizd en funcién del tiempo de
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extraccion de las muestras en el ultrasonido, analizando los
porcentajes de Acetato de Parametasona obtenidos, en muestras
sometidas a diferentes tiempos de extraccion.

Los tiempos de extraccidn evaluados fueron 5 y 10 minutos, para
cada uno de ellos, se prepararon 6 muestras de tabletas y 3
muestras de suspension.

2. LINEALIDAD.
a) Tabletas de 1 mg.

La linealidad del método se determind analizando 12 placebos
adicionados a 6 diferentes concentraciones de Acetato de
Parametasona, correspondientes al 70, 80, 90, 100, 110y 120
% de la concentracion considerada como el 100% en la curva
de calibracion, Cada concentracion se prepard por duplicado y
se adiciondé a 170 mg de placebo de tabletas de Acetato de
Parametasona.

El placebo de Acetato de Parametasona empleado en la
determinacion de la linealidad del método, fue preparado por el
Departamento de Desarrolio Farmacéutico en la Planta Piloto
de los Laboratorios Syntex S.A. de C.V., de acuerdo al proceso
de fabricacion, con un tamario de lote de 500 g.

b) Suspensidn.
La linealidad del método se determiné analizando 12 placebos

adicionados a 6 diferentes concentraciones de Acetato de
Parametasona, correspondientes al 70, 80, 90, 100, 110y 120
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% de la concentracién considerada como 100% en la curva de
calibracién. Cada concentracién se preparé por duplicado y se
adicion6 a 5§ mlL de placebo de suspensién de Acetato de
Parametasona.

El placebo de Acetato de Parametasona empleado en la
determinacion de la linealidad del método, fue preparado por el
Departamento de Desarrolio Farmacéutico, en la Planta Piloto
de los Laboratorios Syntex, S.A. de C.V., de acuerdo al
proceso de fabricacién, con un tamaiio de lote de 500 mL.

3. EXACTITUD.

La exactitud del método se evalué utilizando los resuitados
obtenidos en la prueba de la linealidad (2), determinando el % de
recobro de Acetato de Parametasona en cada uno de los
placebos adicionados.

4. COMPARACION DE LA CUANTIFICACION DEL METODO POR
INTEGRACION DE AREAS Y ALTURAS.

Con el objeto de comparar estadisticamente la cuantificacion del
método por integracién de las areas y alturas de las sefiales de
Acetato de Parametasona y Difenilamina, se aplicé una prueba de
t y una prueba de F a los % de recobro obtenidos utilizando las
soluciones preparadas para las determinaciones de linealidad y
exactitud del método. La prueba de t indica si la media del % de
recobro obtenido por dreas y alluras es estadisticamente
diferente, mientras que la prueba de F indica si existen
diferencias significativas entre las varianzas obtenidas en las dos
poblaciones de resuitados 57.
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5. PRECISION.
La precision fue evaluada como:

a. Repetibilidad del método.

La repetibilidad del método se determiné preparando seis
muestras independientes de tabletas y suspension, realizando
el andlisis bajo las mismas condiciones de operaciéon y
calculando el % de Acetato de Parametasona abtenido en cada
una de ellas.

b. Reproducibilidad del método.

La reproducibilidad del método fue realizada por dos analistas
en dos dias diferentes, cada analista trabajé6 3 muestras de
tabletas y 3 muestras de suspensién en cada dia.

La precisién del método fue realizada con muestras de tabletas
de 1 mg y suspensién de 0.2 mg/mL, provenientes de lotes de
produccion.

6. LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION.

El limite de deteccién (LD) de Acetato de Parametasona fue
estimado como la respuesta igual a 2 veces el nivel de ruido (n)
del sistema cromatografico, es decir, LD=n"2,

El limite de cuantificacion (LC) de Acetato de Parametasona fue
estimado como la respuesta igual a 10 veces el nive! de ruido (n)
del sistema cromatografico, LC = n * 10.
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El nivel de ruido (n) se determind inyectando por duplicado, fase
mévil en el sistema cromatografico bajo las siguientes
condiciones de integracion:

Atenuacion: -1
Threshold: 0

La respuesta obtenida para el ruido 'generado por el sistema
cromatogréfico fue medida en altura en milimetros (mm) utilizando
un ocular Baush & Lomb con precision de 0.1 mm. Se realizaron
mediciones a diferentes tiempos de retencion, obteniendo
finalmente una altura promedio en mm, la cual fue transformada a
unidades de milivolts (mV), considerando que para el tipo de
integrador utilizado 58, HP 3392 A, el tamafo de la carta del papel
es de 150 mm y a una atenuacién de -1 equivale a 0.5 mV.

Para conocer el valor de LD y LC en unidades de concentracion
se prepararon soluciones estandar de Acetato de Parametasona
a 10 concentraciones diferentes, correspondientes al 0.0, 0.8, 1.0,
20, 3.0, 40, 50, 6.0, 80 y 120% de la concentracion
considerada como el 100% en la curva de calibracion, las cuales
fueron inyectadas en el sistema cromatografico de acuerdo a las
condiciones de operacion establecidas en el método:

Atenuacién : 7
Threshold: 6

En cada uno de los 10 cromatogramas obtenidos se midid la
respuesta en altura de la sefal de Acetato de Parametasona,
utilizando un ocular Baush & Lomb con precision de 0.1 mm,
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Las respuestas obtenidas en mm fueron transformadas a
unidades de milivolts (mV), considerando que para el tipo de
integrador utilizadosa. HP 3392 A, el tamafio de la carta del papel
es de 150 mm y a una atenuacién de 7 equivale a 128 mV. Con
los resultados generados se construyé la gréfica de respuesta
(mV) en funcién del % de Acetato de Parametasona y sobre el
intervalo de confianza inferior al 95% de la recta obtenida por
minimos cuadrados, se interpolaron los valores de mV de los
limites de deteccién y de cuantificacién, calculados considerando
que LD =n"*2yLC =n * 10. De esta manera, se obtuvieron los
valores correspondientes en unidades de concentracién (%).

. ESPECIFICIDAD.

Es importante recordar que el método propuesto sera aplicado en
estudios de estabilidad y por lo tanto, debe ser especifico ante
excipientes, sustancias relacionadas y productos de degradacién
del principio activo, de los excipientes y ante aquellos obtenidos
por la interaccién principio activo - excipientes.

Actualmente no se dispone de los productos de degradacién de
Acetato de Parametasona. Debido a ésto, la especificidad del
método analitico se demostré ante productos de degradacién de
materia prima, placebos y producto terminada, obtenidos durante
su almacenamiento en condiciones drasticas de degradacion.

Las condiciones de degradacién fueron seleccionadas en base a
las siguientes consideraciones:
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¢ Reacciones quimicas caracteristicas de los grupos

~ funcionales presentes en la molécula de Acetato de

Parametasona, aplicables a la estabilidad de
medicamentos *°

o Estabilidad de la forma farmacéutica analizada 51.59

o Estabilidad de los excipientes de Ia formulacién °°.

De acuerdo a Ia férmula estructural, el Acetato de Parametasona
puede ser degradado bajo condiciones de hidrélisis 4acida,
hidrdlisis basica, oxidacion y fotdlisis . '

Por otra parte, de acuerdo a la presentacion del medicamento, el
programa de estabilidad de formas farmacéuticas liquidas
Involucra generaimente el andélisis de muestras sometidas a
diferentes condiciones de temperatura. Mientras que uno de los
aspectos criticos del programa de estabilidad de formas
farmacéuticas solidas es el estudio del efecto de la humedad, de
la temperatura y de la luz sobre el producto de interés 61.

En base a lo anterior, ias condiciones de degradacion elegidas
para obtener productos de degradacién en materia prima de
Acetato de Parametasona, en la formulacion de tabletas y en la
formulacion de Ia suspensién se presentan en |a tabla 5.
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TABLA §

CONDICIONES DE DEGRADACION PARA MATERIA PRIMA Y
FORMULACIONES DE ACETATO DE PARAMETASONA.

