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1
OBJETIVOS

* Determinar la estabilidad de la mezcla intravenosa de
Clorhidrato de Dopamina en solucién de Dextrosa al 5% en agua
inyectable a una concentracién de 1.6 y 3.2 mg/ml, durante un periodo de
72 horas, a temperatura ambiente (20+20C) y sin proteccién de la luz,
utilizando HPLC para la determinacién.

* Realizar el estudio en forma comparativa con dos productos
nacionales y uno extranjero de Clorhidrato de Dopamina simultdneamente.

* Demostrar que e¢s posible Ia preparacién y almacenaje de
soluciones diluidas de Clorhidrato de Dopamina sin que disminuya
- considerablemente su concentracién o sucedan cambios que alteren su



2
INTRODUCCION

Un gran numero de catecolaminas son usadas para tratar
-desequilibrios hemodinimicos que requieren cuidados intensivos. Estos
medicamentos son administrados por infusién intravenosa donde la dosis
. depende del efecto deseado y de Ia respuesta del paciente, tal ¢s ¢l caso
del Clothidrato de Dopamina (DHCL) el cual ha sido utilizado
exitosamente como un agente inotropico.

En la prictica hospitalaria un gran mimero de medicamentos
inyectables son diluidos con soluciones intravenosas de gran volimen y
este hecho es completamentc razonable en el caso de DHCL, que
unicamente puede ser administrado a los pacientes intravenosamente
empleando soluciones diluidas con dextrosa al 5%. En nuestro pais ya no
estan disponibles comercialmente las presentaciones prediluidas listas para
administrarse, por lo que es necesaria la dilucion hospitalaria de este tipo
de medicamentos, por tal motivo es indispensable realizar estudios de
estabilidad de estas mezclas intravenosas (MIV) considerando no sélo
peviodos cortos o tiempo de administracién sino también el tiempo de.
almacenaje despwés de la preparacién de la MIV. L

Temendopresenteelactualdcsmrollomnu&sﬁopalsdemtmls
intrahospitalarias especializadas en preparaciones intravenosas, y
‘determinando que la eficiencia en la operacién de una central de mezclas
intravenosas depende de maximizar la vida media de cada producto, esto
nos conduce al propésito de este trabajo: donde se pretende verificar, bajo
condiciones hospitalarias, la estabilidad fisica de la MIV de DHCL en
solucion de Dextrosa al 5% en agua inyectable (DX5%) a las
concentraciénes nominales de 1.6 y 3.2 mg/ml (Concentraciones reales de
1.54 y 2.96 mg/ml, respectivamente), mediante un estudio comparativo -
con dos productos nacionales y un producto extranjero durante un periodo
de 72 horas posterior a la preparacion de la MIV, manteniendo una
temperatura ambiental (20+20C), y sin proteccién de la luz; con el fin de
asegurar y respaldar la preparacion y almacenaje de soluclones de DHCL
diluidas hospitalariamente.



3
GENERALIDADES

3.1 CONCEPTOS BASICOS DE
ESTABILIDAD Y CROMATOGRAFIA

Estabilidad

El farmacéutico siempre ha estado interesado sobre la estabilidad
tanto del farmaco en desarrollo como en su presentacién farmacéutica
final. Inicialmente detectaba incompatibilidades por medios muy simples
(color, olor, etc), posteriormente comenzé a realizar ensayos de
cuantificacion basados en reacciones coloridas, hasta utilizar
pricticamente el espectrofotometro (1940) en estudios no muy especificos;
que posteriormente fucron apoyados con la cromatografia en capa fina de
una manera semicuantitativa y més especifica. B

Actualmente la técnica denominada HPLC es una de las mds
utilizadas por su gran confiabilidad para detectar y cuantificar pequefias
cantidades del compuesto de interés, impurezas y productos de
degradacién, que apoyada por métodos rigurosos y planeados
cientificamente y cuyos resultados perfectamente integrados por medio de
computadoras dan la suficiente informacion valedera para establecer con
seguridad que el producto conservard su estabilidad en el lapso de
almacenamiento que se le anticipaZ.

La USP define como estabilidad el punto en el cual un producto
retiene, dentro de limites especificados y durante todo su periodo de
almacenamiento y uso, Las mismas propiedades y caracteristicas que
poseia al tiempo de su manufacturaS. Ampliando esta definicién para un
producto farmacéutico se la puede definir como la capacidad de una
férmula en particular, en un sisterna especifico de envase y cierre, para
mantenerse  dentro de sus especificaciones fisicas, quimicas,
microbioldgicas, terapéuticas y toxicologicas!.



A la estabilidad de un producto también se la puede definir como
el tiempo transcurrido desde la fabricacién y envasado de la formulacién
hasta que su actividad quimica o biolégica no desciende por debajo de un
nivel de potencia determinado y sus caracteristicas fisicas no se han
modificado de manera apreciable ni nociva. Por lo general se reconoce que
el nivel de potencia aceptable minimo- es del 90% de la potencia rotulada,
es decir una pérdida de! 10% en potencia, asumiendo que los productos de
degradacion formados son inactivos y no producen ningun efecto no
deseado. Aunque uno de los objetivos para asegurar la calidad es la
inocuidad clinica, esta no se puede estudiar por sf misma, sinc que es un
concepto negativo que no se puede demostrar facilmente y sélo hay que
expresarlo en términos de la no ocurrencia de algin elemento perjudicial
relacionada con el tiempo como pueden ser la disminucion de la actividad
terapéutica, o bién la aparicién de una sustancia téxica formada como
producto de degradacion mientras el producto permanece almacenado.

En consecuencia, la fecha de expiracién se define como el tiempo
en que el producto habra de mantenerse estable si se le mantiene en las
condiciones recomendadas. La fecha de expiracion asignada es una
interpretacion directa del conocimiento obtenido con el estudio de
estabilidad. ‘

Un producto farmacéutico no es seguro si los productos de
degradacién ocasionan efectos no deseados. La fecha de expiracion en
este caso deberd ser dependiente de la velocidad de formacion del
producto de degradacion téxico si una cantidad peligrosa de estos se forma
antes de que ¢l 10% del activo se haya degradado26, '

La USP reconoce cinco tipos generales de estabilidad tal como se
indica en la siguiente tabla:



Criterios para niveles aceptables de estabilidad

Tipo de estabilidad Condiciones mantenidas durante
el periodo de anaquel del
producto farmacéutico

Quimica Cada ingrediente activo retiene
su integridad quimica y potencia
etiquetada, dentro de los limites
especificados.

Pisica Las propledadaes fisicas originales
incluyendo apariencis, uniformidad
disolucién y suspendabilidad son
retenidas

Microbioldgica La esterilidad o resistencia al
crecimiento microbiano es retenida
de acuerdo a los requerimentos
espaciticados.

Los agentes antimicrobianos que
estén presentes retienen su
efectividad dentro de los limites

especificados.

Terapéutica El efecto terapbutico permanece
#in cambio.

Toxicolégica No existe incremento signicativo

en la toxicidad,

Factores que afectan la estabilidad de un producto

Cada ingrediente, ya sea terapéuticamente activo o inactivo, en
una forma de dosificacion, puede afectar la estabilidad. los factores
ambientales, tales como la temperatura, radiacién, luz, aire
(especificamente oxigeno, diéxido de carbono y vapor de agua) y humedad
pucden también afectar la estabilidad. Similarmente otros factores como el
tamaiio de particula, pH, las propiedades del agua y otros solventes
empleados, la naturaleza del contenedor y la presencia de otras
substancias quimicas resultantes por contaminacion o por mezclado
intencional de diferentes productos pueden influir en la estabilidad28.

Asi también la estabilidad es una funcién de la formulacion y el
método de manufactura del contenedor y cierre usados en el




acondlclonatmemo del producto, por lo que dicha estabilidad puede variar’
de acuerdo a la forma de dosificacion y el fabricante26,

Clasicamente a las evaluaciones de la estabilidad de los productos
farmacéuticos se las ha separado en estudios sobre 1a estabilidad quimica,
y fisica de las formulaciones. En realidad no existe una linea divisoria
absoluta entre estos dos aspectos arbitrarios. Los factores fisicos -Calor, ,
luz, humedad- pueden desencadenar reacciones quimicas o acelerarlas, en
tanto que siempre que se hace una medicién en un compucsto quimico se
incluyen en el estudio las dimensiones fisicas.

