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CAPITULOI
INTRODUCCION

Con fa finalidad de obtener medicamentos mas efectivos, o bien tratar otros
padecimientos presentes al mismo tiempo en el enfermo, los laboratorios farmacéuticos, se
ven en la necesidad de desamollar medicamentos que contienen combinacidn de varics
principios activos.

Esto condujo al desarrolio de una nueva formulacién en la cual se combinan el naproxén, (uno
de los principales antinflamatorios no esteroidales), con el paracetamol, (el cual tiene
propiedades semejantes), para aumentar el poder ahalgésice y antipirético del medicamento
en la forma farmacéutica de polvo para reconstituir

Una parte importante en el desarrollo de nuevos productes, es el desarrrollo y validacion de
técnicas analliticas que permitan identificar y cuantificar a los farmacos en estudio, permitiendo
conocer como se comportan durante el desarroilo de la formulacion, la fabricacion, estudios de
eslabilidad, almacenamiento, hasta su administracion, y de esta forma, asegurar que el
medicamento tenga la efectividad terapéutica para |a cual fue creado.

En consecuencia, se cuenta con diversos metodos analiticos de acuerdo a las diferentes
necesidades de andlisis (métodos analiticos empleados en estudios de estabilidad,
biodispenibilidad, asi como para el control de calidad dei producto).

Actualmente, las técnicas cromatograficas son el recurso analitico mas importante con el que
se cuenta para la separacidn, identificacidn y cuantificacion de una amplia variedad de
sustancias.

El presente trabajo involucra el desarrolic de un método analitico por cromategrafia de liquidos

de alla resolucién para cuantificar Paracetamo! y Naproxén en una suspension oral.
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E! método desarrollado es adecuado para el control de calidad del producto antes y después
de su reconstitucion y ademas para cuantificar los principics activos durante el estudio de
estabilidad.

El método demostrd ser adecuado para el producto farmaceutico, al aplicarle el proceso de
validacién, que es la comprobacién documentada de ia efectividad y reproducibilidad de la

metodologia para proporcionar resuitados analiticos confiables,



CAPITULO I
GENERALIDADES.

il.1. FARMACOS ANALGESICOS ANTIPIRETICOS.!"*?"!

La clasificacion de los analgésicos se basa por la severidad del dolor que los mismos
son capaces de aliviar.

Los analgésicos fuertes se usan para aliviar desde un dolor moderado a un dolor fuerte, y los
analgéoicos benignos, se usan para aliviar de dolor benigno a dolor moderado.

Dentro de los analgésicos fuertes se encuentran:

a) Narcoticos.- Producen dependencia. Tipo morfinay sus derivados.

b) No narcéticos - Pentazocina que es un derivado del benzomorfano y la metotrimeprozina
que es un derivado de la fenotiazina.

Dentro de los analgésicos benignos se encuentran:

a) Relacionados quimicamente a los analgésicos fuertes como codeina y propoxifeno.

b) Antipiréticos.- El prototipo es la aspirina.

Los farmacos antinflamatorios, analgésicos y antipiréticos son un grupo heterogéneo
de compuestos, a menudo sin relacidn quimica (aunque casi todos son acidos organicos), pero
que comparten algunas acciones lerapéuticas y efectos secundarios. Su prototipo, como ya se
habia mencionado anteriormente, es la aspirina y por eso se denomina a menudo a estos
compuestos, farmacos tipo aspirina.

Dentro de este grupo, existen cuatro clases basadas en su estructura quimica y son:
1) Salicilatos,

2) Derivados del para-aminofenol.
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3) Derivados de la Pirazolona.
4) Agentes no relacionados quimicamente.

El paracetamol pertenece a la segunda clase de compuestos y es util como analgésico y
antipirético, alternativo del acido acetiisalicilico en pacientes seleccionados, pero a diferericia

de éste, su actividad antiinflamatoria es débil.

En ia clase de agentes no relacionados quimicamente se encuentra el naproxén, que es una

sustancia antiinflamatoria no esteroide, analgésica y antipirética.
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11.2. ACETAMINOFEN.
11.2.1. MONOGRAFIA
11.2.1.1. Propiedades *'%#

. El acetaminofén es extensamente usado como analgésico y antipirético alternativo de
la aspirina en pacientes seleccionados (casos de tlcera péptica, gota, hemofliia, etc), cuando
existe dolor leve 6 moderado en cefaleas, mialgias, artralgias y en el postoperatorio; tambiér

en pacientes con cuadros febriles de diversa etiologla.
11.2.1.2. Descripcién
Nombres quimicos y sinénimos.
N-(4-hidroxifenil) acetamida; 4'-hidroxiacetanilida; p-hidroxi-acetanilida,

p-acetaminofenol; N-acetil-p-aminofenol; p-acetilaminofenol;. paracetamol.

Férmula desarrollada:

1]
NH-C-CH
3

OH
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Foérmula condensada: CgHgNO,

Peso molécular: 161.16

Descripcién: Polvo blanco cristalino o cristales blancos, inoloro, con sabor amargo .

Solubilidad: 1 en 70 de agua, 1 en 20 de agua hirviendo, 1 en 7 de alcohol (95%), 1 en 13 de
acetona, 1 en 9 de propilenglicol, muy poco soluble en cloroformo, practicamente insoluble en
benceno y éter, y soluble en soluciones de hidroxidos de alcali. Una solucion saturada en agua
tiene un pH de aproximadamente 6.

pKa =9.51

Punto de fusion: 168° a 172°C.