_ MATERIAPRIMA | TABLETAS -
Hidrélisis cida / 80°C " Hidrélisis &cida
Hidrélisis bésica / 80°C Oxidacién ~ Hidrélisis acida / 80°C
Oxidacién 80°C Hidrdlisis basica / 80°C
80°C 75% H.R. /40°C Oxidacién
75% H.R. / 40°C Humedad / 80°C | Cicladode 60°C / 45°C
Humedad / 80°C Luz solar 80°C
Luz solar Luz fluorescente Luz solar
Luz fluorescente (2000 Luxes) Luz fluorescente
(2000 Luxes) (2000 Luxes)

La hidrélisis &cida se llevé a cabo con écido clorhidrico 0.1 N.
La hidrélisis bésica se llevé a cabo con hidrdxido de sodio 0.1 N.
La oxidacién se llevé a cabo con peréxido de hidrégeno al 30%.

Todas

las muestras se mantuvieron en condiciones de

degradacion durante un periodo de 30 dias, al cabo del cual,
fueron analizadas por duplicado, siguiendo la metodologia

propuesta, con

la finalidad de cuantificar

el Acetato de

Parametasona presente en cada una de ellas y de esta manera
identificar las condiciones de la prueba en las que se formaron
productos de degradacién.
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7.1 Pureza cromatogréfica de ias seilales de interés.

Con el objeto de verificar que no se presente coelucién de
picos debidos a excipientes, sustancias relacionadas y/o
productos de degradacién sobre las sefiales de Acetalo de
Parametasona y Difenilamina, se determiné la pureza
cromatogréfica de estas sefales en soluciones esténdar de
trabajo, soluciones muestras recientemente preparadas y en
muestras degradadas bajo las condiciones sefialadas en la
tabla 5. Todas las muestras fueron preparadas e inyactadas
en el sistema siguiendo las condiciones cromatogréficas
establecidas en el método analitico.

La pureza de los picos se determind por cromatografia de
liquidos de aita presion, utilizando un sistema de deteccién
por arreglo de diodos (DAD), analizando las muestras en un
intervaio de A = 200 - 400 nm y realizando barridos puntuales
a las siguientes longitudes de onda:

A= 254 nm (longitud de onda del método)

A =242 nm (longitud de onda de maxima absorcién de
Acetato de Parametasona).

A = 280 nm (longitud de onda cercana al maximo de
absorcién de Difenilamina).

8. TOLERANCIA.

Este parametro se determiné realizando madificaciones en el
sistema de separacién sefialado en el método, al variar la
composicién de la fase maévil y la columna utilizadas en el mismo
y evaluando su efecto sobre los pardmetros cromatogréficos de
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las sefales de interés, especificamente sobre el numero de platos
tedricos, factor de coleo, factor capacidad y resolucion de las
sefiales de Acetalo de Parametasona y Difenilamina.

La estabilidad de soluciones analiticas (soluciones estandar y
soluciones muestra), preparadas de acuerdo a la metodologia
propuesta y almacenadas bajo condiciones especificas durante
un intervalo de tiempo definido, fue determinada también como
parte de la tolerancia del método. ’

A continuacion se describe la metodologia aplicada en la
determinacion de este parametro de validacién.

A. Modificaciones del sistema de separacion: fase movil y
columna cromatogréfica.

A.1 Efecto de la composicion de la fase mévil sobre los
parametros cromatograficos de las sefales de interés,

Se evalud el efecto de la proporcién de metanol - agua y
del pH de la fase movil, sobre las caracteristicas
cromatograficas de las sefiales de Acetato de
Parametasona y Difenilamina. El efecto se evalud
utilizando una columna Hypersil ODS, 54, 250 mm x 4.6
mm (columna del método) e inyectando soluciones
estandar de calibracion al 100%.

a. Efecto de la proporcion metanol - agua en la fase
movil.

Se prepararon fases moviles variando la proporcién de
metanol - agua y ajustando el pH a un valor de 3.8.
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Las proporciories de metanol - agua evaluadas fueron
las siguientes:

a) Metanol - Agua, 62:38, pH = 3.8
b) Metanol - Agua, 70:30, pH = 3.8

b.Efecto del pH de la fase movil.

Se prepararon fases méviles variando el pH de las
mismas en un intervalo de pH = 38 + 05 y
manteniendo la proporciones de metanol - agua en
66:34.

Las composiciones de fase mévil evaluadas fueron las
siguientes:

a) Metanol - Agua, 66:34, pH = 3.3
b) Metanol - Agua, 66:34, pH = 4.3.

A2 Efecto de la columna sobre los parametros
cromatogréficos de las sefales de interés.

El efecto de la columna sobre las caracteristicas
cromatogréficas de las sefiales de interés, Acetato de
Parametasona y Difenilamina, fue evaluado utilizando
columnas de diferentes marcas, tamario de particula, % de
carbono y dimensiones. La evaluacién se realizd
inyectando soluciones estandar de calibracion al 100%.

Las columnas evaluadas fueron las siguientes:
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A) Adsorbosphere, C18, 511, 250 mm x 4.6 mm, Alltech.
B8) Spherisorb ODS-1, 5u, 250 mmx 4.6 mm, Alltech.

C) nBondapak, C18, 10u, 300 mm x 3.9 mm, Waters.
D)Lichrosphere, RP, 5y, 12.5 mm x 4, Merck.

B. Estabilidad de las soluclones analiticas.

Se determind la estabilidad de las soluciones estandar de
calibracion y de las soluciones muestra de tabletas de 1 mg y
suspension de 0.2 mg/mL, con el objeto de determinar el
periodo de tiempo en que pueden ser utilizadas durante un
analisis obteniendo resultados confiables.

Las condiciones probadas fueron las siguientes:;
1. Soluciones estandar de calibracién.

Se prepararon dos curvas de calibracién, una de ellas fue
mantenida a temperatura ambiente y la otra a 5 °C.

2. Soluciones muestra.

Se prepararon 6 muestras de tabletas y 6 muestras de
suspension, tres de las muestras fueron mantenidas a
temperatura ambiente y tres se mantuvieron a 5°C.

La estabilidad de las soluciones preparadas se determiné
cuantificando el % de Acetato de Parametasona en las
soluciones estandar y en las soluciones muestra mantenidas a
temperatura ambiente y a 5°C a las 0, 24, 48 y 72 horas
después de su preparacion.
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V. RESULTADOS
A. VALIDACION DEL SISTEMA.
1. Linealidad.

Los resultados obtenidos en la linealidad del sistema se muestran
en la tabla 6 y gréficamente en la figura 7. En ellos se observa que
el sistema cromatogréfico, especialmente el detector, es capaz de
originar una respuesta lineal de Acetato de Parametasona en un
intervalo de concentracion del 70 al 120% de la cantidad a
cuantificar por el método analitico.

TABLA 6. Linealidad del sistema.

'Nivel Estandar P_esq_ Concgntraclén qugcléq
(mg) (mg/mL) (As/Al)
1
20 8.88 0.0142 0.8731
2 8.82 0.0141 0.6702
80 1 10.45 0.0167 0.7771
2 10.00 0.0160 0.7529
90 1 11.15 0.0178 0.8406
2 11.50 0.0184 0.8653
100 1 12.67 0.0203 0.9535
2 12,57 0.0201 0.9410
1 . 0.0 .0
110 13.64 218 1,0253
2 13.62 0.0218 1.0261
. 0. .
. 1 14.80 0237 1.1020
2 15.45 0.0247 1.1582




x0.01)
"z
107
< o
2
s
g
2 i
S w
n
%

Figura 7

Linealidad del sistema.
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Coeficiente de correlacion: 0.9996 Intercepto: 0.0168

* Las lineas punteadas representan los intervalos de confianza al 95%.
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2. Precision.

En la tabla 7, se encuentran los resultados obtenidos en Ia
precision del sistema, la cual, fue determinada como repetibilidad.
El valor de ia desviacién esténdar relativa (DER) indica que existe
una minima variacién cuando el sistema cromatografico analiza
repetidamente la sustancia de interés,

TABLA 7. Repetibiiidad del sistema.

Inyeccion Relacléh_iregs 1 Plr&metrd§
No. | (alAs) ~ | estadisticos

1 1.1134
2 1.1186 media =1.1152
3 1.1119 DE =0.003
4 1.1138 DER =0.27%
5 1.1205 n=6
6 1.1131

VALIDACION DE LA METODOLOGIA.

1. Optimizacién de la extraccién de Acetato de Parametasona en
soluciones muestra.

En la tabla 8 se muestran los porcentajes de Acetato de
Parametasona obtenidos en cada uno de los tiempos de extraccién
evaluados, para tabletas y suspension.



TABLA 8. Optimizacion de la extraccién de Acetato de Parametasona.