De los parametros que generalmente se evalilan en los estudios de
estabilidad quimica se encuentran la evaluacion de la potencia del
ingrediente activo, sus productos de degradacién, compatibilidad de los
excipientes y el efecto de los materiales de empaque.

La mayoria de los farmacos estdn sujetos a varias formas de
descomposicién quimica, particularmente cuando son formuladas como
formas de dosificacion liquidas. De las reacciones de degradacion mds
significativas se encuentran las sngulentes

- Hidrélisis

- Oxidacién

- Isomerizacion

- Descomposicion fotoquimica

"« Polimerizacién
. ‘La estabilidad quimica de un producto farmacéutico es
nomalmente estudiada usando las técnicas para andlisis de estabilidad
aceleradss . partiendo de los datos de temperaturas elevadas, y usando la
ecuacién de Arhenius, se puede predecir la estabilidad quimica estimada
bajo condiciones normales o de temperatura ambiente26.

La degradacion quimica excesiva en la mayoria de las veces es
acompaﬁada por cambios fisicos observables. En adicion, algunos cambios
fisicos no estan necesariamente relacionados con la potencia quimica, tales
como cambio en el color y olor, crecimiento microbiano excesivo y/o
contaminacion, o formacion de un precipitado, que puede alertar al
farmacéutico sobre la posibilidad de un problema de estabilidad.

El enfoque y diseito de un estudio de estabilidad variara de
acuerdo al producto y su proceso de manufactura. Ordinariamente el
formulador de un producto primero determina los efectos de la
temperatura, luz, aire, pH. Mezclado, presencia de elementos traza como
metales, y los excipientes o solventes cominmente usados en el



anrediente activo. De esta informacién una o mas formulaciones de cada
forma de dosificacion son preparadas, empacadas en contenedores
apropiados y almacenados bajo una variedad de condiciones ambientales,
tanto exageradas y normales. A intervalos de tiempo apropiados, las
muestras de el producto son ensayadas para potencia usando un método
indicador de estabilidad, observando cambios fisicos, y donde es aplicable,
pruebas de esterilidad y/o resistencia al crecimiento microbiano y para
toxicidad y biodisponibilidad. Estos estudios en comparacién con
resultados clinicos y toxicologicos orientan al fabricante para seleccionar
la formulacién 6ptima, el contenedor apropiado y para asignar las
condiciones recomendadas de almacenamiento y una fecha de expiracion
para cada forma de dosificacién en su empaque.

Estabilidad de soluciones

Toda solucion estable conserva su claridad, color y olor original
durante toda su vida en almacenamiento, ¢l programa de estabilidad para
las soluciones también debe de comprender un estudio de las
modificaciones del pH, en especial cuando los componentes activos son
sales solubles de 4acidos o bases insolubles. Entre otras pruebas figuran
observaciones de cambio en el olor, aspecto, color, potencia, pH, sabor,
fotoestabilidad, redispersabilidad, isotonicidad, desprendimiento de gas,

" . estabilidad microbiana, densidad, tension superficial y contenido de
pirdgenos en el caso de productos parenterales.

En el caso de soluciones inyectables, su concentracién no debe
ser menor del 90% con respecto a la cantidad inicial del ingrediente activo
al tiempo de su fecha de expiracion. Un ensayo indicador de estabilidad es
critico para determinar este requerimento. En los aflos recientes
pricticamente se emplean métodos HPLC para la cuantificacion, y cuando
se requiere, en adicién con otras técnicas de aislamiento e identificacion
pueden identificarse y cuantificarse productos de degradacién.

Un cambio en el pH de una solucién farmacéutica puede ser
indicativa de la degradacion del ingrediente activo o una posible
interaccién de uno o mas constituyentes de la solucién con el contenedor
(vidrio o plastico). Los cambios de color frecuentemente ocurren con
soluciones de firmacos inyectables almacenadas a altas temperaturas
(400°C o m4s). Esto es usualmente debido a la descomposicion acelerada
de! farmaco (especialmente si se degrada por oxidacién) o interaccion de



Metales provenientes del material de cierre con uno o més ingredientes de
la solucién. De entre los factores que pueden causar un incremento en la
turbidez, se incluye la generacién de material particulado (usualmente- de
la interaccion soluciéon contenedor), precipitacién del constituyente de la
solucion por reacciones farmaco/preservativo, Farmaco/materiales de
cierre, preservativo/materiales de cierre o similares, crecimiento de
microorganismos, generalmente debido a la perdida de actividad del
preservativo.

El mantenimiento de 1a esterilidad es un curso critico para el caso
de liquidos estériles. la presencia de contaminacién microbiana en
liquidos estériles, usualmente no puede ser detectada visualmente, pero
cualquier cambio de color , aparicién de turbidez, material particulado o
floculado o formacion de gas es razén suficiente para una posible
contaminacion.

‘DILUCION O ME3CLADO DE LIQUIDOS ESTERILES : Cuando
un producto es diluido, o dos o mas productos son mezclados, el
farmacéutico debe observar buenos procedimientos cientificos y

profesionales, para disminuir el riesgo de incompatibilidades ¢

inestabilidades. Debido a que la estabilidad de las mezclas preparadas
extempordneamente es desconocida, el uso de combinaciones de
medicamentos y los posibles problemas de incompatibilidad serdn
responsabilidad del farmacéutico.

El combinar productos parenterales requiere de un especial
cuidado, particulirmente en el caso de soluciones intravenosas,
principalmente por su ruta de administracién,

Cromatografia

En este apartado solamente se refieren conceptos basicos de la
cromatografia, en especial del tipo de cromatografia liquida HPLC.

La USP define a la cromatografia como un procedimiento por el
cual diferentes solutos son separados por un proceso de migracion
diferencial dinimico en un sistema consistente de dos o m4s fases, una de
las cuales se mueve continuamente en una direccién dada y el el cual las
sustancias individuales exhiben movilidades diferentes por razén de sus
diferencias en adsorcion, particion solubilidad, presién de vapor, tamafo
molecular o densidad en la carga iénica. Las sustancias individuales
separadas pueden ser identificadas o determinadas por métodos analiticos.



Las técnicas generales de cromatografia requicren para la
distribucion de un soluto entre las dos féses, que una de ellas se encuentre
fija (Fase estacionaria) y la otra se encuentre en movimiento (fase mévil).
Es la fase movil la que transfiere el soluto en todo el sistema hasta que
este emerge separado de los otros solutos. En la cromatografia liquida la
fase movil es liquido, en la cromatografia en columna la fase estacionaria
‘s¢ empagueta en una columna, que es un tubo relativamente delgado.
Existen muchas maneras de clasificar la cromatografia liquida en columna,
basindose en la naturaleza de 1a fase estacionaria y en los procesos de
separacién, pueden enumerarse cuatro tipos:

Cromatografia de Adsorcién : La fase estacionaria es un
adsorbente y la separacién se basa en repetidas etapas de adsorcion-
desorcion,

Cromatografia de Particién : la separacién no se basa en la
adsorcion, sino en una verdadera particién entre la fase moévil y la fise
“estacionaria.’

Cromatografia de intercambio iénico : el lecho estacionario tiene
una superficie cargada i6nicamente, con carga contraria a la de la muestra.

Cromatografia de exclusién : se rellena la columna con un material
que posea poras de dimensiones comprendidas entre ciertos limites, con lo
- que la muestra es retenida segin su tamafio molecular.

Segin la polaridad relativa de las fases empleadas, la
cromatografia puede dividirse en :

. Cromatografia en fase pormal : El lecho estacionario es de’
naturaleza fuertemente polar, y la fase movil es apolar.

Cromatografia ecn fase reversa el lecho estacionario es
denaturaleza apolar, mientras la fase mévil es un liquido polar.

La modena forma de cromatografia HPLC es la técnica que
separa mezclas en columnas empacadas con pequefias particulas
(tipicamente de didmetro de 10 ym o menos) por elucién con un liquido
bajo alta presién. El equipo escencial consiste de una bomba para
propulsar la fase mévil, un mecanismo para la introduccioén de 1a muestra,
una columna ‘que contenga la fase estacionaria, y un detector para
determinar la separacién que tiene lugar y proporcionar datos que
permitan una evaluacion cualitativa y cuantitativa de los resultados.
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3.2 FARMACOLOGIA DE LA DOPAMINA

La dopamina es una catecolamina endégena natural formada por
Ia descarboxilacion de’ 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA). Es un precursor
de la norepinefrina en los nervios noradrenérgicos y actia como
neurotransmisor en ciertas dreas del sistema nervioso centrall.