Espectro de UV. El espectro UV del paracetamol en metanol presenta un maximo de

absorbancia a 249 nm. (E 1%.,1 cm = 900).
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1.2.2. METODOS DE ANALISIS.™'**¥

I1.2.2.1. Titulacién no acuosa.
La valoracion del paracetamo! indicada por e Florey, se lleva a cabo en

dimetilformamida, determinandose el punto de equivalencia con hidréxido de tetrabutiiamonio.

11.2.2.2. Método colorimetrico.

a) El método colorimétrico reportado en el Ciarke, se basa en la hidrélisis del paracetamol con
HC! concentrado para hacerlo reaccionar posteriormente con solucidn 0.1 N de dicromato de
potasio, desarrollandose una coloracion ligeramente violeta.

b) Al adicionar una gota de cloruro férrico a una solucion etandlica del compuesto se desarrolla

un color violeta azulado.

i1.2.2.3. Método espectrofotomeétrico.
El espetro UV del paracetamol en metanol presenta un maximo de absorbancia a 249 nm.

(E 1%, 1 cm = 800).

i1.2.2.4, Cromatografia en capa delgada.

L.a CCD ha sido usada como método de valoracion e identificacion del paracetamol. Symonds
y Dedicoat (24) reportaron la identificacion del compuesto empleando este método. El
paracetamol fué extraido con cloroformo y separado empleando una placa de silica gel (Kodak
B061), activada previamente a 105" C por 30 min y empleando como fase mévil cloroformo-
isopropanol  (19:5). El cromatograma fue revelado rociando una solucion de acido

molibdofosférico (Rf=0.40).
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11.2.3, PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.??
11.2.3.1. Mecanismo de accion.

El mecanismo de accion del paracetamol, que explica satisfactoriamente su eficacia
como analgésico antipirélico, no s@ conoce. Existen evidencias de que inhibe en forma minima
la biosintesis de prostaglandinas en el SNC y un poco menos en la periferia, estos hechos

podrian constituir una explicacion parcial de la disminucion de la fiebre y del efecto analgésico

que produce este farmaco.

i1.2.3.2, Absorcién, metabolismo y excrecion.

Después de la administracion oral de una dosis terapéutica, la concentracién
plasmatica maxima es de 5-20 mg/ml en 30-60 min y la fijacion a las proteinas del plasma es
minima; {a via rectal no ofrece datos confiables de biodisponibilidad ya que la absorcién es
muy variable. La vida media bioldgica varia entre 1-3 h, se distribuye en todos los liquidos
corporales y se elimina en la orina en 24 hr. Su biotransformacién se lleva a cabo en el higado
mediante reacciones de sintesis 0 conjugacion y sélo en minima parte por oxidacion. En caso

de disminuir la conjugacion, las oxidaciones pueden aumentar dando lugar a metabolitos

toxicos.
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11.2,3.3. REACCIONES ADVERSAS.

Raramente produce hipersensibilidad. Se ha observado necrosis hepatica e
insuficiencia renal aguda relacionadas con sobredosis de! fArmaco. La hepatotoxicidad puede
precipitar ictericia, trastornos de la coagulacion, coma y muerte. Los sintomas iniciales son
nausea, vomito, anorexia y dolor abdominal, sin embargo, no refiejan la gravedad de la
intoxicacion. En este caso debe limitarse la absorcién lo mds rapidamente, (induccién del
vomito, lavado gastrico, administracién oral de carbén activado). Resulta promisorio la
administracion de N-acetilcisteina que, por ser precursor de glutation, limita indirectamente la
toxicidad de los metabolitos que al parecer son responsables del dafio tisular (al aumentar el
glutation disponible, intracelular, se restablece la ruta de biotransformacion que inactiva al

farmaco).
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1.3, NAPROXEN
1.3.1. MONOGRAFIA.

11.3.1.1. Propiedades!'”

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (FAINE) se encuentran en un lugar
preponderante dentro de la terapéutica por sus propiedades antiinflamatorias en el tratamiento
sintomatico de la arritis reumatoide, asi como tambien por sus efectos analgesicos y

antipiréticos. Dentro de este grupo, han tenido especial éxito los derivados del acido

propidnico, tales como el naproxén el cual es un potente FAINE con propiedades analgésicas y

antipiréticas.

1.3.1.2. Descripcion.
Nombres quimicos y sinénimos.

Acido 6-metoxi-alfa-metil-2-naftaleno-acético; acido d-2-(6 metoxi-2-naftil)- propiénico;

naxén.

Formula desarrollada:

¢it, O
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Férmula Condensada: Ci4H403

Peso molecular: 230.26

Descripcion:  Es una substancla cristalina, inodora de color blanco a blancuzco.

Solubilidad: Es casi insoluble en agua a un pH bajo, pero es libremente soluble a un pH
elevado. Soluble 1 en 25 de alcohol, 1 en 15 de cloroformo, 1 en 40 de éter y 1 en 20 de
alcchol metilico.

pKa' 4.2

Punto de fusion: 156°C.

Espectro de absorcion UV: El espectro del naproxén en etancl presenta un maximo de

absorbanciaa 271 nm.
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11.3.2, METODOS DE ANALISIS,?"
11.3.2.1. Método voiumétrico.

El naproxén es un compuesto que estd formado por un grupo carboxilo, que puede
servir para determinarlo cuantitativamente por este método, utilizando como agente valorante
una base fuerte como el hidroxido de sodio. Para determinar el punto final de la valoracién se

utiliza fenolftaleina como soiucién indicadora.

11.3.2.2. Método colorimétrico.

El naproxén produce una reaccion colorida al convertir su grupo carboxilo en
hidroxamato férrico. La determinacion se basa en la reaccion de ia hidroxilamina con naproxén
en medio alcalino, a una temperatura de 70°C, formando acido hidroxamico. Este reacciona
con el ion férrico formando un complejo color rojo-violeta, el cual tiene una absorcién maxima a

una longitud de onda de 530 nm.