Tiempo de TABLETAS 1mg SUSPENSION 0.2mg/mL
extraccioén ,
(min) % Acetato de Parimetros % Acetato de Parimetros
Parametasona estadisticos Parametasona estadisticos
98.05 98.58 media = 98.29% 100.24 media = 100.54%
5 98.46 99.01 DE =0.48 101.46 DE =0.81
97.74 9790 DER =0.49% 99.93 DER = 0.80%
n=6 n=3
9798 98.68 media = 99.00% 100.80 media = 100.45%
10 99.51 99.31 DE =0.72 100.12 DE =0.34
98.58 99.96 DER=0.73% 10043 DER =0.34%
n=6 n=3

26
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En el caso de las tabletas, un porcentaje de Acetato de
Parametasona satisfactorio se obtiene con un tiempo de extraccion
de 10 minutos en el ultrasonido, generandose una DER aceptable.
Para la suspensién, se obtienen porcentajes de racabro similares y
satisfactarios con un tiempo de extraccién de 5 y de 10 minutos;
sin embargo, se obtiene una DER menor si las muestras son
llevadas al ultrasonido durante 10 minutos.

Linealidad.

Los resultadas abtenidos en la linealidad del método se muestran
en la tabla 9 y gréficamente en las figuras 8 y 9. Los coeficientes
de correlacion obtenidos ( r > 0.999), para las gréficas de ambas
formas farmaceéuticas, indican que existe una refacion lineal entre
la cantidad adicionada y la cantidad recuperada de Acetato de
Parametasana, en un intervalo de concentracion del 70 al 120%.

Este resultado se confirmé con la evaluacidn estadistica de la
linealidad del método. Los resultados abtenidos se muestran en la
tabla 10 y en ellos se observa que para las dos formulaciones
analizadas, el intervalo de confianza al 95% de la pendiente
incluye el valor de 1 y el del intercepto incluye el valor de cero. Por
lo tanto, la metodologia propuesta pasee un compaortamiento lineal
en el intervalo de concentracion evaluado, lLas férmulas
empleadas en la evaluacion estadistica de la linealidad se

encuentran en el anexo A, |



TABLA 9.

Linealidad del método.

Tabletas 1 mg

Suspensién 0.2 mg/mL

Nivel |Muestra
(%) No. % Adicionado | % Recuperado | % Adicionado | % Recuperado
70 1 67.92 67.84 69.44 . 69.52
2 68.96 69.44 70.40 69.84
80 1 80.40 82.08 80.64 81.44
2 79.84 80.72 79.52 78.96
%0 1 91.04 92.32 94.48 95.04
2 90.56 91.76 94.56 94.56
100 1 102.16 102.72 100.24 100.48
2 10176 102.24 100.48 100.40
110 1 110.16 111.44 110.72 110.48
2 110.64 111.04 110.72 110.48
120 1 121.68 124.32 121.44 122.40
2 121.04 122.00 120.64 121.44

¥6
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Figura 8

LINEALIDAD DEL METODO,

Tabletas de. 1 mg .
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Figura 9

LINEALIDAD DEL METODO.

Suspensién de 0.2 mg/mL.
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TABLA 10

Evaluacién estadistica de la linealidad del método.

. Inevalodeconfianzaaloth

Forma farmacéutica Pendiente intercepto
Tabletas 0.9926, 1.0407 - -2.9315,1 .7285‘
Suspensién 0.9944, 1.0310 . -2.8643, 0.7089

3. Exactitud.

Los resultados obtenidos en la determinacion de la exactitud del
método se encuentran en la tabla 11. En ellos se observa que la
media de recobro obtenida es cercana al 100% y la DER obtenida
durante el ensayo es menor de 0.7% hpara ambas formas
farmacéuticas. Por otro lado, los resultados obtenidos en la
evaluacion estadistica son también satisfactorics, los limites de
confianza al 95% son estrechos y cercanos‘.al 100%, como puede
observarse en la tabla 12. Por lo tanto, se considera que el método
es exacto para cuantificar el Acetato de Parametasona presente
en tabletas de 1 mg y suspensién de 0.2 mg/mL. Las férmulas
utilizadas en la evaluacion estadistica de la exactitud se
encuentran en el anexc B.



TABLA 11. Exactitud del método.

FARMAGEUTICA TABLETAS 1mg SUSPENSION.0.2 mg/mL
Placebo m
adicionado | V¥ amc:::ados ncu::ados % ecobro ldle::ldos ‘ ncup:ados % recobro
70 1 8.49 8.48 99.88 868 869 100.12
2 862 8.68 100.70 8.80 8.73 99.20
80 1 10,05 1026 | 10209 1008 - 10.18 100.99
2 9.98 1009 | 10110 9.94 9.87 99.30
% 1 11.38 1156 | 10140 1181 11.88 100.59
2 11.32 1147 | 10133 11.82 11.82 100.00
100 1 12.77 1284 | 10055 1253 12.56 100.24
2 12.72 1278 | 10047 12.56 12.55 99.92
110 1 13.77 1393 | 10116 1384 13.81 99.78
2 13.83 1388 | 10036 13.84 13.81 99.78
120 1 15.21 1554 | 10217 15.18 15.30 100.79
2 15.13 1525 | 10079 15.08 15.18 100.66

86
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TABLA 12. Evaluacién estadistica de la exactitud.

Forma Media de DER (%) Intervalo de
farmacéutica recobro (%) confianza al 95%
Tabletas 101.00 0.67 100.57 - 101.43
Suspension 100.11 0.57 99.75 - 100.47

4. Comparacién de la cuantificacion del método analitico por
Aareas y alturas.

a. Tabletas.

El % de recobro de Acetato de Parametasona obtenido en las
soluciones preparadas para la determinacion de la exactitud, fue
calculado utilizando la integracion de las areas y alturas de las
sefales de Acetato de Parametasona y Difenilamina. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 13.

b. Suspensién.,

El Acetato de Parametasona no fue cuantificado por alturas
debido a que los factores de respuesta de las soluciones
estandar de calibracion variaron a lo largo del andlisis,
obteniéndose una DER mayor a 2.0% para el factor de
respuesta promedio. Por lo tanto, se recomienda que la
cuantificacion de Acetato de Parametasona en suspension sea
realizada por areas
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TABLA 13

% recobro de Acetato de Parametasona por éreas y alturas en

tabletas de 1 mg.

70 1 £9.88 99.76 0.12
2 100.70 100.00 - 0.70
80 1 102.09 101.39 0.70
2 101.10 100.80 0.30
00 1 101.40 100.79 0.81
2 101.33 100.44 0.89
100 1 100.55 100.88 -0.31
2 100.47 100.39 0.08
10 1 101.16 100.00 1.16
2 100.38 100.51 -0.15
120 1 102.17 100.85 1.32
2 100.79 100.00 0.79

L X=101.00% | X=100.48% | x =052

S$=0.68 $=048 S¢= 0.51

$2=046 §%=0.23

* S = desviacién estdndar,
* S 2= Varianza.
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Los resultados obtenidos en las pruebas de t y F se
encuentran en la tabla 14. Las férmulas utilizadas para la
prueba de ty F se muestran en el anexo C.

TABLA 14, Pruebas estadisticas.

‘Prucbadet | PruebadeF -
tcalculada= 2.164 Fcalculada= 2.0069
ttablas= 2.228 Ftablas = 3.480

tcalculada < ttablas

No existe diferencia significativa entre las medias de los %
de recobro de Acetato de Parametasona obtenidos por areas
y alturas.

Fcalculada < Ftablas

No existe diferencia significativa entre las varianzas de los %
de recobro de Acetato de Parametasona obtenidos por areas
y alturas.

Por lo tanto, el andlisis cuantitatvo de Acetato de
Parametasona en tabletas de 1 mg puede ser realizado por
integracion de las éreas o de las alturas de las sefales
cromatograficas, obteniendo resultados exactos.
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5. Precisién.

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos en la
prueba de precisién, evaluda como repetibilidad y
reproducibilidad del método.

a. Repetibilidad. En la tabla 15 se muestran los resultados
obtenidos en la repetibilidad del método. Los valores de DER
indican que el método es repetible para cuantificar Acetato de
Parametasona en tabletas de 1 mg y en suspension de

0.2 mg/mL.
TABLA 18.
Repetibilidad del método.
Muesra | % Acetato do Parame
"No. | Tabletasimg

1 98.74 98.78

2 99.93 98.29

3 99.73 98.86

4 99.69 99.04

5 99.01 97.69

6 99.09 98.70
Pardmetros X=9927% X = 98.56%
estadisticos DE=039 DE = 0.49

DER = 0.39% DER = 0.50%
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b. Reproducibilidad.