La dopamina actiia en varios receptores, los cuales son activados
a diferentes rangos de dosis, produciendo diversos efectos
cardiovasculares y renales. :

.Cuando es administrada a dosis bajas (generalmente a una
velocidad de infusion IV lenta : 0.5-2ug/Kg por minuto), la dopamina
actiia predominantemente en los receptores dopaminérgicos (D1 y D2)

localizados en. ¢l misculo liso vascular y en los nervios neuronales
" ganglibnicos simpaticos y autondmicos provocando vasodilatacion
mesentérica y renal, que resulta en un flujo sanguineo renal y una
velocidad de filtracion glomerular aumentados (diuresis), cuando la
dopamina actiia sobre el receptor D provoca inhibicién en la liberacién
de noradrenalina, .

Con un incremento en la dosis (dosis intermedia o velocidad de
infusién IV intermedia : 2-10 pg/Kg por minuto) la dopamina ejerce su
efecto principal estimulando directamente los receptores P1-adrenérgicos
del sisterna nervioso simpdtico provocando un efecto inotrépico positivo;
aumentando la contractilidad y velocidad cardiacas reflejandose con un
incremento de la presion sanguinea.

‘A dosis altas, dentro y por encima del rango terapéutico (a altas
velocidades de infusién) se activan los receptores a-adrenérgicos
localizados en las células efectoras vasculares ocurriendo
predominantemente una vasocostriccion renal elevando sustancialmente la
presion sanguinea (resistencia periférica aumentada)?.

3.2.1 USO TERAPEUTICO

La dopamina esta indicada terapéuticamente para la correccion de
desequilibrios hemodinamicos presentés en el sindrome de shock, debido a
infarto al miocardio, trauma, septicemia endotéxica, cirugia de corazon



:“)ierto, falla renal, asi como también en descompensacién cardiaca
crénica'y falla congestiva de corazon3,

3.2.2 FARMACOCINETICA

Absorcién : La dopamina es inactivada después de la
administracién . oral (es metabolizada rapidamente en el tracto
gastrointestinal) por lo que sélo se administra por via intravenosa.

) Después de una infusi6n intravenosa, la dopamina inicia su accién
dentro de los 5 minutos, detectindose concentraciones plasméticas en los
primeros 5-10 min.

Distribucion : El farmaco es ampliamente distribuido en el cuerpo,
no atravieza la barrera hematoencefilica y se desconoce si atravieza la
barrera placentaria.

Después de una infusién intravenosa, la dopamina es rapidamente
distribuida en un volimen de distribucién de 0.189 I/Kg , y una vez
terminada la infusion, la dopamina es eliminada del plasma con un tiempo
de vida media de aproximadamente 9 minutos. '

La dopamina tiene una duracién en su accién farmacoldgica menor
de 10 minutos, y la vida media farmacolégica de una dosis (bolo
intravenoso) es de aproximadamente 2 minutos3.

Biotransformacién : La dopamina es metabolizada en el higado,
rifién y plasma por las enzimas monoaminooxidasa (MAO) y catecol-O- °
metiltransferasa a los compuestos inactivos 4cido 3-metoxi-4-
hidroxifenilacético (HVA) y cido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), los
cuales se han encontrado en altas concentraciones en la orina. (fig 1).

Aproximadamente un 25% de la dosis de dopamina es
metabolizada a norepinefrina dentro de las terminales nerviosas
adrenérgicas3.
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Elimipacién : La dopamina es principalmente excretada en la orina
principalmente como HVA y sus sulfatos y conjugados glucurénidos, y
como #écido 3,4-dihidroxifenilacético. Una pequeiia fraccion de la dosis es
excretada sin cambio.

La depuracién total de la dopamina es de aproximadamente 4.4

ki o



3.2.3 REACCIONES ADVERSAS

A bajas velocidades de infusion puede generarse hipotension,
indicando que la velocidad deberd ser aumentada répidamente y, por el
contrario, altas velocidades de infusion pueden provocar hipertension.

De los efectos adversos sintométicos, los més frecuentes son
bradicardia, disnca, nausca, palpitaciones, piloereccion, taquicardia,
vasoconstriccién, y vémito, entre otros,

3.2.4 ADMINISTRACION Y DOSIS TERAPEUTICAS

La solucion de clorhidrato de dopamina es administrada por
. infusién intravenmosa usando una bomba de infusibn que comtrole la
velocidad de flujo, y las preparaciones concentradas, comercialmente
disponibles, deberdn ser diluidas antes de la administracion, empleando
fluidos no alcalinos, tal como 1a solucion de dextrosa al 5%.

: La dosis, velocidad y duracién de la infusién de dopamina debe

ser cuidadosamente ajustada de acuerdo a la respuesta del paciente.
g Inicialmente 1a infusién comienza a una velocidad de 2 a §

‘ng/Kg/min aumentando gradualmente en incrementos de 5-10 pg/Kg/min
en intervalos de 10 a 30 minutos hasta llegar a una dosis de 20-50
ug/Kg/min, en cuyas soluciones para infusién la concentracion mis alta de
dopamina usada terapéuticamente es de 3.2 mg/ml. La mayoria de los
pacientes pueden ser mantenidos con 20 ug/Kg/min o menos, cuando es
necesmoyslIadoslsessupmorasougll(glmmsedebqimomtmwla
excrecion urinaria. -

.meerentementelasmﬁns:onesdedopammaseadm:mstmnenla
vena antecubital y se deberd evitar la extravasacion.

3.2.5 FORMAS FARMACEUTICAS DE DOSIFICACION

El clorhidrato de dopamina es disponible en ampolletas con 5 ml
de solucién inyectable para uso parenteral conteniendo 200 mg/ml. La
solucién inyectable de dopamina contiene bisulfito de sodio o
metabisulfito de sodio como antioxidante.



Aunque en nuestro pais no se comercializen, existen otras
preparaciones genéricas de dopamina, que incluyen soluciones listas para
usar en dextrosa 5% y las concentraciones disponibles en estas son 0.8,
1.6 y 3.2 mg/ml. '

3.2.6. DILUCION DEL CLORHIDRATO DE
DOPAMINA INYECTABLE

Cada ampolleta de $ ml (200 mg) debera ser diluida en 250 a 500
m! de las siguientes soluciones intravenosas y administrarse como una
infusién;
*Dextrosa en agua al 5%
*Solucién Salina Normal
*Dextrosa 5% en NaCl 0.9% 6.45%
*Dextrosa en solucion Ringer Lactato .
SlladopammaesdlluldaenZSOmldesolwnm,cadamlconuene
-800 pg, y si es diluida en 500 ml de solucién, cada ml contiene 400 pg de
‘dopamina. Pueden emplearse soluciones mis concentradas sélo si es
absolutamente necesario para reducir el volimen de fluidoS.
: Ladopammanodebeﬁsermmladaconsolwmnesalcahnaso
bicarbonato de sodio ya que esta es inactivada.

3.2.7 pH DE LAS SOLUCIONES COMERCIALMENTE
DISPONIBLES

La USP establece para la solucion de clorhidrato de dopamina en
agua inyectable un pH entre 2.5 y 5.5. Por otra parte una solucion de
clorhidrato de dopamina y dextrosa en agua para inyeccién deberd tener un
pH entre 3.0 y 5.08.



3.3 DESCRIPCION Y PROPIEDADES DEL
PRINCIPIO ACTIVO

PAMI i
'ESTRUCTURA :
HO,
m@;CHQCHzNHz
NOMBRES QUIMICOS
* 3-Hidroxitiramina
* 4-(2-Aminoetil)-1,2-benzenodiol
* 4-(2-aminoetil) pirocatecol
¢ 3,4-Dihidréxifeniletilamina
"' FORMULA PM.
’ CgH) INO2 153.2

CLORHIDRATO DE DOPAMINA

ESTRUCTURA

HO

Lo



NOMBRE COMERCIAL
Inotropin, Revimina, Revivan, Dopasm,

Dtynalken, Clorpamina
FORMULA PM pKa
CgHIINOHCL. 18964 838 y 10,6 (200C)
APARIENCIA
Polvo blanco cristalino inodoro
'PUNTO DE FUSION
2410C
SOLUBILIDAD

Mayor de 1 en 100 en alcohol (metanol y etanol caliente);
Mayor de 1 en 10 en agua y soluciones acuosas de hidréxidos alcalinos.
Insoluble en éter, cloroformo, benceno y tolueno.