I1.3.2.3. Método potenciométrico.

Este método, se basa en la medicion del potencial de una molécula a través de una
titulacion. La variacion en el potencial es usada para localizar el punto final llamado punto de
equivalencia, indicado por el cambio brusco producido al final de ia reaccion. La valoracion del
naproxén se lieva a cabo en alcohoi titulando con solucion 0.1 N de hidréxido de sodio,

determinando el punto de equivalencia potenciométricamente.

Il 3.2.4. Método espectrofotométrico.

€l espectro del naproxén en etanol presenta un maximo de absorbancia a 271 nm.
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11.3.3. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS """
11.3.3.1. Mecanismo de accion

E! naproxén es un agente no esteroide, que exhibe notables propiedades
antinflamatorias, analgésicas y antipiréticas.
igual que con otros FAINE, su mecanisimo preciso de accion todavia no ha sido establecido.
Las opiniones actuales sostienen que su eficacia terapéulica esld basada en su potente

inhibicion de la sintesis de prostaglandinas.

11.3.3.2. Absorcion, metaholismo y excrecion

El naproxén se absorbe con rapidez y de forma practicamente completa cuando se
foma por via oral. La rapidez, pero no el grado de absorcion, depende de la presencia de
alimentos en el estomago.
La concentracion plasmatica maxima se produce en 2 a 4 h y puede acelerarse con la
administracion de naproxén sédico. Las concentraciones seéricas de ’naproxén aumentan en
proporcion directa a la dosis administrada hasta 500 mg siendo !a respuesta casi lineal. Con
dosis mayores, sin embargo, la curva dosis-respuesta muestra un efecto de nivelacion, y las
dosis subsecuentes prodicen respuestas que no son proporcionales a las concentraciones
séricas. Ademas, conforme aumentan las concentraciones séricas, tambien lo hacen las tasas
de eliminacion y excrecion.
La absorcién puede acelerarse con la administracion simultanea de bicarbonato de sodio, o
reducirse con oOxido de magnesio ¢ hidroxido de aluminio. El efecto de los antidcidos sobre la
absorcion de naproxen no es uniforme, variando con el antidcido de que se trate,
El naproxén se absorbe también rectalmente, pero las concentraciones plasmaticas maximas
se alcanzan mas lentamente.

La vida media del naproxen en el plasma es de alrededor de 14 hr.
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Sufre biotransformacion hepatica, al menos el 50% es eliminado via metabolismo de primer
paso.

El naproxén y sus metabolitos se excretan casi totalmente por la orina. Aproximadamente el
30% del farmaco sufre 6-demetilacion, y casi todo el metaholito se excreta principaimente
comg glucorénido u otros conjugados. EI 6-demetiinaproxén es el Unico metabolito de

naproxen detectado en el hombre.

Naproxén Demetiinaproxén

3 C,:O 3 C:,,O

OH ~OH
CH,O HO
/ 10% \ / 5% \
Glucordnido Canjugado Glucorénldo Conjugado
de naproxén, desconacido de de naproxeén, desconocldo de
0% naproxén, 20 % demetilado naproxén
12 % demetllado,
N %
Total 70% Total 28 %

Fig.1 - Metabalitos del naproxén en el hombre.
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11.3.3.3. REACCIONES ADVERSAS."'"

En dosis relativamente altas, el naproxén ha sido bien tolerado por la mayoria de los
pacientes, tanto en el tratamiento a corto como a largo plazo. Los efectos secundarios
reportados mas comiunmente estan relacionados con el tracto gastrointestinal (Gl), mientras
que los efectos secundarios asociados con el sistema nervioso central (SNC) han sido
encontrados con menor frecuencia. Los sintomas gastrointestinales ascciados con naproxen
han sido indigestion, natsea, plrosis y malestar o dolor abdominal. Los efectos secundarios
ascociados con ei sistema nervioso central son cefalea, vértigo o aturdimiento, incapacidad para
concentrarse, y somnolencia, con reportes ocasionales de sudoracion, depresion, y transtornos

auditivos.
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1.4, CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

2.4.1, Conceptos basicos.®"

2.4.1.1. Cromatografia

L.a cromatografia es basicamente un método fisico de separacion, en el cual, los componentes
de una muestra son separados de otros por un proceso dindmico de migracion diferencial,
como resultado de los diferentes equilibrios de distribucion de los componentes entre dos fases

inmiscibles, una de ellas fija (fase estacionaria), y la otra movil (fase mavil),

El proceso cromatografico ocurre como consecuencia de actos repetidos de
adsorcion/desadsorcion que ocurren durante el movimiento de los componentes de la muestra
a lo largo de la columna cromatografica (fase estacionaria), y la separacién es debida a las

diferencias en las constantes de distribucion de los componentes individuales de la muestra.

En la fase movil, las sustancias individuales exhiben diferencias de movilidad, por causa de las
diferencias de solubilidad, particién, tamafo molecular o densidad de carga ionica. Las fuerzas
de retencion por parte de la fase estacionaria pueden ser por adsorcion como en el caso de
adsorbentes tales como allimina activada, silica gel, y resinas de intercambio idnico; o pueden
actuar disolviendo el soluto y distribuyéndolo entre las fases estacionaria y maovil. Todo ello

ocasiona que los solulos salgan de la columna separados.

La cromatografia de liquidos de alta resolucion, a diferencia de otros métodos cromatograficos,
ofrece una gran eficiencia de separacion, transformando una columna de cromatografia liquida
en una de aita velocidad, gracias a un sistema que consla de varios componentes que han

sido disefiados para optimizar 1a separacion.