En las tablas 16 y 17, se muestran los resultados obtenidos en
la determinacion de reproducibilidad. Los valores de DER
demuestran que el método analitico es reproducible para
determinar cuantitativamente Acetato de Parametasona en
tabletas de 1 mg y en suspensién de 0.2 mg/mL.

TABLA 16

Reproducibilidad del método. Tabletas de 1 mg.

Dia . - -Analistal 'Analis_t_a I
No. (%) (%)
97.49 99.23
| 98.24 99.02
97.51 98.73
101.30 98.58
1 100.05 98.29
99.24 99.67

% determinado promedio = 98.98
DE=1.08
DER = 1.09%
n=12
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TABLA 17

Reproducibilidad del método. Suspensién de 0.2 mg/mL..

(%) %)
99,78 100.79

| 100.11 98.03
99.94 96.51
98.59 98.12

1 98.57 98.74
99.45 99.34

% determinado promedio = 99.00

DE=1.15
DER =1.16%
n=12

b.1 Andlisis de varianza. Adicionalments,
analisis de varianza con los resultados obtenidos en la
prueba de reproducibilidad, debido a que aunque no es un
requisito de validacién, es importante determinar el efecto
de! analista, del dia anidado en el analista y de! error
experimental sobre el ensayo de la sustancia de interés.
Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 18 y

se realizd un

19, para tabletas y suspension, respectivamente.

Las formulas utilizadas en el anélisis de varianza se

encuentran en el anexo D.



TABLA 18.

ANALISIS DE VARIANZA. Tabletas de 1 mg.

105

Fuente

Grados Suma de Media de F F
de de calculada tedrica
c
variacién | libertad cuadrados» uldr@os
Analista 1 |7467x10°{ 7.467x10° {2.12x 103 3851

(a)
Dia 2 7.0576 3.5288 7.62 6.06
(d)

Error 8 3.7043 04630 | e | oo

(e)

Interpretacion de los resultados:

Fa < F tablas EI método es reproducible por los analistas.

Fd > F tablas El método analitico no es reproducible en distintos
dias por un mismo analista.
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TABLA 19

ANALISIS DE VARIANZA. Suspension de 0.2 mg/mL

Fuente | Grados
variacién | libertad

Analista
(@)

1 20008 2.0008 215 38.51

Dia
(8)

2 1.8649 0.9325 0.70 6.08

Error 8
(€)

10.7247 1.3408 —_— —

Interpretacién de los resultados:

Fa<Ftablas El método es reproducible por los analistas.

Fd<Ftablas El método analitico es reproducible en distintos
dias por un mismo analista.

6. Limites de detecccién (LD) y de cuantificacién (LC).

El valor obtenido para el nivel de ruido (n) generado en el
sistema cromatogrdfico fue de 0.012 mV. Por lo tanto,
LD=0024mvy LC=012mV.
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En la figura 10, 'se muesira el cromatograma oblenido en la
determinacion del nivel de ruido y las respuestas de Acelalo de
Parametasona generadas por soluciones al 0.8%, 5% y 12% de
Acetalo de Parametasona.

Por otro lado, en la tabla 20 se indican los resultados en mV,
oblenidos para cada una de las soluciones preparadas, en funcion
de |a concentracion (%) de Acelato de Parametasona. La figura 11
los representa graficamente.

Los valores de LD y LC en unidades de concentracion, oblenidos

por interpolacion en la figura 11, corresponden a 0.15% y 0.26%,
respeclivamente.

Figura 10

Determinacion del nivel de ruido.
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TABLA 20. LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION
DE ACETATO DE PARAMETASONA.

s | Respussta(mv)
0.0 0.00
08 0.51
1.0 0.69
20 1.71
3.0 2.56
40 3.58
50 4,61
6.0 5.29
8.0 7.17
12.0 10.75
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Figura 11

LIMITES DE DETECCION Y DE CUANTIFICACION DE ACETATO DE
PARAMETASONA, '

(X 2)

; s
3F S
[ <
= e
r r
[
3
[
1¢ | | 1
[
[
0 -

0 1 2 3 4 5 6

% Adicionado
L.D. =0.15% L.C. =0.26%

(X 2)
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* Las lineas punteadas representan los intervalos de confianza al 95%
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7. Especificidad.

Los cromatogramas obtenidos para cada una de las muestras
degradadas de materia prima de Acetato de Parametasona,
placebos y formulacién de tabletas y de suspensién, no muestran
sefales debidas a sustancias relacionadas, excipientes o
productos de degradacion que interfieran en la cuantificacion de
Acetato de Parametasona y Difenilamina.

En la figura 12 se presentan los cromatogramas de los placebos
de tabletas y de la suspensién. En ellos se han identificado los
excipientes de ambas formulaciones y se observa que no
interfieren en la cuantificacion de Acetato de Parametasona y
Difenilamina.

Por otra parte, se cuantificd el % de Acetato de Parametasona en
muestras degradadas de formulacion de tabletas y de suspension,
con el fin de asegurar la presencia de productos de degradacion.
En la tabla 21 se reportan los % de Acetato de Parametasona
promedio obtenidos en el andlisis de dos muestras de cada una de
las condiciones de degradacién. En ella se observa que la
condicién de degradaciéon mds drastica para la formulacion de
tabletas es la humedad / 80°C, mientras que la hidrélisis basica, es
la condicién de degradacion més drastica para la formulacién de la
suspension,

Los posibles productos de degradat:ién62
Parametasona se presentan en la figura 13.

de Acetato de



Figura 12

CROMATOGRAMAS DE LOS PLACEBOS DE TABLETAS Y DE SUSPENSION
DE ACETATO DE PARAMETASONA. -

TABLETAS DE 1 mg. SUSPENSION DE 0.2 mg/mL
8 2|8
o~ Nlle
l -
<
— N
i1 o
| I
. 3

-

Polividona K, tr=2.00 min, Colorante, tr = 2.08 min.  Acido citrico, tr = 2.80 min
Benzoato de sodio, tr = 4.53 min

Los excipientes presentes en {as formulaciones de tabletas y suspension no interfieren en la cuantificacion de
Acetato de Parametasona.

b



TABLA 21

% Recobro de Acetato de Parametasona en muestras degradadas.

TABLETAS 1 mg SUSPENSION DE 0.2 mg/mL
Condicién % Acetato de Condicién de % Acetato de
de degradacién Parametasona degradacién Parametasona
Analisis inicial 100.46 Andlisis inicial 98.85
75% H.R.140°C 100.71 60°C/45°C 93.82
Oxidacidn 99.28 Oxidacién 92.09
2000 luxes 96.03 Hidrdlisis acida 93.12
Luz solar 85.50 80°C 35.03
80°C 85.76 Hidrdlisis acida / 80 °C 41.14
Humedad / 80°C 81.34 Hidrolisis basica / 80 °C 31.54
Luz solar 88.16
2000 luxes 86.11

41




Figura 13

Posibles productos de degradacion de Acetato de Parametasona.

Producto de degradacién A. Producto de degradacion B.

HIDROLISIS ACIDA

el



Producto de degradacion C

HIDROLISIS ACIDA

HIDROLIS!S

BASICA

141



OXIDACION

FOTOLISIS

CH,OH

GLi
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a. Pureza cromatografica de las seflales de interés.

Los resultados obtenidos en la determinacién de la pureza de
pico realizada a diferentes longitudes de onda, demuestran que
bajo las sefales de Acetato de Parametasona y Difenilamina no
existen picos debidos a excipientes, sustancias relacionadas o
a productos de degradacidon que puedan interferir con su
cuantificacién, asi pues, las respuestas obtenidas
corresponden especificamente a la molécula intacta de Acetato
de Parametasona y a la de Difenilamina, presentes en la
muestra.

E! detector por arreglo de diodos adquiere el espectro de un
compuesto durante su elucién a través de la columna de CLAP.
La pureza del pico se verifica por superposicion de los
espectros obtenidos en muestreos realizados en diferentes
secciones del pico: en la pendiente de ascenso, en la parte
central y en la parte final de la elucién, Los espectros obtenidos
en el barrido a las longitudes de onda seleccionadas, son
normalizados y superpuestos, calculdndose estadisticamente
los factores de match (comparacion). De esta manera, una
medida cuantitativa de la pureza de pico es expresada a través

del parametro “match” ".