3.4 ENSAYOS DE IDENT IDAD DE
CLORHIDRATO DE DOPAMINA

ESPECTRO ULTRAVIOLETA
El espectro de absorcion en la regi6n ultravioleta de una

solucién de clorhidrato de dopamina (1:2500; 1:25000) en acido
clorhidrico 0.1 N exhibe un méximo en 280 nm, fig 29.



7 'Fig2
: ' Espectro Ultravioleta
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s 3% 23—5’ i.angnud de onda
OTROS ENSAYOS DE IDENTIDAD

Ademids del ensayo anterior, el clorhidrato de dopamina ha sido
identificado empleando técnicas instrumentales como:
-Resonancia Magnética Protonica
-Resonancia Magnética C13
-Espectroscopia de masas
-Calorimetria Diferencial de barrido
-Espectroscopia de Infrarrojo
. La USP establece también una técnica cromatogrdfica (CCF) para
identificacion del compuesto9:10,28,

3.5 ENSAYOS ANALITICOS

Valoracis "

La pureza del clorhidrato de dopamina puede ser evaluada por
titulacién, disolviendo la sal en #cido acético glacial en presencia de
acetato mercurico, titulando con acido perclérico 0.1N determinando el
punto final potenciométricamente8, o mediante el indicador cristal violeta
(virando a verde)10,

ogy n c

La cromatografia en capa fina es particularmente util para
determinar la pureza del clorhidrato de dopamina como materia prima.



18

El compendio oficial marca como fase movil una mezcla de
Cloroformo:Acido  acético glacial:Metanol (4:13:9), cormriendo la
cromatoplaca con una sustancia de referencia y la muestra, revelando con
una solucion de cloruro férrico y ferricianuro de potasiol 1.

Otras técnicas que han sido reportadas incluyen ensayos
colorimétricos y cromatografia de gases, aunque no son muy frecuentes.

3.6 ENSAYOS HPLC PARA CLORHIDRATO
DE DOPAMINA

los ensayos que en un inicio se desarrollaron para la
determinacién de catecolaminas incluian métodos colorimétricos oficiales,
y algunas técnicas cromatogrificas como cromatografia en capa fina
(CCF) y de gases (CG).

Actualimente los ensayos que son practicados exitosamente para la
separacibn 'y  deteccion de catecolaminas, particularmente
dopamina,incluyen de manera global métodos cromatogréificos,
especificamente Cromatografia de Liquidos de alta Resolucién (HPLC).
Esto es debido a la investigacion y desarrollo de estos métodos en afios
recientes, en los que se han descrito diversas condiciones cromatograficas
tales como composicion de fase mévil, columnas, sistemas de deteccion -
incluyendo  absorcién ultravioleta, fluorescencia y  deteccion
electroquimica, obteniendo muy buenos resultados para la separacién y
cuantificacion de estos compuestos, haciendo de esta técnica una
herramienta de precision microanalitica con una gran eficiencia.

A continuacion se describen diversas condiciones cromatograficas
reportadas, que en general coinciden en la naturaleza no polar de la fase
estacionaria; refiriendonos entonces a la cromatografia de liquidos de fase
reversa, asi como en el tipo de coliimna de las que las C18 empacadas con
Octadecilsilica (ODS) y tamaflo de particula de 5 pm a 10 pm han sido
consideradas las mas apropiadas para fines analiticos. Para detalles mas
especificos se menciona la fuente hemerografica.
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Tabla 1. Condiciones Cromatégréficas HPLC 'ripb'nadn para Clorhidrato de Dopamina

f Cotumna | Fase mévil Vel. de Flujo | Deteccitn [ Ref - )
00S,5um | Sutonsto de heptano ssdco 1.5 (mimin) | Utraviclete 12

: 0.005MMetenol (50:50).pH.S

‘Metenal 15-35%vv Sulforelo de 15-20 Frorométrica 1 13

(:ounum 950 0.005M, Ac
: )Pg'pnuzs

Ca O Acido cirico 0.1 M, butter de Uiraviclste

18 toum | Fostatos y Acetontrio. g4 » "

Cis. Acetondrio 13% 28 Utreviclsta | 15

Cym 104m | Aceteto sédico, Ac.chrico, EDTA Y| Bectroquimice | 1

18 acetonirio 7.5% | 2 8
ODS-2,54m Buffer de fostatos/ metenol

tsemxnsmy 1 Bectroquinca | 17 J

Tabla 1. Condiciones Cromatdgréficas HPLC reportadas para Clorhidrato de Dapamina

( Cotumna | Fase mévil Vel de Fiujo | Deteccibn | Ref
0DS-SEX-1 | Metanol S% v/ en sulleto dodeci- | Ulrevioiste
0.01% y H3PO J— Fluorométrice 10
(250m x 2 6mem) 96dicn ecucz00.01% v HaPO4 Bectroquinice
0DS-Si-X-1 Sulfeto dodect s6dico acuoso Ulraviolste
(25cm »2.8mm) | 0.01% y Acido fostérico 0.07% —_ Fluorométrics 10
Bectroquimice
Cig 005 | #)Ac.Nirico 0.1My NaNGy
(30cm x 3.9mm) b) Ac.ecélico 0.1M y aceteto de
2w Glectroquimica] 19
c)m(mldoo
C. elrleo.Aeo-foﬂva
!a x4 Benem)| N3 OH (S 1 roidmin Ultravioiete 2
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o 4
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL

4.1.1 AMPOLLETAS DE CLORHIDRATO DE DOPAMINA 'Y
SOLUCION DE DEXTROSA

Los medicamentos comerciales de los diferentes laboratorios
farmacéuticos  seleccionados (ampolletas de solucién concentrada de
clorhidrato de dopamina ; 200 mg/5ml) que se usaron para el estudio
comparativo, incluyen 2 productos de fabricacién nacional y un producto
extranjero.

TABLA 2 Ampolletas de solucion inyectable de clorhidrato

de dopamina (200 mg/5mi)

Nombre comercial Lote Laboratorio
Inotropin® 103429 PiSA S.A de C. V.
Drynalken® 940510 Kendrick S.A. de C.V.
Dopamine HCL® 81-206-DK Abbott Laboratories, U.S.A.

" Por otra parte, se emplearon 8 botellas de solucién de dextrosa al 5% en
agua inyectable esterilizada y libre de piroégenos, con un volimen de 250
ml (PiSA S.A. de C.V. Lote 024192A).



21

4.1.2 REACTIVOS Y SOLUCIONES UTILIZADAS

Durate todo el estudio se trabajé con estindar USP de clorhidrato
de dopamina (USP Reference Standard Dopamine Hidrochloride.
Rockville, M.D. USA , Lote F-4) previamente secado a 1050C. Se
utilizaron soluciones de acetonitrilo y agua grado HPLC, Fosfato de
potasio monobésico RA; y Acido fosférico concentrado, ademds del
reactivo de glucosa anhidra (ACS Reagent 50-97-7 lote 72H0154 G5767).

4.2 PREPARACION DE SOLUCIONES

A. Preporacién del buffer de fosfatos pH 2.5 ({por litro)

Se pesaron 13.6 g de fosfato de potasio monobdasico y se
disolvieron en 800 ml de agua HPLC. Se ajusté el pH de la solucién a 2.5
con 4cido fosforico concentrado y finalmente se aforé a 1000 ml con agua
HPLC.

B. Prepasacion de lo Fose Movil Buffer de fosfalos pH 2.5:Acetonitrilo
(78:22)

Se midieron con probeta 22 partes de Acetonitrilo HPLC y 78
partes de buffer de fosfatos pH 2.5. Se mezclaron perfectamente.
Posteriormente se filtraron a través de una membrana Millipore de 0.22
um tipo GV. Se degasifict la solucion obtenida sonicando por 20 minutos -
y por ultimo se almacend en botellas ambar de un galén.
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C. Preparacion de los soluciones Estandar para el ensoyo

Diariamente, durante el tiempo del ensayo HPLC, fué preparada
una solucién estandar de dopamina en fase mévil a 25 pg/ml (200 ml). El
método de preparacién es el siguiente: se pesaron 100.00 mg de
clorhidrato de dopamina (estindar USP) disolviendose y llevando a un
volimen de 100 mi de fase mévil, se sonic nuevamente y la solucién
obtenida (25 pg/ml) fué filtrada a través de una membrana de 0.22 pm.