La técnica cromatografica puede ser resumida como sigue:
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Se introduce un pequefio volumen de muestra a ser analizade, con ayuda de un inyector hacia
la fase movil que se encuentra fluyendo hacia la columna. Esto se logra, ya que el sistema
cromatografico cuenta con un sistema de bombeo que maneja un intervalo de presiones que
generan velocidades dptimas de flujo de solventes para que atraviesen la columna y lleven a
cabo la separacién de los solutos de tina muestra, en un tiempo determinado. De esta forma el
tiempo de analisis se reduce, al aumentar la velocidad con que el solvente pasa a través de la
columna.

Una vez que los componentes 8@ separan en la columna y salen de ésta, son conducidos a un
detector {conectado en linea), el cual efectia un monitoreo de las mismas. Las seriales
generadas son analizadas en un procesador de datos y registradas, posteriormente, en un
cromatograma, en forma de plcos de aspecto gaussiano. El area y la altura del pico son
proporcionales a la cantidad de soluto.

De esta forma, la informacion es faciimente extraida y proporciona: a) La complejidad de la
muestra basada en el numero de picos observados; b) Identificacion cualitativa de los
componentes de la muestra, basados en la determinacion exacta de la posicidn de los picos, ¢)
Evaluacién cuantitativa de la concentracién relativa de los picos o cantidad de cada pico y d)
Indicio del funcionamiento de la columna.

La informacion fundamental del proceso cromatografico se trata mas adelante.
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i1.4.4.2. Cromatograma.''?"

La informacién resultante abtenida del experimento cramatografico, es contenida en un
cromatograma y se presenta cama un grafico de fa cancentracién de los componentes de la
muestra en funcién del movimiento de la fase maovil.

Idealmente, un pico cromatografica tiene forma Gaussiana

Iry, *

tr,

i

fe—s t, '——0;‘——— try ety
|

PUNTO DE
INYECCION

RESPUESTA DEL DETECTOR

TIEMPO

Fig.2.- Cromatograma

Esta forma puede explicarse en términos de las prapiedades fisicas y quimicas. La muestra se
ha retardada en virtud de su solubilidad en la fase liquida y su perfil ha sido modificada par
varios procesos, tales como la difusidn longitudinal de las moléculas de soluto en la fase movil
y efectos de adsarcion en la fase estacionaria. Si este equilibrio de distribucion en ambas
fases, permanece inalterado por cambios en la concentracién del solutc se genera una
isolerma de adsorcion fineal, dando como resultado una distribucian simétrica del soluto en el
efluente de la columna.

El modelo Gausiana solo es apropiado cuando el grado de asimetria del pico es muy pequefo.

La informacién cromatrografica es usada para cuantificar la cantidad de cualquier soluto de

interés en una muestra.
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11.4.1.3. TERMINOS USADOS EN CROMATOGRAFIA,!'%2123.28)

Algunos de los términos empleados en cromatografia y los pardmetros que hay que considerar

para que se lleve a cabo una buana separacion cromatografica se presentan a continuacion:

Término Simbolo Definicion Variables que lo controlan
Tiempo muerto tm Es el tiempo requerido | Fisicamente este volumen
por un compuesto inerte | representa los espacios
_para migrar desde su intersticiales  entre  las
entrada a la salida de la | particulas empacadas en la
columna sin que haya | columna y algunos poros
sido retenido por a fase | facilmente accesibles en el
eslacicnaria. material de  empaque.
Estos  espacios  estan
ocupados por la fase movil,
por lo que este parametro
depende del tipo de
material y empacado de la
columna.

Tiempo de retencion | 1, Es el tiempo necesario | Depende dela composicion
por un compuesto, para | del eluente y de la fase
migrar desde el punto de | estacionaria, velocidad de
inyeccion de la muestra | flujo, temperatura, y el tipo
al término de la columpa | de muestra.

l (detector) il
| No de ptatos N Es una medida de la | N, depende de la longitud
tedricos eficiencia de la columna | de la columna, diametro de
que refleja su capacidad | particula y velocidad de
separadora flujo de la fase movil.

Retencion reiativa Es la separacion entre | Es una funcion de |la I

v dos componentes o | supefficie cromatografica,
factor de separacidn, | la naturaleza de ios
Esta es una funcion de | componentes de la fase
las relativas interaccio- | mdvil y la temperatura y es
nes fisicoquimicas de los | independiente del tipo de
solutos con las dos | columnay sus dimensiones
fases.

Factor de k Es la razon del tiempo | El factor de capacidad es

capacidad que pasa el soluto en la | afectado por la compo-
fase estacionaria entre el | sicién del solvente, la fase "
tiempo que pasa en la | estacionaria y la tempera-
fase movil. ura a la cual ocurre la

separacion.
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Resolucion

Rs

Da el grado de separacién
entre dos picos. Es de-
finida como la diferencia
en los t de dos picos
dividido por !a mitad del
ancho de los picos en la
base, expresada en
unidades de tiempo.

La Rs puede ser mejorada,
incrementando los valores
de N, Ky u Asi puede ser
incrementada, disminuyén-
do el tamano de particula,
incrementando la longitud
de la columna 6 incre-
mentando la retencion de
los compuestos de interés.

Altura equivalente a
un plato tedrico

Es una seccién de una
columna, en la cual |la
fase movil y la fase
estacionaria estan en
equilibrio. £l valor de h es
un criterio de calidad de la
columna

Esta en funcion de la
velocidad de flujo de Ja
fase movil, la difusién
longitudinal y la transfe-
rencia de masa hacia la
fase movil.