Un valor de “match” igual a 1000, indica que no existe
interferencia en la cuantificacién del pico analizado. Se
obtuvieron valores de “match” igual a 1000 para los picos de
Acetato de Parametasona y Difenilamina en todas las muestras
degradadas, como puede ser observado en l|as tablas 22 y 23,
para muestras de tabletas y de suspensidn, respectivamente.
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Se muestran a continuacion, reportes tipicos de la pureza de
los picos mostrando la superposicion de los espectros de
absorcion obtenida a las tres longitudes de onda seleccionadas
y los cromatogramas obtenidos para soluciones estandar y
muestras sin degradar, asi como para las muestras degradadas
mas representativas.

Para las condiciones de degradacion restantes, se obtuvieron
reportes de pureza y cromatogramas similares a los de las
muestras sin degradar.



TABLA 22. Valores de “match” para las sefiales de Acetato de Parametasonay
Difenilamina en muestras degradadas. Tabletas de 1 mg.

Condicién de Muestra Acetato de Parametasona Difenilamina
.. . Pureza . Pureza
degradacion No. tr (min) cromatografica tr (min) cromatografica
1 . .
Sin degradar 7.811 1000 10.261 1000
2 7.807 1000 10.254 1000
75% H R /40 °C 1 7.627 1000 10.067 1000
2 7.651 1000 10.094 1000
e 1 8.168 1000 10.727 1000
Oxidacion
2 8.075 1000 10.613 1000
80 °C 1 7.579 1000 10.024 1000
2 7623 1000 10.062 1000
1 7.664 1000 10.115 1000
Luz solar
2 7.682 1000 10.128 1000
. .1 00
Luz fluorescente (2000 1 7.710 1000 10159 10
luxes) 2 -7.702 1000 10.150 1000
1 7.62 . 000
Humedad / 80 °C 6 1000 10.074 !
2 7617 1000 10.064 1000

8L




TABLA 23. Valores de “match” para las seiiales de Acetato de Parametasona y

Difenilamina en muestras degradadas. Suspension de 0.2 mg/mL.

Condicién de Muestra Acetato de Parametasona Difenilamina
d dacio N . Pureza . Pureza
egradacion °. tr(min) | cromatogrifica | (MM | cromatogrifica
Sin degradar 1 8.194 1000 10.757 1000
2 7.727 1000 10.195 1000
Oxidacién 1 7.883 1000 10.334 1000
2 7.834 1000 10.334 1000
Hidrolisis acida 1 8.168 1000 10.727 1000
2 8.075 1000 10.613 1000
80 °C 1 7.795 1000 10.287 1000
2 7.762 1000 10.251 1000
Hidrolisis acida / 80 °C 1 7.886 1000 10.398 1000
2 7.719 1000 10.192 1000
Hidrolisis basica / 80 °C 1 7.923 1000 10.437 1000
2 7.904 999 10.420 1000
Luz solar 1 7.745 1000 10.226 1000
2 7.736 1000 10.224 1000
Luz fluorescente (2000 1 7.736 7 1000 10.221 1000
luxes) 2 7.728 1000 10.214 1000

6Ll
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Figura 14

ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Pureza cromatogréfica de las sefiales de interés determinada por

detector de arreglo de diodos.

16 100Y
Uv ?2.873 (S) of RSB__13A.D LC A 254,4 450,
UvrR.983 (A) of RSB__13A,D LC B 2,4 45a,
g Uy 8\0B6S5 (6) of ASB__13AR.D g Lc C 2,80 450,
r o
o o
%] 9
A ju ]
T T
£ A e | ¥ g E \s T Ll
250 300 350 400 7.3 8.0 8.5
Havelength (nm) Time (min,)
UV 1D.453 (5) of ASB__13A.D LC R 254,4 450,
UV 10.582\(A) of ASB__!3A.1 LC B 2Aa2,4 458,
g Uuv 10.645 X6) of ASB__13R.D g .c C ,80 450,
o r
3} (i)
(%] (%]
] 2
« aQ
£ |3
Lt an At andh ads 1 A ae s s 3 Y=y o
250 300 359 420 9.9 11.4
Wavelength (nm) Time (min,?>
LC A 254,49 g458m88 of RSB__13R.D
40 ESTANDAR 1Q0%
8 301
€ 20
10
%] = S S i SR L e = P
5 20 2s

Acetato de Parametasona, tr = 7.989 min

Difenilamina, tr = 10.945 min
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Figura 15

ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Pureza cromatogréfica de las soﬁaleb de lnferés determinada por
detector de arreglo de diodos.

FORMULACION DE TABLETAS

a) Sin degradar

Uy ?2.518 (5% eof TRB_ @4R.0D
LN LELE r mr TIIR UMD
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L% L08R\ e TaE Q9nl A B G35,
3 Uv 10.190 X6) of TAB__04AR.D g Lc C Q,81@ 450,
o "
Q 1Y
@ [
pe} )
T a4
£ g g ey ey e g ey £ AU
2508 3eQ 350 4100 9.4 18.8
savelenath (nm) Tima (min,}
LC R 254,49 450,00 c THB_“?M%.D
3 . TRBLETRS ®
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B B | A
¥ 203 : ‘ .
[ e | I / ‘.\
104 i }
(}F ey v‘AT“T e ST e S -----~"~\T~-—v- i——-/»r—\- TR
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Polividona K, tr = 1,798 min

Acetato de Parametasona, tr = 7.610 min

Difenilamina, tr = 10.046 min

FALLA DE oRIgEN
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b) Humedad / 80°C

(9}

72.518 ¢5)

of TRAB__17A.D

LC R 254,4 450,

! LEI0 G of TAM 17204 LC H aye.4 45,
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Wavelength (nm) Time (min,)
Uv 8,969 (35) of TRAB__17A.D LC A 254,4 450,
UY D, avANGRY of THB 17A.0 L.C B 45@,
g uv 18.1 6) of TRB__17R.D g 450,
P 6
U 3]
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250 300 35 400 9.4 ) 11.0
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404 w  TRABLETAS a
. 38; g Humedad - 8@ grados X
# apd "
4 3

104

2

4

Time

(min, )

Polividona K, tr = 1.793 min
Acetato de Parametasona, tr = 7.626 min
Difenilamina, tr = 10.074 min

FALLA Dk wvniach
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Figura 16

ESPECIFIDAD DEL METODO.

Pureza cromatogréfica de las seflales de interés determinada por
detector de arreglo de diodos.

FORMULACION DE SUSPENSION.

a) Muestra sin degradar

ne NTLRR0R, T
) £ ODILARZIRD °
s
’.v ©
3] 4]
%] (5]
& £
- Nau'u‘.er;g‘..-v f‘nml: Time (rr;ln.i
: D!’..HQCBH.YI B :&‘!. - 458,

T DILARDRIMA, N "3 Lo 0,30 3T
¥ =
& 3
L e
13 |39
¥ &
£ 3

.~Iave7'enlg*.n fnm) " Time imin.

ne Qo a o ’

KRNI L SUSPENSION

]

3 #f.‘& v R Sin daegradar
€ .

(1Y

ol . -

Deme Umrn,
Colorante, tr = 1.745 min Benzoato de sodio, tr = 4.120 min
EDTA |, tr=2.072 Acetato de Parametasona, tr =8.194 min
Acido citrico, tr =2.411 min Difenilamina, tr = 10.757 min

FALLA DE ORIGEN
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b) Hidrélisis bésica /80 °C

PRV - SORL R A= I ST S AR € WX 1A SC s B PR £ I I 45C,
(R) of DILAR1I2R.D
o (6) of PDILARI2ZA.D T
(7] ]
™ °
u Q
(%] 7]
2 o]
c C
a8 S . ERarA .8 B3
Wavelength (nm) ) Time (min.,}
. 10,323 1YY e DILRSIZR.C LTF 234 .4 150,
uv 19,43 (R) of DILARI2R.D LC B A42,4 450,
° DILARIZ2A. O T
[} 0
= n
u (4]
n ]
e 2
14 14
€ e — £ s
2EG Do asQ < @ ESE
wavelarﬁth {nm) Time {(min,)
G OA 254,48 A5@, B G Uileuian o
vei b o SUSPENST K
817 " # 5 9 @ ™ <
2 eod ;‘ No ¥ o @ 8
Eoaes e e
2494 1. i i\
] £ "*l:."::"‘-'!'té;.'e—: e U ST S ﬁ—:/—--o« = :
: a <
Time (min,)
Colorante, tr = 1.737 min Benzoato de sodio, tr = 4.073 min
Acetato de Pardmetasona, ir = 7.923 min
Acido citrico, tr = 2.454 min Difenilamina = 10.437 min

»

Producto de degradacién, tr = 2,901 min
Producto de degradacion, tr = 5.959 min

Los productos de degradacion formados no interfieren en la
cuantificacién de Acetato de Parametasona y Difenilamina.