D. Preparacion de los Mezclas Introvenosas de Clorhidrato de
Dopamina en solucion de Dextrosa al 5% a 1.6 mg/mi y 3.2 mg/ml

. En la prictica clinica, al ordenar la preparacién de la mezcla

intravenosa (MIV), se considerd una concentracién nominal de 1.6 mg/ml
y de 3.2 mg/ml al momento de adicionar ¢! DHCL en la solucién de
dextrosa, éstas concentraciones sélo son obtenidas sin considerar el
volumen adicionado de DHCL al volumen de la solucién de dextrosa; por
lo que el volumen final es mayor y la concentracién real se ve disminuida
por la dilucién. Si se desea obtener estrictamente una concentracion de 1.6
6 3.2 mg/ml se debe desplazar un voliumen de la solucion de dextrosa igual
al que se adiciona de DHCL, lo que en realidad no sucede en la practica
hospitalaria. ) :

Se prepararon 6 frascos con la MIV de Clorhidrato de Dopamina
DHCL en solucién de Dextrosa al 5%, manejandose dos de éstos frascos
para cada laboratorio en estudio: uno de ellos a una concentracién nominal
de 1.6 mg/ml y el otro de 3.2 mg/ml, (la concentracién real obtenida
considerando la cantidad en mg de DHCL adicionados en el volumen total
de laMIV es de 1.54 y 2.96 mg/ml).

Las MIV fueron preparadas en la campana de flujo laminar
utilizando una jeringa desechable de pldstico para cada una de las MIV, se
adiciond asépticamente un volimen de 10 ml de solucién inyectable de
DHCL conteniendo 400 mg (2 ampolletas de 200 mg/5ml) a 250 ml de
solucién de dextrosa en un contenedor de vidrio; la concentracién nominal
obtenida es de 1.6 mg/ml de DHCL en la MIV (la concentracién real es de
1.54 mg/ml).



Las MIV a una concentracién nominal de 3.2 mg/ml fueron
preparadas de manera semejante, excepto que el volimen de DHCL
adicionado fué de 20 ml (800 mg). Su concentracién real es de 2.96
mg/ml.(Tabla 3).

Tabla 3 Mezclas Infravenosas de Clorhidrato de Dopamina
en solucién de Dextrosa al 5% preparadas para ensayo de
estabilidad HPLC

MIV  Medicamento Concentracion Concentracion
nominal {mg/ml) real (mg/ml)
1 Drynalken® ' 1.6 1.54
2 prynalken® 3.2 2.96
3 Inotropin® 1.6 1.5¢
) Inotropin® 3.2 2.96 -
H Dopamine HeL® 1.6 . 1.54
6 Dopamine HCL® 3,2 ’ 2.96

‘Nota: Todas las MIV fueron inyectadas por duplicado.

Una vez preparadas las MIV fueron almacenadas y mantenidas en

-una gaveta de conservacién a temperatura ambiente (20+20C), sin

proteccién de la luz durante todo el periodo de prueba con una humedad
relativa ambiental de aproximadamente de 60 %.

Filtrado de las soluciones previo a la inyeccién

Las soluciones estindar y muestra descritas en C y D, fueron
filtradas, previamente a la inyeccion, utilizando un acrodisco Millipore de
0.22 um tipo Millex-GV, adaptado a una jeringa desechable de plastico
por cada vial para inyeccion.
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4.3 EQUIPO UTILIZADO

* Cromatégrafo de Liquidos de Alta Resolucion
HPLC SYSTEM GOLD The personal Chromatograph
(Beckman, Instruments, Inc. Fullerton, CA. USA).
- Automuestreador: Autosampler 502 System Gold
Beckman
- Bomba: Programmable Solvent Module 126
System Gold Beckman
- Columna : C18 Beckman Ultrasphere XL-ODS 3 pm
4.6mm X 7.0 cm.
- Detector : Diode Amray Detector Module 168
system gold Beckman
- Ordenador PC : IBM System Gold The personal
Chromatograph PS/2 Modelo 502
~Impresora : Epson FX-850
-Tanque Nitrogeno (presion) : 5.0 Kg/cm2

* pH metro
pHmeter Beckman mod 34

* Acrodiscos
Millex- GV 0.22 um Millipore.

4.4 CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

El método utilizado para la cuantificacion de Clorhidrato de
Dopamina en solucion de Dextrosa al 5% por Cromatografia de Liquidos
de Alta Resoluci6n fué previamente validado (anexo final). Las siguientes
condiciones cromatogrificas fueron establecidas y mantenidas durante
todo el ensayo.
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Fase aSvil Acetonitrilo:Buffer Fosfatos
pH 2.5 (22:78)

Solvente de la wuestra Idem fase movil

Velocidad de flujo 0.5 mV/min

VolGeen de isyeccita 20

Columna C18 Beckmann Ultrasphere
XL/ODS 3um

Deteccién Ultravioleta 219 nm

Tiempo de anklisis 10 min

Conceatraciés para

iayeccitn 25 meg/ml.

4.5 ACONDICIONAMIENTO DEL
CROMATOGRAFO E INYECCION
DE LAS SOLUCIONES

- Diariamente, durante ¢l tiempo del estudio, el cromatégrafo de
liquidos fué acondicionado previamente a la inyeccion de las muestras
para andlisis.

Se efectuaron automéaticamente lavados de columna y lineas de
coneccion para eliminar todas las trazas tanto de la fase mévil como de la
muestra contenida en ellas, esta operacion se efectué antes del analisis
diario y entre cada una de las inyecciones.

El equipo es también purgado tanto en el loop de la muestra como
la vélvula de inyeccién con agua HPLC.

La solucién para el lavado de la columna es una mezcla de agua
HPLC:Metanol puro, 50:50.



Posterior al lavado del equipo se inyectdé fase moévil a flujo
constante hasta obtener una linea basal cromatografica sin picos. En este
momento se inyecta solucién estandar y se verifica la presencia unica del
pico cromatografico correspondiente a la dopamina (+1.4 min) asi como su
replicacion. Una vez efectuado el acondicionamiento del cromatografo se
procede a la inyeccion de las soluciones muestra y estandar para anélisis,
alternando su inyeccién hasta obtener no menos de 7 inyecciones de
estandar y un duplicado de cada muestra, para cada tiempo del ensayo.

4.6 PROCEDIMIENTO

4.6.1 VERIFICACION Y CONTROL DE CALIDAD INICIAL
DE LA SOLUCION INYECTABLE DE CLORHIDRATO
DE DOPAMINA '

Se efectud la verificacién y control de calidad inicial de las
ampolletas de clorhidrato de dopamina conforme a las especificaciones
USP, incluyendo prucbas tales como identidad y cuantificacién del
principio activo por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién,
“determinacién de pH, color , olor y verificacién visual de ausencia de
particulas extrafias en la solucion, con el fin de conocer sus condiciones
fisicas iniciales. Los datos obtenidos de estas determinaciones se
encuentran en la tabla no 4.

a)pH
Se determin6é el pH de la solucién de clothidrato de

dopamina de las ampolletas. Para cada laboratorio en estudio, se tomaron
8 ampolletas depositando su contenido en un vaso de precipitados y en
seguida se realiz6 la medicion experimental por triplicado; lavando los
electrodos con agua destilada entre cada medicion.

El valor presentado es el promedio de las tres determinaciones.

La USP establece que el pH de la solucién de Clorhidrato de
dopamina en agua inyectable debe estar entre 2.5y 5.5.



b) Color y Olor

La literatura reporta que la solucién de Clorhidrato de Dopamina -
debe ser incolora, inodora y libre de particulas, por lo que se
inspeccionaron estas propiedades a las ampolletas empleadas para el
estudio.

C¢) Identidad y cuantificacién del principio activo

Se tomaron 8 ampolletas de Clorhidrato de Dopamina depositando
el contenido en un matraz Erlenmeyer de 100 m! con tapén de rosca. Se
agit6 la solucién y se tomé un volimen con pipeta volumétrica de 3 ml
diluyendolo en un matraz volumétrico hasta un voliimen de 50 ml con fase
m6vil. De la ultima solucion se tomé 1 ml y nuevamente se llevo a 100 mi
con fase mévil quedando una concentracion final de 24 pg/ml.

Se prepararon 3 sistemas a esta concentracion para cada lote a
prucba; partiendo del mismo matraz inicial respectivo a cada uno de los
laboratorios ensayados.

por otra parte, teniendo preparadas las soluciones estandar
(seccion 4.2 C) y muestra se filtraron e inyectaron al cromatografo las 3
soluciones muestra a 24 pg/ml de cada lote y se intercalaron 6 inyecciones
de estindar a 25 pug/ml, con las condiciones cromatograficas del ensayo de
" estabilidad mencionadas anteriormente (seccion 4.4).