Cuadro 1 - Términos empleados en cromatograffa y sus definiciones.

La columna cromatogréfica y sus componentes, contribuyen a la Resolucidn

cromatografica como a continuacion se esquematiza:

Columna
Material de empaquo < » Contenedor
I 1
Naturaleza Tamano tongttud Mataerial
deia de
superficle particula

Factores quimicos
a, K

Resolucién

73

k

N

Didmetro

Factores mecénicas
N

l flempo de vida., eficloncia. |
veolocidad
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I1.4.2. TIPOS DE CLAR.?*%)

La flexibilidad de las separaciones por cromatografia de liquidos de alta eficiencia se
debe principalmente a las interacciones especificas entre las moléculas de la muestra y las dos
fases: movil y estacionaria, lo cua! ha permitido el desarrollo de una gran variedad de técnicas.
Las diferentes técnicas de cromatografia liquida son:

- Cromatografia de adsorcién
- Cromatografia de particion
a) Modalidad fase Normal.
b) Modalidad fase Reversa.
- Cromatografia de pares de iones
- Cromatografia de intercambio idnico y
- Cromatografia de exclusion
Cada uno de los tipos de cromatografia se aplica dependiendo del compuesto por separar.
En el siguiente cuadro, se presentan las caracterislicas de cada uno de los tipos de

cromatografia y sus aplicaciones.



W

Tipos de
cromatografia
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Fundamento

Aplicaciones

Cromatografia de
adsorcion.

Esta basada principalmente en la diferente
afinidad relativa de los compuestos por el
adsorbente sdlido usado como fase
estacionaria.

Algunos de los solidos mas usados
son: silica gel para separar muestras
acidas o neutras y alumina para
separar compuestos basicos.

I

Cromatografla de En fa CLL fas moléculas de soluto son | Se pueden emplear dos
particion 6 distribuidas entre dos liquidos inmiscibles, | modalidades:
Cromatografia liquido- de acuerdo @ sus solubilidades relativas.
liquido (CLL). Un liquido es la fase movil y el otro es la | - Fase normal

fase estacionaria, que es un lquido | - Fase reversa

disperso en un  soporte  poroso,

usualmente inerte. De esle modo la

Inuestra es Separada de acuerdo a su

coeficiente de particion entre fase mavil y

la estacionaria.
Cromatografla de Donde la fase estacionaria es més polar | Es utilizada para separar
particién en Fase que la fase mavil. compuestos  polares,  ejemplos:
Normal. fenoles, aminas y compuestas

heteraciclicos.

Cromatografia de
particion en Fase
Reversa.

La fase estaclonaria es nmenos polar que la
fase movil. Se utiliza una fase organica
que estd adherida quimicamente al
soporie y la fase movil es de caracter
polar.

Se aplica a compuestos no polares;
ejemplos: esteroides y compuestos
hidrocarbonados.

Cromatografia de pares
de iones

Se basa en la formacion de pares idnicos
entre up soluto y una sal. Esta se
encuentra en la fase movil y se denomina
como formador de pares i0nicos

Se aplica a muestras de naluraleza
polar, tales como bases, acidos,
iones compuestos con varios grupos
ionizables, ej. atibioticas, antipire-
ticas, y vitaminas hidrosolubles.

Cromalografia de
Intercambio idnica.

Esta basada en la diferente afinidad de
idnes en solucidn por sitios de polaridad
opuesta en la fase estacionaria.

Se liliza para separar muestras
idnicas o ionizables y a compuestos
con intervalos de peso molecular
muy amplios, ejemplo’ péptidos y
aminoacidos

Cromatografla de
exclusion

Separa las maléculas de acuerdo a el
tamalo y forma molecular de los
componentes de la muestra en solucion,
usando una columna empacada con
particulas de aproximadamente el mismo
tamafla y totalmente porosas, con poros
de didmetro definido.

Es utilizada cuando en la muestra se
encuentran compuestos de diferente
tamano molecular.

El orden de elucion sera primero, las
moléculas de gran tamano, despues
las de tamaiio intermedio y por
(itimo las pequeias.

Cuadro 2.- Tipos de cromatografia y sus aplicaciones.
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11.4.3, EQU'pO}Q.w.zo‘zn.za)

El equipo utilizado en Cromatografia de Liquidos debe cubrir los siguientes requisitos.

Debe ser:
a) Versatil

E! instrumento debe ser apto para resolver y trabajar con muestras de diferentes tipos,
utilizando las diversas técnicas cromatograficas realizando el maximo de operacicnes, tales

coma la programacion de fase mévil, operar a diferentes longitudes de onda, etc.

b) Reproducible.

El sistema debe ser capaz de controlar los diferentes parametros operacionales, que
permitan obtener un control preciso de temperatura de la columna, composicién de la fase

movil, velocidad de flujo y respuesta del detector.

¢) Rapido.
E! equipo debe poseer columnas altamente eficientes, alta velocidad de fase movil y
una elevada capacidad de manejo de datos. Esto depende de las bombas de alta presion

empleadas, un voiumen muerto minimo, un registrador veloz y un procesador automatico.

d) Sensible.
Un buen instrumento, ademas de trabajar con pequefias cantidades de muestra debe
generar sefales de intensidad apreciables. La sensibilidad depende de! disefio cuidadoso del

detector para dar una buena razén de sefal-ruido, y de columnas eficaces.
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El cromatégrafo es un instrumento complejo el cual estd constituido por varios
componentes que operan conjuntamente. Las partes fundamentales de que consta un equipo
para CLAR son:

RESERVORIO DE a )
DISOLVENTES MEDIDOR DE
T PRESION
i THOMPA } Nl vALVILA
e - INVECTORA
y
l COLIMNA

REGISIRADOR  PROCESADOR

E DATOS 4]

gl/\u\. 4_[/\ [\/—i ::::: ’<~~~l nr1T_(A_“’j‘~ i‘ l

-» direccion de finjo del solvente.