FALLA DE ORIGEN
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8. TOLERANCIA

A. Modificaclones del sistema de separacion: fase movil y
columna.

A.1 Efecto de la composicion de lafase movil.

a. Etecto de la composicion de lafase movil.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en la
determinacion del efecto de la proporcién metanol-agua sobre
los parametros cromatograficos de las seriales de interés.

Los cromatogramas obtenidos en las dos proporciones evalua-
das se muestran en la figura 17, mientras que los valores
obtenidos paralos parametros cromatograficos se muestran en
la tabla 24,
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Figura 17
TOLERANCIA DEL METODO.

Efecto de las proporciones de metanol - agua sobre los pardmetros
cromatogréficos de las seflales de Interés.

Cromatogramas estindar 100%.

a) I;‘uo mdvil: metanol - agua, 62:38, pH = 3.8

11.926
15.308

Acetato de
Difenilamina

| Parametasona

-
~e.See

S10

b) Fase mévil: metanol - agpg, 70:30, pH = 3.8

33
5% 3
o
U\ |

Siae



TOLERANCIA DEL METODO.

TABLA 24
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Efecto de las proporciones de metanol - agua sobre los parametros

cromatogréficos de las seflales de interés.

Flu mévil

Cotr

Difenilamina

7 |MeOH H20 |- (min) - S A e
Acetato de 11.93 3556 |1.18{ 276
‘1 Parametasona 62 38 _ 3.93
, , - 18.31 4430 |1.28| 3.82
Difenilamina v v ‘
Acetato de 847 | 3185 [1.10| 1.66
Parametasona 66 34 3.89
. 11.27 3341 [ 1.10| 2.50
Dif«nilamina
Acetato  de 6.89 3296 (1.20| 1.16
Parametasona 70 30 4.03
9.02 3872 [1.14| 1.82 ‘

* Las lineas sombreadas indican los resultados obtenidos bajo las

condiciones estabecidas en el método analitico.

De manera general se observa lo siguiente, con respecto a los
valores de los parametros cromatograficos obtenidos con la fase
moévil del método:

o Lafase mdvil compuesta de metanol - agua en proporciones de
| 62:38 respectivamente y pH = 3.8 + 0.05, aumenta de manera
importante el nimero de platos tedricos (N), el factor capacidad
(k') y la resolucion (R) de las seflales de interés, sin embargo,
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aumenta también el factor de coleo (T) de las mismas,
especialmente de la sefal de Difenilamina.

o Lafase mévil compuesta de metanol - agua en proporciones de
70:30 y pH = 3.8 +£ 0.05, aumenta ligeramente el nimero de
platos tedricos (N) y la resolucién (R) de las sefiales de interés,
sin embargo, aumenta también e! factor de coleo (T) y
disminuye ademas, el factor capacidad (k') de las mismas.

De acuerdo con los

resultados obtenidos se propone
tentativamente, que la fase mévil puede ser ajustada entre
65% - 68% de MeOH y 35% - 32% de agua con el fin de obtener
mayor resolucién (R), aumento de platos tedricos (N) y un factor de
coleo (T) menor a 1.2 para las sefiales cromatograficas de interés.

El efecto de la proporcién metanol - agua sobre el factor capacidad
(k') fue evaluado graficamente. Los resultados obtenidos se
encuentran en la tabla 25 y en la figura 18. De acuerdo con ellos,
no existe inversién de las sefiales de Acetato de Parametasona y
Difenilamina en el intervalo de proporcién evaluado y el factor
capacidad (k') disminuye al aumentar el % de metanol en la fase

mdvil.

TABLA 25. TOLERANCIA DEL METODO.

Efecto de la proporciéon de MeOH sobre el factor capacidad (k').

62 % MeOH |66 % MeOH | 68% MeOH
Acetato de Parametasona 044 0.22 0.08
Difenilamina 0.58 0.40 0.26
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Figura 18

Representacion grafica del efecto de la proporcion MeOH sobre
el factor de capacidad (k').

0.62 1

- 1 -s- Acetato de
. Parametasona
. - ~«Difenilamina
L 042+ |
° 032+
g
k' 022+
0.12+
0.02 e

% metanol

b. Efecto del pH.

A continuacion, en la figura 19 se presentan los
cromatogramas abtenidos para los dos valores de pH
evaluados y en la tabla 26, se muestran los valores de los
pardmetros cromatograficos de 1as sefiales de interés en
funcion dei pH.
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Figura 19
TOLERANCIA DEL METODO

Efecto del pH sobre los pardmetros cromatogréficos de las sefales
de Interés.

Cromatogramas de estdndar 100%.

a) Fase mévil: metanol - agua, 66:34, pH = 3.3

w
N P2
* ©o
N o

‘Acetato de
Parametasona

Difenilamina

4.182

sTaRt

b) Fase mdvil: metanol - agua, 66:34, pH = 4.2

W
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TABLA 26. TOLERANCIA DEL METODO.
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Efecto del pH sobre los pardmetros cromatogréaficos de las seflales

de interés.
SENAL  |delafase| yuin | N | T | K R
" mévil REEA I :
Acetato de
Parametasona 7.92 3200 1.1 161
3.3 4.58
Difenilamina 1062 | 4686 1.28 2.50
Acetato de
Parametasona 8.47 3185 110 | 1.66
38 3.89
Difenilamina 1127 | 3341 | 110 | 250
Acetato de
Parametasona 8.98 3147 1.06 1.82
42 2.03
Difenilamina 11.72 | 4357 1.17 268

* lLas lineas sombreadas indican los resultados obtenidos bajo flas

condiciones estabecidas en el método analitico.

De manera general se observa lo siguiente, con respecto a los
valores de los parametros cromatograficos obtenidos con el pH de

ia fase mavil del método:

¢ Una disminucion de 0.5 unidades en el pH de la fase
movil produce incremento en la resolucién (R) de las
seflales cromatograficas, sin embargo, aumenta
también el factor de coleo (T) de las mismas.

¢ Un incremento de 0.4 unidades en el pH de la fase
movil disminuye el factor de coleo (T) de las sefiales
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de interés, sin embargo, disminuye significativamente

la resolucion (T) entre las mismas.

o El numero de platos tedricos (N) para Acetato de
Parametasona no se modifica en el intervalo de pH
evaluado, mientras que el de Difenilamina aumenta,
especialmente a pH = 3.3

De acuerdo con los resultados obtenidos se propone
tentativamente que el pH de la fase mévil sea ajustado entre
pH = 3.8 + 0.2 para aumentar la resolucién entre las sefiales de
interés, sin que se vean afectados de manera importante los

parametros cromatogréficos adicionales de las mismas.

El efecto del pH de la fase mévil sobre el factor capacidad (k') de
las sefales de interés fue evaluado graficamente. Los resultados
obtenidos se presentan en la tabla 27 y gréficamente en la figura
20. En elios, se observa que no existe inversién de las sefiales de
interés en el intervalo de pH evaluado y que el factor capacidad,
(k'), aumenta al aumentar el pH de |a fase mévil.

TABLA 27. TOLERANCIA DEL METODO

Efecto del pH sobre el factor capacidad (k').

SENAL Log k'
pPH=33 | pH=38 | pH=4.2
Acetato de Parametasona 0.21 0.22 0.26
Difenilamina 0.40 0.40 043
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Figura 19

Representacidn gréfica del efecto del pH saobre
el factor de capacidad (k').

1 / ;—"' A.C-elatO« de o
+ ~~ Parametasona
-o-Difenilamina

T -
-1&-
-“‘ /

3.3 3.8 4.2

pH
A.2 Efecto de modificaciones de la columna.

A continuaciéon se muestran los resultados obtenidos en la
determinacion de! efecto de la columna sobre los parametros
cromatograficos de las sefiales de interés.