4.6.2 VERIFICACION Y CONTROL DE CALIDAD DE 1A
SOLUCION INYECTABLE DE DEXTROSA AL 5%

Para el estudio de estabilidad se empleé un lote dnico de solucién
estéril de Dextrosa al 5% en agua inyectable (Lab. PiSA S.A.de C.V. lote
024192A).

La solucion de dextrosa al 5% se encuentra envasada en frascos de
vidrio con un voliimen promedio de 250 ml. se tomé6 un frasco cerrado y se
le realizaron las siguientes pruebas:



a) Rotacién éptica (Valoracibn)

El método que la USP establece para la cuantificacién de Dextrosa
es el siguiente:

En un matraz aforado de 100 ml se deposita un volimen de la
solucién por valorar que contenga de 2 a 5 gramos de glucosa. Se agregan
0.2 ml de la solucién reactiva de amoniaco8,se diluye con agua hasta el
aforo y se mezcla. Después de treinta minutos se determina la rotacion
angular de 1a solucién en un tubo de 200 mm a 250C.

La rotacién observada en grados multiplicada por 1.0425A, en el
cual A es el cociente de 200 dividido entre la longitud del tubo del
polarimetro en mm, representa el peso en gramos de dextrosa en el

" volimen tomado.

8Solucidn reactiva de amoniaco : Contiene entre 9.5 y 10.5% de
amoniaco, se prepara diluyendo 400 ml de solucién al 28% de amoniaco,
con agua hasta 1000 ml.

Experimentalmente, se prepard una solucién estdndar de glucosa
al 10% pesando 2.5 g de dextrosa anhidra y disolviendo en 25 ml de agua
destilada, posterionmente se agregaron 2 gotas de amoniaco.

Preparacidn de la solucién de dextrosa (muestra) : Partiendo de
uno de los frascos de solucién de dextrosa al 5% en agua inyectable, se
tomaron 100 ml de solucién depositando este volimen en un matraz
volumétrico, en seguida se agregaron 2 gotas de amoniaco liquido , se
sonicd por 10 minutos, después se le determin6 su rotacion angular (por ™
triplicado).

b) Determinacidn de S5-Hidroximetilfurfural
Se diluyé un volimen de 20 ml de la solucién inyectable de
dextrosa al 5% (equivalente a 1 g de dextrosa) con agua a un volamen de

250 ml. Se determiné la absorbancia de esta solucién a 284 nm; usando
agua como blanco: la absorbancia no debe ser mayor de 0.25.



4.6.3 EVALUACION FISICA Y ENSAYO HPLC DE LA
MEZCLAS INTRAVENOSAS A 0, 24, 48 Y 72 HORAS

Una vez preparadas las MIV se procedio a cuantificar el principio
activo de interés en cada una de ellas por duplicado a los tiempos 0,24,48 -
y 72 horas posteriores a su preparacion.

De manera simultinea, las MIV fueron inspeccionadas visualmente
para detectar posibles cambios de color y otros cambios en las
caracteristicas fisicas durante el periodo de prueba, y se determin6 también
¢l pH a los tiempos de muestreo indicados.

Preparacién de las muestras para andlisis HPLC

Partiendo de los frascos con las MIV preparadas a 1.6 y 3.2 mg/ml
de los tres lotes de DHCL analizados se realizaron las diluciones
adecuadas hasta obtener una concentracién de 25.6 pg/ml; a esta
-concentracién se efectuaron las inyecciones al cromatdgrafo, por
duplicado para cada frasco de MIV, y a cada tiempo de muestreo
establecido.

a) Diluciones para las MIV a 1.6 mg/ml

Del frasco de 1a MIV preparada se tomaron 4 ml diluyendo
en un matrdz volumétrico a un voliimen de 250 ml con fase mévil. La
soluci6n obtenida fué sonicada por 5 min. La concentracion final obtenida
es de 25.6 pg/ml.

b) Diluciones para las MIV a 3.2 mg/ml

Del frasco de la MIV preparada se tomaron 2 ml
diluyendolos en un matraz volumétrico a un volimen de 250 ml con fase
mévil. La solucion obtenida fué sonicada por S minutos. La concentracién
final obtenida es de 25.6 pg/ml.



4.6.4 CALCULOS

Para determinar el porcentaje de la concentracién de Clorhidrato
de Dopamina en las MIV a cads tiempo del ensayo se hizo lo siguiente:
1°. Obtener el 4rea promedio de los picos cromatograficos
correspondientes a las 7 inyecciones de estindar de Clorhidrato de
Dopamina USP, efectuados en cada tiempo del estudio (Area std).
2°, Obtener e} drea promedio del pico cromatogréfico del
duplicado de inyeccitén de la MIV. (Area mta).
3°, sustituir los valores de dreas y "concentraciones
trabajadas, en la siguiente ecuaci6n para obtener la concentracion (%) de
laMIV.
Area muestra Concentracién estandar
X ' X 100 = % de DHCI
Area estindar Concentracién muestras
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Procedimiento General

1.~ Verificacion y control de calided inicial de las soluciones inyectables a uiizar
A).- Solucién de Clarhidreto de dopamina
“Identidad y cuantificacién HPLC del principio activa
“pH
“Colory olor
*Varificacion visual de ausencia de particulas extrafias
B).- Solucitn de Dextrosa &l §%
“Rotacitn angular (valoracitn)
*Determinacion de 5-Hidroximetitfurfural
2.~ Preparacitn de las MIV de DHCL en Dx5%
3-Evaluacién fisicay ensayo HPLC de las mezcias intravenosas a 0,24,48 y 72 horas

N de Concsntracion Evaluacion fisicay ensayo HPLC_q
MV (mgy/mi) =0 | t=24 | t=48 | =7z .
1 18
2 32
3 16
4 32
5 16
6 32 .

\.

o<} Acondicionamiento del delerminacion de pH Evaluacion
- cromatografo - pot triphcado - visual
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RESULTADOS

I Las condiciones fisicas iniciales de la solucion inyectable de
Clothidrato de dopamina de los tres lotes en estudio se muestran en la

tabla N°4.

Tabla Nt4, Condiciones flsicas iniciales da las ampolistas de Clorhidrato dva
dopamina de los res laboratorios en sstudio.

.Nombre Inowamin®  Dymaken® MM E”'uasip'ch ot
Lote 103429 840510 81-206-DK
1dentidad

m Positiva Positiva Positiva Positiva
W 101.10%  90.96% 101.88% 95-105%
pH 353 294 347 25-55

ecta de la incol inod Incol Incolorg, llbre
ARl | e g M |REERI.




) 2. Las condiciones fisicas iniciales de Ia solucién inyectable de
Dextrosa al 5%, segiin los resultados obtenidos, son las siguientes.

a)Rotacidn dptica

La rotacion 6ptica de la muestra de dextrosa utilizada fué del 98
%. La USP establece un rango de 95-105% para el contenido de dextrosa
en solucién inyectable al 5% )

b) Determinacion de 5 Hidroximelilfurfural

La absorbancia de la solucién de Dextrosa diluida segin el método
descrito anteriormente a 284 nm, es de 0.033

La USP indica que la absorbancia de esta solucién no debe ser
mayor de 0.25.

Espectrograma de la solucitn de dextrosa al 5%
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3. Las tablas 5 y 6 muestran la valoracién de las MIV a las
concentraciones de 1.6 mg/ml y 3.2 mg/m! respectwamente durame el

estudio de estabilidad.
Las tablas 7 y 8 muestran ¢l aspecto de las MIV. a las

concentraciones de 1.6 mg/m! y 3.2 mg/ml respecuvamente duunte el

periodo del estudio de estabilidad.
La tabla No 9 presenta Ia variacion del pH del luMlValudos

concentraciones estudiadas, durante el periodo del estudio.