Fig. 3.- Companentes del equipo que constituyen el sistema cromatografico.



CAPITULO I, GENERALIDADES 25

fl

como un instrumento cuidado-
samente diseflado, a través del
cual la solucion que fluye desde
la columna del cromatografo
genera, en la mayorla de los
casos, una senal continua de
salida eléctrica, que esta en
funcidén de ia concentracion del
analito en la fase movil,

de un detector en linea
incluyen: estabilidad (bajos
niveles de ruido y variaciones
en la velocidad de flujo), alta
sensibilidad para diferentes
clases de compuestos, amplo
rango dindmico, velocidad de
respuesta rapida, minimo
volumen muerto, no des-
tructivo, y preferiblemente,
insensible a cambios en Ila
velocidad de flujo y com-
posicion de fa fase movil.

EQUIPO FUNCION CARACTERISTICAS CLASIFICACION
Inyector Es el mecanismo utlizado para | Debe resistir altas presionesy | - Inyector manual utili-
introducir !a muestra hacia e! | estar construido de un | zando una jeringa. Esta
sistema cromatografico de tal | material que pueda ser lavado | tiene que soportar
forma que no s$e difunda | completamente por la fase | grandes presiones, aun-
demasiado a la entrada de la | mdvil, de tal maneraque entfa | que el sistema cuente
columna, para permitir que | siguiente inyeccidn no exista | con ciertos disposilivos
exista buena separacién. contaminacion con residuos | que desvian el flujo de
de la inyeccién anterior. | solvente (o bien lo sus-
Ademds, debe introducir la | penden) mientras se
muestra de forma rdpida y | introduce la muestra.
reproducible. - Inyector automatico
Este mantiene la repro-
ducibilidad  entre  in-
yecciones y elimina el
error en la medicion del
volumen por inyectar.

I columna El corazé6n de un sistema de | En  general, se utilizan | Los tipos de empague
CLAR es la columna. En ella se | columnas de acero inoxidable | utilizados  normalmente
realiza la separacién de cada | de longitud 5-30 cm. Al | en fase normal son silica

t uno de los componentes de una | aumentar la longitud aumenta | y altimina.

1 muestra determinada. el No. de platos tedricos y, | En  fase reversa se
por lo tanto, se obtiene una | utilizan soportes sélidos
mayor resolucion. La columna | adecuados enlazados
debe estar compuesta de | covalentemente a
materiales microparticulados | diferentes grupos funcio-
(10 mm) uniformemente | nales (ejemplos: Cg, Cya,
empacados, de tamaio de | fenil, CN, NH,)
particula uniforme (al
aumentar el area de
superficie, aumenta la inte-
raccidn del soluto con la fase
organica).

Detector Un detector en CLAR se define | Las caracteristicas deseables | Los detectores pueden L
ser clasificados de |la

sigiente  manera de
acuerdo al tipo de

respuesta generada:
a) Detectores Universa- |
les, que acusan cambios
en una propiedad fisica a

medir, propia en
principio, para todo tipo
de moléculas.

b) Detectores selectivos,
cuya filosofla es opuesta
a la del tipo anterior,
detectando una muy li-
mitada serie de compues-
tos o grupos funcionales.
c) Detectores especi-
ficos, que solo pueden
responder a un muy
limitado grupo de molé-

culas.

e TTIIRIEEEE
e, |
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Bomba Para realizar un andlisis
por CLAR, se requlere
disponer de una bomba
de liquidos que
proporcione altas
presiones, necesaria
para que la fase mévil
pueda atravesar Ia
columna cromatogréfica.

solvente a

fases moviles

volumen muerto para cambios
rapidos de solvente como son
utilizados particularmente en

m—————

La bomba debe hacer pasar el
través
columna, de forma precisa,
reproducible y con un flujo
libre de pulsos, a presiones
que pueden abarcar un rango
de 500 5000 psi.
necesita ser resistente a
accién quimica debida a las

y un

de

Tambien

los gradientes de elucidn.

——

la

la

bajo
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Las mas importantes a
mencionar son:

- Bombas de flujo constante:
Tienen mecanismos que
reducen las pulsaciones de
flujo. Entre estas se encuen-
tran: bombas de piston;
reciprocante y las de jeringa.
- Bombas de presion
constante: la forma mas
sencilla de éstas bombas
emplea |a presion de un gas

inerte para presurisar el
solvente.  Estas bombas
presentan ciertas  des-
ventajas: es  necesario

mantener la viscosidad del
solvente, la temperatura de
la columna y la presién
constantes, ademdas parte
del gas se disuelve en el

solvente y esto forma
burbujas. Entre estas se
cuentan con: bombas de

presion directa mediante un
gas; de intensificador
neumatico y de intensificador
hidraulico.

Procesador
de datos

Proporciona las medidas
basicas en un
cromatograma para
propdsitos de cuantifi-
cacion e identificacion
del soluto.

Debe represe

exactitud el petfil del soluto sin
distorcionario. Manejar varios

ntar

parametros de analisis.

Realizar calculos confiables
Rapida velocidad de anélisis.

con

Existen diferentes clases de
procesadores. Su manejo y
caracteristicas  particulares
dependeran del tipo de
software empleado.

Tiene la funcidn de
graficar a cada com-
ponente que es eluido
en forma de
dependiendo  de
concentracion del soluto
y del tiempo de
retencion.