En la tabla 28 se muestran las caracteristicas de las
columnas evaluadas y en la figura 21, se presentan los
cromatogramas obtenidos para cada una de ellas. Los
valores obtenidos para los parametros cromatograficos se
encuentran en la tabla 29.

———
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TABLA 28. Caracteristicas de las columnas evaluadas.

Materialde FomQy'uma'no_ | s | Yecublerto
ompaquo o dopamcula sqpqr_ﬁciql.. e"-'(m‘/g) | :"i‘.°°”'~f“°'
ST PRt il R e N (111 - ) ES DAESION enlazada

Hypersil ODS esférica, 5 u 10 2.84
Adsorbosphere Cqy esférica, 5 p 12 2.99
Spherisorb ODS-1 esférica, S 7 1.47
pBondapak cg irregular, 10 p 10 1.46
Lichrosphere RP-8 | esférica, 5 - -

Figura 21

TOLERANCIA DEL METODO.

Efecto de modificaciones de la columna.

Cromatogramas estandar 100%.

A) Hypersil ODS, 5, 250 mm x 4.6 mm. Alitech.

— 9.11

Parametasona

Acetato de

——

12.15

__,,
l Difenilami

J

ST
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B) Adsorbosphere, C18, 5u,. C) Shperisorb ODS-1, 5y,

250 mm x 4.6 mm. Alitech 250 mm x 4.6 mm. Alltgech.

hog ™
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L)
s+ amy

C) uBondapak, C18, 10y, < D) LiChrosphere, RP-8,5 1, -
300 mmx 3.9 mm, Waters ¢ 150 mm, Merck.
® F 0w o
N il
r © Qo 2 I g
- £ °a il E
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§% e 3
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<& Q
. a. J u
- | a _—
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]

La columna Adsorbosphere proporciona sefales finas y excelentes
valores para cada uno de los parametros cromatograficos evaluados.



TABLA 29

TOLERANCIA DEL METODO.

Efecto de la columna sobre los pardmetros cromatograificos de las sefiales de interés.

SENAL COLUMNA - tr (min) N T K’ R
Acetato de Parametasona Hypersil ODS, 8.47 3185 1.10 1.66 389
Difenilamina Su, 25 cm. Alitech. 11.13 3341 1.10 2.50 )
Acetato de Parametasona | Adsorbosphere,Cig 7.93 5198 1.00 1.89
5u, 25cm, Alitech. 7.93
Difenilamina : : 11.34 11664 1.07 3.14
Acetato de Parametasona | Spherisorb,0DS-1 8.83 4791 1.02 197
Su, 25cm 467
Difenilamina Alltech. 10.29 10078 0.98 2.46
Acetato de Parametasona uBondapak, Cis 9.71 3928 1.07 2.14
104, 30cm 273
Difenilamina Waters. 11.37 5940 1.00 268 :
Acetato de Parametasona | LiChrospher, RP-8 3.96 1645 1.19 1.60 s
3.32
Difenilamina 5u. Merck. 5.28 2655 1.14 247

g€l
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De manera general se observa que todas las columnas evaluadas
presentan parametros cromatogréficos satisfactorios para las sefales
de Acetato de Parametasona y Difenilamina, conservandose el orden
de elucién establecido en el método.

B. Estabilidad de soluclones analiticas.
b.1 Soluclones estandar de calibracién.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 30 y 31,
para temperatura ambiente y 5 °C, respetivamente. El valor
de DER en ambos casos es menor de 1.5%, lo cual indica
que las soluciones estandar de calibracién pueden ser
utilizadas por lo menos durante 72 horas después de su
preparacién, siendo mantenidas a temperatura ambiente 6 a
5 °C sin comprometer |a exactitud del método.

TABLA 30. TOLERANCIA DEL METODO.

Estabilidad de soluclones analiticas.
% Acetato de Parametasona en soluciones estindar de
calibracién. Temperatura ambiente.

Solucion estandar _ Tiempo .
de calibracién (%) | Andlisis 24 48 72
inicial horas | horas | horas
80 100.20 99.40 98.00 97.90
100 99.62 101.52 | 99.92 98.32
120 99.60 98.73 98.13 96.67

media = 98.99% DE=1.29 DER =1.30% n=12
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TABLA 31. YTOLERANCIA DEL METODO.

Establlidad de soluclones analiticas.
% Acetato de Parametasona en soluclones
estandar de callbracién. § °C.

Soluciénesténdar|  Tlempo .-
de calibracidn (%) [ Andlisis 24 48 72
oo ) inielal horas | horas | horas
80 9942 | 99.14 | 99.90 | 67.32
100 99.11 | 10008 | 98.79 | 97.26
120 98.74 | 98.80 | 100.60 | 98.27

media = 99.04%

DE =1.04

DER = 1.05%

n=12

b.2 Soluclones muestra.

En la tabla 32 se presentan los resultados obtenidos en la
determinacion de la estabilidad de soluciones muestra de
tabletas y de suspension, a temperatura ambiente y a 5 °C.
Los valores de DER obtenidos son menores de 1.5% .



TABLA 32. TOLERANCIA DEL METODO.

Estabilidad de soluciones analiticas.

% Acetato de Parametasona en soluciones muestra. TA y 5°C.

TIEMPO TABLETAS 1 mg SUSPENSION 0.2 mg/mL
(horas) TA 5°C. TA. 5°C.
97.57 97.86 95.79 95.90
0 98.45 98.73 96.26 96.92
97.32 98.43 95.16 95.72
96.93 94.77 97.56 98.34
24 97.17 96.58 97.70 99.05
97.30 96.74 96.66 97.80
97.73 99.00 96.81 97.99
48 98.55 98.26 97.58 97.46
98.61 98.34 95.94 98.59
97.26 98.91 96.25 97.93
72 98.29 97.44 97.07 98.30
98.08 97.18 95.44 97.41
Parametros | media = 97.77% | media = 97.69% | media = 96.25% | media = 97.62%
estadisticos DE =0.59 DE=123 DE=0.85 DE=1.02
DER=060% | DER=126% | DER=088% | DER=1.04%

6€l
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS.

Las propiedades fisicoquimicas del Acetato de Parametasona,
especialmente la absorbancia a A = 254 nm y la solubilidad y estabilidad
en metanol, permitieron el desarrollo de un método de analisis por
cromatografia de liquidos de alta presién para cuantificar este principio
activo en tabletas y en suspension. La metodologia establecida es
sencilla, rapida y de facil implementacién, en el estudio de estabilidad de
Acetato de Parametasona.

La confiabilidad de la metodologia propuesta fue evaluada
estadisticamenie en funcion de los pardmetros de linealidad, exactitud y
precisién del método:

¢ Linealidad.

La linealidad del sistema se determiné a través del coeficiente de
correlacion (r) de la curva de calibracibn de Acetato de
Parametasona en el intervala de 70 a 120%. El valor abtenida de r
indica que el detector y en general las condiciones de trabajo,
generan una correlacion lineal entre la concentracion y el factor de
respuesta de Acetato de Parametasona en el intervalo de
concentraciones analizadas.

La linealidad del método se determiné a través de las parametros
de pendiente, ardenada al origen y coeficiente de correlacion de la
gréfica de % de Acetato de Parametasana recuperado en funcion
del % adicionado.
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Los valores obtenidos para la pendiente son cercanos a 1 y el
intervalo de confianza al 95% incluye el valor de 1.00. Por otra
parte, el valor del intercepto de la recta de regresién es menor de
cero en el caso de las tabletas y mayor de -1 para la suspension,
sin embargo, en ambos casos, el intervalo de confianza al 95%
incluye el valor de cero. Los valores del intercepto pueden ser
atribuibles al efecto del placebo de la formulacién, debido a que el
obtenido en la linealidad del sistema es cercano a cero. Los
valores de coeficiente de correlacién de las graficas de la
linealidad del método son mayores a 0.999. ‘

En base a lo anterior, el método analitico tiene la capacidad de
generar resultados que son directamente proporcionales a la
concentracion de Acetato de Parametasona en el intervalo de
concentraciones analizadas, siendo asi un método lineal.

¢ Exactitud.

La exactitud del método se evaluo a través de la media de recobro
obtenida en los placebos adicionados. Los valores obtenidos son
cercanos a 100% vy los intervalos de confianza al 95% se
encuentran en un intervalo de 99.5% - 100.5%. Por lo tanto, los
resultados obtenidos a través de la aplicacién del método son
exactos.