TablaN°5

Estabilidad de las MV de Clarhidrato de Dopamina en solucién de
Dextrosa al 5%

Concentracitn real 1.54 mg/ml Tomporotwn ambiswie

Nombre | Lote :incenEan (40) Pr i '
oz va | e | ¢V
tnotropin® | 103429 | 910 |o086 J93.0 9575 9270 - | 25 -
Duynatken | 240510 [93.23 |93.36 [9281 |oa11 93 | 0s8 -
W,:g",_"" 206.0]98.59 |99.20 |99.61 |98.25 |98.91 062
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TablaN°6

Estabilided de las MIV de Clorhidrato de Dopamina en solucidn de -
Dextrosaal 5% )
Concentracion real 2.96 mg/ml Temperatura ambiants
TMCEeNntracion (7s) .
Nombre | Lote Loncentracion {7 Promedio C.V.
t=0 | t=24 ] t=48 | t=72 (%)
tnotropin® | 103429 |93.70'| 53,06 |93.36 |9482 | 9374 062
Drynatken | 940510 } 92.60 | 92.70 | 93.10 |92.78 92.81 0.23
Doparmine er.2080| 95.10 [95.94 9650 |asss | 9662|078
tablaNe7
{ Aspecto de las MIV da Clorhidrato de Dopamina en solucién de \
Dextrosa &l 5%
Concentracién real 1.54 mg/ml
tiempo lnotropin welken Dopamne HCL
(hS Tote 103429 ﬁ?smm u{;l-mnx
Solucion clara, Solucién clara, Solucion clara,
0 transparente y transparente transpatente y
sin particulas sin particulas - sin particulas
24 s/iC S/C S/C
48 S/c S/C s/C
\ 72 S/IC S/C S/ic
—

S/C :sin cambios




tabla N° 8
4

Aspecto de las MV de Clorhidrato de Dopamina en solucién de A
. . Dextrosa al 5%
Concentracion real 2.96 mg/ml

i Inobop Dypnslken | LDopamine HCL
ue(ﬁgo Tote lmg” Tote 340510 - Tote 81206 DK
Solucion ciara, Solucign ciara, | Solucian clara,
[} transparente y transparents transparente y

sin particulas sin particulas sin particulas

24 S/C S/C S/C

48 SiC S/C SiC

\ 72 S/iIc S/IC S/C p

S/C :sin cambios

Las tablas 10 y 11 muestran los valores obtenidos del 4rea de los
picos cromatograficos de DHCL, para las mezclas intravenosas de los tres
productos ensayados por duplicado de inyeccién para los tiempos -de
muestreo establecidos en el estudio.

Los valores de 4rea mostrados en éstas tablas no estéin corregidos
con referencia al drea del promedio del heptaplicado de inyeccién del -
estindar para cada tiempo de muestreo.



, tabla 10. Valores de Area cromatogrificas de las MIV
' de DHCL en Dx59% a 1.54 mg/ml

; Tuvfmdum eccio) t=0h [t=24h | ¢=48h t=T2h )
) lepuen| * [958 384856 |367964 |[37.7157
b |380m3 [38.1070 |369321  |38.3582

N N B 37.1227 |408579 | 38.7004

b |37.0620 |37.4158 |388918 |36.0195

. s |39.8449 |40.6471 |39.5776 |39.9214
Ls Dopamne| 'y  [40.6624 (407085 |39.5554 39.5013 |

tabla 11. Valores de Area cromatogréficas de las MIV
) de DHCL en Dx5%0 & 2.96 m(/ml.

—
ducto Flnyoceio t=0h |t=24h |t=d8h |t=T2h )
2 a  |37.8883 | 385087 | 36.9407 |37.5401
doymaken| | a79199 | 37.5724 | 370201 |374577
4 loowopin | * | 750608 [381730 37,0485 |38.5407 |
b 381555 [381009 | 37.0153 |38.1106
6 |Dopumine| 38.9283 | 394184 |384041 | 387278
L b B 387278 | 39.2954 |38.2550 38.3333J
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Cromatogramas tipicos del estudio de estabilidad de

las MIV a 1.6 mg/ml
W CHAN LEV REP TYPE DIRECTORY UsD X HL L3
COLLECTION SATA ST-T24-1 & 1 1 Orig Co\GOLDAOPAL Std' v IWELTION 3047007 S OCE 19N
METNOD TR CHABOLOSTSINETHL MALYSIS 33:5Ti48 D OCT 19N
. REPORT  1La%DY 3 OCT AN
SHPLE TARE NrA CHEILOVSAFLTARLY
SYSTER 13 SYSTEML
Absorbance .
0.0000 0.1000 .20 - 2,300
000 . | fl 1 1} 1 : L 1 ] : | [ 1 [
- 1.1 Dopaning HC
. L] CHAN LEV NP TYPE  DINECTORY
COLLECTION DATA ST-T20-1 A 1 1 Orig C:\SRIDOPAA
. FETNS DOPA T3 VEOLINSYSIMETKY .
1] SAME TARE bor CiVGLNEPLTMLY
SYSTEM {3 Sr3TEm)
4,00 —
fsalyst AR Sojeaina clorhidrate . R
-{| Cossents mmm ¢2 flujor0.3 o). /uin, Lasmdai2l? na. . *
Fase mavil:Acatonitrilo-Sutfer de fosfatos 2.5 (22 - 7] . . “
Salvente swestra: Fase sevil Tirspa do anilisis: 10 sie
Coleanas Ci8-12 Tesperaturs ée coluasa: 30 C  Loep: 20 ¢l
J [Meestras)= 230cp/al Escala de absordaecia: 3.0 o 0.30
B 500 - Sinple  Seeple  Int St Sale N, Vial  leject
" Type “Mise  dsouat  Aesmt  Fxtor Inj W, - el Wl
N Uk SI-124-2 10000 174 2 L {frem File) ' .
B 5.000),0308:0,00 Status Paraseters Elopses Tise: 000.0
-14 Flow .5090).3000:0.00 Lisg OM A3 Status Pusning
. Pressure 9,589 AAksord, A0 - 0008 Col Tesp 30230
" _1 Solveat A § Adaviath,me 219 Vial Sunier 2 ;
- Peat Retertion fnl, Mt Cospoarat ’ Pet Pk LU :
. Maader Time Tiee Rase Area Meignt Percent
1 svaeme zeazsnr rereees e
] Late 1.000 Bopasina 1 388071 0,300 100,000
4] sensee reazeeses sazenses N
107ML8 39071 0,304 100,000
_’I('.W T T T T (] T T L— T T T y T T 1 L ' .
0.5000 0,100 0.3%00 03000 L

Absorbance
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™t DNESTaRY me wn
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Cromatogramas tipicos del estudio de estabilidad de

las MIV a 3.2 mg/ml
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Los tres lotes de ampolletas de solucion de Clorhidrato de
Dopamina cumplen satisfactoriamente con las especificaciones
establecidas por la USP, es decir que se encontraban en perfectas
condiciones iniciales para poder emplearse en el estudio de estabilidad.
Asi también, las determinaciones iniciales para la solucién inyectable de
Dextrosa al 5% indican que cumple con las especificaciones USP, por lo

" que fueron utilizadas para el estudio de estabilidad con plena confianza.

. Puede considerdrse la MIV de clorhidrato de dopamina en solucién
de Dextrosa al 5% estable a las dos concentraciones evaluadas, sin
importar la procedencia farmacéutica del medicamento empleado para su
preparacion, esto se definié de acuerdo a los resultados obtenidos durante
el periodo de observaciones analiticas efectuado desde el momento de la
preparaci6n hasta los tres dias posteriores a la preparacién y manteniendo
las condiciones experimentales lo mas representativas de la situacion
clinica real, en las que se pretende manejar Ia mezcla intravenosa dentro
de 1a farmacia hospitalaria. '

Reviséindo los datos desprendidos del andlisis cromatografico,
principalmente a 1.6 mg/ml de DHCL en solucién de Dextrosa al 5%, se

. observa que la MIV preparada con Drynalken no varia su concentracién
mas del +1% con referencia a su composicion inicial (93.23%) Esta
afiracién queda reforzada con el calculo del promedio de la
cuantificacién de DHCL a los 4 tiempos de muestreo, dando de 93.38%

“con un C.V. de 0.58%, considerdndose estas variaciones no debidas a
degradacion, sino por inexactitudes experimentales imprevistas.

De la misma manera, el producto extranjero de Clorhidrato de
Dopamina, Dopamine HCL , Para las dos concentraciones estudiadas, no
varia su concentracion inicial en solucién de dextrosa 5% mas del 1% y
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el promedio de la valoracién a los 4 tiempos de muestreo es cdsi idéntico
al valor del % inicial.

La excepcién sucede en el caso de Inotropin a concentracién de 1.6
mg/ml, en el que ocurren resultados ilogicos, esto se observa claramente
ya que la concentracién a t=0 es de 91% y la concentracién final es de
95.8%, con estos resultados lo mas razonable son factores experimentales
no manejados adecuadamente. A concentracién de 3.2 mg/ml se comporta
de manera estable.