Registrador

Cuadro 3. Equipo empleado en la CLAR.

Algunas caracleristicas dese-
ables de los registradores son;
respuesta rapida y velocidad

variable del pape!.

Generalmente se utilizan
registradores potenciomeétri-
cos. Aunque actualmente se
emplean diversas impreso-
ras y plotters que registran la
informacion proveniente del
procesador de datos.
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I1.5.VALIDACION DE METODOS ANALITICOS ©*'* %%

La validacidn de un método analitico se debe entender como el proceso mediante el
cual queda establecido por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.

De esla fo}ma. al asegurar |a integridad y la calidad de la metodologla analitica, se cumple con
una parte importante del programa integral de validacion para obtener un producto con calidad

disefiada.

El propdsito de llevar a cabo una determinacion es el de obtener un valor estimado del
valor verdadero, ya que nunca se podra conocer el valor real. Esto se debe a que ninguna
medicion se encuentra libre de error y lo que se esta determinando es un valor que difiere del
valor real con una diferencia llamada error absoluto.

Una validacion adecuada de la metodologia, permite conocer sobre que margen de error
estamos trabajando y "controlar” dicho error.

E! error total de un método puede representarse de la siguiente manera;

Error total = error sistematico + error aleatorio

1. Error sistemalico (determinado).

Son aquellos que dan lugar a medidas incorrectas. Este tipo de error se puede

clasificar de |a siguiente manera:
a) errores instrumentales
b) errores del método
c) errores de operacion
d) errores personales
2. Error aleatorio (indeterminado).
Son los que se producen mediante mediciones sucesivas efectuadas por el mismo

analista en condiciones practicamente idénticas, no es posible predecirlos o estimarlos.
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Para llevar a cabo la validacidn de un método analitico es necesario determinar los
siguientes parametros:
Linearidad
Intervalo
Exactitud
Precision. Este pardmetro es una medida del grado de repetibilidad y
reproducibilidad del método analitico.
Limite de deteccién
Limite de cuantificacion
Especificidad
Tolerancia,
El tipo de informacion que se requiere para la validacién de un método analitico dado
dependera de |a naturaleza de dicho método, por lo que los procedimientos de ensayo mas

comunes se han clasificado como sigue:

Categorial.- Meétodos analiticos para la cuantificacion del farmaco o de los principios
activos (incluyendo preservativos) en productos farmacéuticos
terminados.

Categoria Il.- Métodos analiticos para [a determinacion de impurezas en farmacos o
productos de degradacion en el producto farmacéutico terminado,
incluyendo ensayos cuantitativos y prueba limite,

Categoria lll.- Métodos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de

comportamiento del producto (p. ej. disolucion o liberacién de farmacos).
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Para cada una de estas categorlas, los requisitos de validacién necesarios son diferentes. La

siguiente tabla enlista dichas variables.

I CATEGORIA
| i n
Cuantitativo Prueba
imite |

Precision si si no Si
Exactitud si si 4 .
LIimite de deteccién no no si 4
Limite de cuantificacion no si no 4
Especificidad si si si .
Intervalo si si ' '
Linearidad si si no .
Tolerancia si si si si

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

LINEARIDAD

DEFINICION
La linearidad de un método analitico es su capacidad para asegurar que los resultados
analiticos obtenidos directamente, o bien mediante una transformacién matematica bien

definida, son proporcionales a la concentracion de la sustancia dentro de un intervalo.

La linearidad se expresa generalmente en términos de la varianza alrededor de la pendiente de
la recta ajustada (linea de regresion), calculada a partir de una relacion matemaética con los

resultados del analisis de muestras con concentraciones variables y conocidas de la sustancia.
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DETERMINACION

a) Linearidad del sistema,

1. Construir una curva de calibracién empleande al menos cinco diliciones preparadas de una
misma solucién patron.

2. Analizar cada nivel, al menos por duplicade para cada dilucion.

b) Linearidad del método.

1. Preparar placebos adicionados con cantidades conocidas de la sustancia que incluyan la
concentracion tedrica de 1a sustancia y que estén por debajo y por arriba de ésta (p.ej.; al 80%,
100% y 120% de la cantidad etiquetada)

2. Analizar cada nivel (o cada concentracion), al menos por triplicado, por el método

propuesto).

CALCULOS.
a) Linearidad del Sistema.

1. Calcular el coeficiente de determinacion y el coeficiente de correlacion.

.‘ INE)- (S X [

INCEX)-(Zx S JINCEY ) ()]
2. Determinar el factor de respuesta para cada concentracion de la siguiente manera: Obtener
la razon entre propiedad medida sobre la concentracion de la dilucidn patrén para cada punto

de {a linearidad del sistema.

3. Obtener el coeficiente de variacion (C.V.) con los valores de respuesta obtenidos a todo lo

largo del intervalo.

DL
cryo- —-F——.\'/l)()
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donde:

DE = Desviacian estandar del factor para cada punto de |a linearidad del sistema y F;

propiedad - medidu

cone.de las dilucicnes - de - la - solucion - patrén - (x)

b) Linearidad del Metodo.
1) Calcular la pendiente (m) de la linea de regresion.

o= ML xy)-(X x)(X y)
N(Z x?)-(X x)°

2) Calcular el intercepto (b) de la linea de regresidn

Xy-m(X x)
N

h-_-.