La comparacion de la cuantificacion del método por dreas y alluras
fue realizada estadisticamente. Los resultados indican que los dos
métodos de integracion pueden ser utilizados para el analisis de
Acetato de Parametasona en tabletas. Mientras que para la
suspension, los resultados obtenidos indican que el Acetato de
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Parametasona debe ser cuantificado unicamente por areas. La

diferencia en estos resultados puede ser debida a que la
" Integraciéon de alturas es mdas susceptible a las variaciones

instrumentales. '

o Precision.

La precisién del método fue determinada como repetibilidad y
reproducibilidad. Debido a que. este parémetro es una medida de!
grado de dispersion de los resultados analiticos obtenida al aplicar
repetidamente el método, Ia precision fue evaluada en funcién de
la desviacion estandar relativa (DER).

En la precision del sistema se obtuvo una DER menor de 0.5%,
por lo tanto, el sistema cromatografico: bomba, inyector y detector
es repetible y genera una contribucién minima al error del método.

El valor de DER obtenido para la repetibilidad del método fue
menor de 1% para tabletas y suspensién, lo cual indica que el
error de método es bajo y puede ser aplicado a varios muestreos
obteniendo resultados repetibles.

Por otro lado, la DER obtenida en la reproducibilidad fue menor de
1.5% cumpliéndose con el criterio de aceptacion establecido en el
procedimiento de validacion aplicadose. Los resultados del analisis
de varianza para la suspension fueron satisfatorios indicando que
la variacién de analista a analista y de dia a dia no es significativa
en el andlisis, sin embargo, los resultados para las tabletas,
indican que el método no es reproducible por un analista en dos
dias diferentes; este resultado puede ser atribuido a
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errores aleatorios cometidos por el analista 1 en el dia 1 de
precisién, considerando que el error experimental del método es
bajo y que los valores de DER obtenidos por cada analista en
cada dia de trabajo son menores a 1%.

Uno de los aspectos mds importantes de la validacion, fue la
determinacién de la especificidad, debido a que el método serd
aplicado en estudios de estabilidad. La especificidad del método fue
demostrada ante excipientes, materia prima de Acetato de
Parametasona y formulacion de tabletas y de suspension, sin
degradar y sometidos a condiciones drasticas de degradacion. Los
cromatogramas obtenidos no muestran sefiales que interfieran en la
cuantificacion de Acetato de Parametasona-y Difenilamina. El analisis
por detector de arreglo de diodos a diferentes longitudes de onda,
permitio corroborar que no se presenta coelucion de produclos de
degradacion en los tiempos de retencion de las seflales de interés.
Por lo tanto, el método es capaz de diferenciar a la molécula intacta
de Acetato de Parametasona de excipientes, de sustancias
relacionadas y de productos de degradacion, siendo asi un método
indicador de estabilidad.

Los resultados obtenidos en la determinacion de tolerancia indican
que el sistema cromatografico permite ajustes de las proporciones de
metanol - agua y de pH de la fase mdévil, asi como de la columna,
lograndose en algunos casos optimizar los pardmetros
cromatogréficos de las sefales de Acetato de Parametasona y
Difenilamina; sin embargo, la modificacion del sistema cromatografico
establecido en el método durante estudios de estabilidad, esta sujeta
a la demostracion de la especificidad del mismo.
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Por otra parte, el método permite utilizar las soluciones estandar y las
soluciones muestra preparadas, por lo menos durante un intervalo de
72 horas después de su preparacion, sin comprometer la exactitud del
mismo.

Finalmente, el método analitico propuesto es capaz de detectar y
cuantificar cantidades pequefas de Acetato de Parametasona, el nivel
de ruido generado en el sistema cromatogréfico es muy bajo, por lo
tanto, puede ser utilizado como base para el desarrollo de métodos de
limpieza de equipos de fabricacién y para el andlisis de musestras
contaminadas por Acetato de Parametasona.



9y
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Vil. CONCLUSIONES

Se desarrollé y validd un método de andlisis por cromatografia de
liquidos de alta presion para la cuantificacion de Acetato de
Parametasona en tabletas de 1 mg y suspensién de 0.2 mg/mL,
cumpliéndose asi los objetivos establecidos al inicio de este trabajo.

La validacion estadistica sefiala que el método propuesto es lineal,
exacto. preciso, robusto (tolerancia) y altamente sensible. Es también un
método indicador de estabilidad, por 10 tanto, puede ser aplicado en
estudios de estabilidad de Acetato de Parametasona en tabletas de'1 mg
y suspension de 0.2 mg/mL.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo ponen de manifiesto la
importancia de la aplicacion de la cromatografia de liquidos en el
desarrollo de métodos analiticos y de la validaciéon, como herramientas
fundamentales en la obtencion de métodos sencillos, rapidos y confiables
para la determinaciéon cuantitativa de principios activos en preparados
farmacéuticos, durante estudios de estabilidad.
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IX. ANEXOS

ANEXO A. FORMULAS PARA EVALUAR LA LINEALIDAD DE UN
METODO ANALITICO.

intervalo de confianza al 95%

Pendiente
Syex
B tg2, n-2 5
(XX)
¥ X2
n
Ordenada al origen
1 X2
At toz n.2 Syex +
n (xX)2
DD, (2 —
n

Donde:
Syex = desviacion estandar de Y en X.

n-1 2 2 .2
Syexs——— (8%y- B° §%)
n-2
, (2
¥ x2-
[ n
s% =
n-1
2
(ZY)
s v-
n
s2, =



158

ANEXO B

FORMULAS PARA EVALUAR LA EXACTITUD DE UN METODO ANALITICO

intervalo de confianza al 95%

X t tayz,n -1

Donde :

X =media del % de recabro.
s = desviacion estandar relativa.
n = numero de determinaciones
a2, n-1 = valor de t de tablas para una distribucion de dos
colas cona =0.05
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ANEXO C

FORMULAS PARA COMPARAR LA CUANTIFICACION DE UN
METODO ANALITICO POR AREAS Y ALTURAS.

Prueba de t.
Ho: ity = p2
Ha: pq # np
Estadigrafo de contraste:
VX4
t calculada =
Sd

Donde:

Xd = media de las diferencias de los % de recobro
por areas y alturas

Sd = desviacion estandar de las diferencias

Decision estadistica:

S' t cale <t w2, n-1 a= 0.05

No existen diferencias significativas en los % de recobro obtenidos
por areas y por alturas.
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Pruebade F,

Hipotesis a constrastar:

Ha=8% = 6%

Ha= 821 * 322
Estadigrafo de contraste:
s%
F calculada =
sy

Donde:
§2 = varianza de los % de recobro obtenidos por areas
(A) o alturas (H).
Decision estadistica:
SiF calc <F teorica a =0.05

No existen diferencias significativas entre las varianzas de los % de
recobro obtenidos por areas y alturas.
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ANEXO D

MODELO ESTADISTICO PARA EVALUAR LA REPRODUCIBILIDAD DE UN
METODO ANALITICO A TRAVES DE UN ANALISIS DE VARIANZA.

Para el caso particular de la determinaciéon de la reproducibilidad
efectuada por dos analistas en dos dias diferentes y con tres réplicas
cada uno, se realiza el andlisis de varianza que se describe a
continuacion '°. '

El modelo hipotético que representa este caso es el siguiente:
Yie=p + o+ 8+ €y

Donde:
Y jk = El ensayo de la sustancia de interés de la késima

muestra analizada por el iésimo analista en késimo
dia.

} = media poblacional del ensayo de la sustancia de
interés en la muestra,
o, = efecto del analista en el ensayo (donde y = 1...a).
3 j (y) = efecto del dia anidado en el analista (donde j = 1...d).
€ k (jj) = error del metodo analitico (donde k = 1...r).
a = numero de analistas (donde a = 2).

d = numero de dias (donde d = 2).
r = numero de replicaciones (donder =3).



ANEXO D
(Continuacion)
Fuente de Grados de Suma de Media de Fm Fo.os
variacion libertad cuadrados cuadrados
Analista 1 Y3 SCa MCa gla
a- U , e
(a) dr adr a-1 . MCd g'd
. 2
Dia 3};\(2 SCd MCd Id
(d-1)2 izY o Rt Bl
(@ r dr (d-1)a ~ MCe gle
Error Z}_‘,Y2 SCe
(r-1)ad PRI £ 7] S— e —
(e) : r (r-1) ad
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