Por otra parte, queda claro que las concentraciones manejadas en
las MIV de DHCL en DX5% no influyen significativamente en la
estabilidad del aditivo.

Todas estas afirmaciones acerca de la aceptable estabilidad del
Clorhidrato de Dopamina en solucién de Dextrosa al 5% son aun més
confiables y certeras debido al comportamiento fisico de las MIV, ya que
estas permanecen absolutamente sin.cambios durante todo el periodo de
prueba, lo mismo sucede con la determinacién de pH, en las que no
ocurren cambios significativos durante el periodo del ensayo para los tres
lotes en estudio a las dos concentraciones trabajadas.

Cormroborando lo obtenido con informacién ya reportada se
menciona que una vez diluidas, las catecolaminas son relativamente
inestables en solucidn acuosa, siendo sus principales vias de degradacién
reacciones tales como oxidacion, ciclizacién y polimerizacién resultindo
en compuestos coloridos. observados generalmente en soluciones
desprotegidas.

En estudios previos, con condiciones diferentes a las de este trabajo,
se concluye que la degradacion es causada por factores tales como la -
presencia de oxigeno, calor, luz, pH y la presencia de elementos (trazas)
tales como cobre, y otros metales pesados!2,

Hasta la fecha, se reporta con mayor énfasis la degradacién
oxidativa de la dopamina resultando en productos terapéuticamente
inactivos.

La autoxidacién (reaccién espontinea que ocurre bajo condiciones
ambientales en presencia de oxigeno molecular y/o atmosférico) de
farmacos. fendlicos, catecolaminas y otros simpaticomiméticos
relacionados es un problema comiin de estabilidad.

Newton et.al.13 en su trabajo acerca de la estabilidad de dopamina
en infusiones de glucosa al 5% siguiendo un método de autooxidacién,
establece que la eficacia fammacologica de las catecolaminas estd
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diréctamente relacionada con la estabilidad de los grupos hidroxifendlicos
de 1a molécula (Ar-OH).

El ani6n fendxido (Ar-O-) es mas susceptible a la oxidacién que el
grupo no disociado Ar-OH y la vel6cidad de oxidacion disminuye en el
orden de las posiciones orto, meta y para.

Por. otra parte, la estabilidad de las catecolaminas diluidas en
soluciones de grin volimen esta de grin manera influenciada por el pH
mas que por la temperatura. Se ha reportado que la degradacién aumenta
rapidamente por encima de un pH de 6, consecuentemente la dopamina es
adicionada generalmente a infusiones glucosadas, ya que a un pH alcalino
es mayor la autoxidacién del grupo Ar-OH para formar quinonas, Ar=0O,
menos potentes simpaticomiméticamente.

Asi pués la degradacion por autooxidacion se ve aumentada
formalmente por encima de un pH de 6. Por lo tanto, sustituyéndo un pKa
tipico de 9 para la mayoria de los grupos fendlicos 4cidos en la
sig.ecuacién:

% Ionizacién= 100 / (1+ antilog (pKa-pH) )
Es aparénte que una pequefia cantidad .(0.01% de ién fendxido
puede catalizar la oxidacién de Ar-OH a Ar=O aunpH de 6.

Con lo .anterior queda establecido que uno de los factores més )
criticos concemmientes a la estabilidad del Clorhidrato de Dopamina es el
pH de la solucién final; la dopamina es més estable a un pH 4cido, ya que
a un pH alcalino por encima de 6.5, las partes catecolicas de la molécula
son oxidadas produciéndo materiales cromogénicos tales como las
semiquinonas, quinonas y adenocromos, consecuentemente cualquier
solucién que exhiba un cambio de color o formacién de un precipitado no
deberd ser usada. Es recomendable que se determine el pH de la mezcla
Haciéndo referencia a la fotoestabilidad, cuando el Clorhidrato de
dopamina es adicionada a infusiones glucosadas,no es necesario proteger
de la luz natural y/o fluorescente las soluciones preparadas, ya que se
asegura una fotoestabilidad de 72 horas a temperatura ambiental.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos; para las Mezclas Intravenosas a .
las concentraciones reales de 1.54 y 2.96 mg/ml (Concentraciones nominales
.de 1.6 y 3.2 mg/ml) de Clorhidrato de Dopamina en solucién de dextrosa en
agua inyectable al 5%, no se encontré diferencia significativa entre la
valoracion inicial y la valoracion final del contenido de dopamina (no mayor

de 1%) . Asi mismo no se detectan cambios fisicos notables en el aspecto de
las MIV y el pH ‘de las mezclas preparadas no varia considerablemente
durante un periodo de 72 horas, por lo que el Clorhidrato de Dopamina es
estable fisicamente en solucién de Dextrosa al 5%, en contenedores de vidrio,
a las concentraciones estudiadas, a temperatura ambiente (20 £ 20C) y sin
estricta proteccion de la luz, para los tres medicamentos ensayados.

Con esto queda establecido que hospitalariamente puede diluirse la
solucién de Clorhidrato de Dopamina con solucién de Dextrosa al 5% en
agua inyectable y puede ser mantenida hasta por tres dias en conservacién sin
que se alteren significativamente sus propiedades iniciales.
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' . ANEXO
ASPECTOS GENERALES DE LA

VALIDACION DEL METODO
ANALITICO

7.1 PRINCIPIO
El método se basa en la separacién del principio activo de los
~ excipientes y/o productos de degradacién a través de una columna C18.

La determinacion cuantitativa se lleva a cabo con un detector de
arreglo de diodos, a una longitud de onda de 219 nm.

7.2 PROCEDIMIENTO ANALITICO

Las soluciones estdndar y muestra son preparadas de 1a manera ya

detallada anteriormente. Las condiciones cromatogrificas, asf como como

la secuencia de inyeccion son las mismas que el método utilizado, y las
determinaciones fiseron hechas siempre con ¢l mismo equipo.

7.3 EVALUACION
Especificidad

El método permite separar los productos de degradacién del
Clorhidrato de Dopamina, el cual fué degradado experimentalmente con
‘Hidroxido de sodio, peréxido de hidrégeno y 4cido clorhidrico en una
solucion de fase movil. Se anexan cromatogramas correspondientes.



Linearidad

. La linearidad del método se determiné utilizando tres
concentraciones del estindar, cuyo valor medio es el utilizado para las
soluciones inyectadas, estas concentraciones son 20, 25 y 30 mcg/ml. Las
determinaciones se hicieron por triplicado. En la tabla 9 se presentan los
resultados de las determinaciones y el cdlculo de la regresién. ’

Tabla 9

Linearidad del método analitioo HPLC para determinar
Clorhidrato de Dopamina en solucisn de Dextrosa al 8%

mogiml Ares promedio
20 323737
25 30.0708
30 - 480705

Coeficients de correlacién : 0.00908
Pendiente; 1.0857
intercepto : 0.8093
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Replicacién

Se realizd determinindo el coeficiente de wvariacion en
determinaciones sucesivas de un estandar;

Determinacién Area

1 38.2322
38,3465
38.2806
38.2351 )
38.3584 N
38.1318

s W N

X = 38.2641 , O = 0.08 , C.V. = 0.22%

Precisién y Exactitud

En la siguiente tabla se presentan los resultados del decaplicado del

andlisis de una muestra estandar
K X ' Ry
104 106.44 102,02
104 106.02 101.62
104 ‘ 103.93 99.62
104 104.36 100.03
104 104.01 99.69
104  104.08 99.76
104 103.63 99.33
104 105.33 100.96
104 102,16 97.92
104 103.30 99.01
X = 104.33 99.99%
C = 1,29 1.2

cv = 1.23 1.23%



= Contenido real de dopamina en porciento

X1 = Contenido de dopamina, determinado experimentalmente,
expresado en % de la cantidad declarada

R1 = Recuperacion individual 100.X)/m

Nimero de detenminaciones: 10
Porcentaje de recuperacion: 99.99%
CV.: 1.23%

La desviacién relativa del método es de 1.23%, cumple con las
especificaciones - de precision para métodos analiticos en el érea
farmacéutica. No mas del 1.5% de desviacion estandar relativa.

El porcentaje de recuperacitén obtenido en el andlisis de una muestra
estindar es de 99.99%, lo que indica que el método estd dentro del rango
de aceptacién para exactitud de métodos analiticos, en el 4rea
farmacéutica (98 a 102%).




‘Cromatogramas de especificidad
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Cromatogramas de linearidad
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