3) Calcular el coeficiente de determinacion (r’)

e [Ny -(SEN T
INCEX?)-(5x ) JINCEY ) -(Sy )]

CRITERIOS
a) Linearidad del Sistema
CV <1.5%:r20.99r"20.98

b) Linearidad del método.

malb=0:r* 2098 C.V <2%
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PRECISION

DEFINIGION

Grado de cercania entre resultados anallticos individuales obtenidos al aplicar repetidamente
el método a varias muestras de la misma muestra homogénea,

Dentro de la precision, existen dos maneras de expresar ésta: Repetibilidad: es la precision
entre  delerminaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones.
Reproducibilidad: es la precisibn entre determinaciones independientes realizadas bajo

diferentes condiciones.

DETERMINACION.

a) Precision del Sistema,

Se determina por el analisis por sextuplicado de una imisma solucion estandar, correspondiente
al 100% establecido en la linearidad del sistema.

b) Precision del Método,

Analizar repetidamente (minima por triplicado) una muestra homogénea del producto cuando

menos por dos analistas en dos dlias diferentes (precision como reproducibilidad).

CALCULQOS NECESARIQS,

1) Determinar 1a media de los resultados

pIRY

n

2) Determinar la desviacion estandar de los resultados

Sie)
g NARES
V'oon-l
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3) Determinar el coeficiente de variacion

v = %xmo

CRITERIOS

a) Precisién del Sistema.

<%
b) Precision del Método.

Dependiendo del método, los criterios pueden variar, Para métodos cromatograficos, el criterio

utilizado es el coeficiente de variacion y este debe ser = al 2%

EXACTITUD

DEFINICION
Concordancia entre un resultado analitico y el valor verdadero. La exactitud puede expresarse
como el porciento de recobro de cantidades conocidas de la sustancia adicionadas a placebo

de la muestra.

PETERMINACION

1. Analizar repetidamente muestras adicionadas con cantidades conocidas de la sustancia a
analizar.

CALCULOS NECESARIQS

1) Calcular el porcentaje de recobro en cada una de las muestras.

2) Calcular el coeficiente de variacion con estos porcentajes (mismos célculos que para la

precision)
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CRITERIO

Para métodos cromatograficos, se debe obtener un recobro del 98-102% y un CV (%) < 2

ESPECIFICIDAD

DEFINICION

Capacidad de un método analitico para medir exacta y especificamente la sustancia de interés

en presencia de otros componentes de la muestra.

DETERMINACION

La prueba de especificidad se realiza de acuerdo a su apiicacidn.

ESPECIFICIDAD PARA METQDOS DE CONTROL DE CALIDAD

Con el método propuesto:

! Analizar placebos del producto.

2 ldentificar y diferenciar la(s) respuesla(s) del(los} aclivo(s) y, si es posible, de los
excipientes.

3. En mélodos cromatograficos, hacer una corrida de la fase movil antes de iniciar el analisis.

ESPECIFICIDAD PARA METODOS INDICADORES DE ESTABH.IDAD.

En caso de contar con los posibles productos de degradacién, preparar muestras con placebo
“anadido"de éslos y la sustancia de interés y analizar con el método propuesto.

Si no se cuenta con los productos de degradacion, es necesario degradar fa muestra bajo
diferentes condiciones. La degradacion debe ser {al que la concentracion de la sustancia en

estudio esté disminuida por lo menos en un 25% con respecto a la original,
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Es importante que el quimico que realice la prueba investigue previamente las caracteristicas
fisicoquimicas del producto que va a analizar para seleccionar aquellas condiciones que le
proporcionen resultados adecuados.

Se sugieren Ias siguientes condiciones para degradar la sustancia:

1. Colocar la sustancia de interés, el placebo y muestras del iote del producto en un horno a
70°C-120°C o a 20°C por debajo del punto de fusidn de la sustancia de interés durante un
numero de dias apropiado (2 a 4 semanas).

2. Exponer la sustancia de interés, el placebo y muestras del fote del producto alaluz UV o a
la luz flucrescente y/o humedad.

3. Si es necesario, hacer soiuciones de |a sustancia de interés ajustandoel pH a1 a2 y/oa 10
a 12y colocarlas a 60°C-80°C durante 2-4se manas.

4. Si se trata de formas farmacéuticas liquidas o semisdlidas pueden degradarse por oxidacién
{con peroxido de hidrogeno) y permanecer 2 a 4 semanas a temperatura ambiente; y/o por

hidrélisis (pH 1a 2 y 10 a 12), colocando las muestras a 60°C-80°C durante 2-4 semanas.

CRITERIO

Verificar que los productos de degradacion y/o sustancias relacionadas no interfieran con la
cuantificacion de la sustancia de interés utilizando el método desarrollado.

Ajustar las condiciones de operacién para obtener la maxima resojucion.

5
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TOLERANCIA

DEFINICION

La tolerancia de un método analitico es el grado de reproducibilidad de los resultados
obtenidos por el andlisis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones de

operacion como diferentes temperaturas, columnas, lotes de reactivos, empaques, etc.

DETERMINACION

1. Variar el pH normal de trabajo. Esto considerando las condiciones de trabajo (ejemplo:
precision del potenciémetro empleado para ajustar el pH)
2. Variar la proporcion de modificador organico en la fase movil, considerando las condiciones
de trabajo (ejemplo: variacion en la composicion de |a fase movil debidas a error de medida de
la probeta, variacién de la temperatura del cuarto de trabajo)
3. Si la fase movil es una mezcla compleja, manejar combinaciones diferentes de los
companentes.
4. Determinar con regular periodicidad 1a EFICIENCIA de la columna durante el desarrollo y
validacién de! método analitico propuesto.

Finalmente en un estudio por duplicado comparar la eficiencia de la columna en uso

con otra que en términos generales tenga un 30% de menor eficiencia.

CALCULOS

1. Calcular factor de capacidad (k'), selectividad (alfa), resolucion y simetria.

2. Calcular la eficiencia de la columna.



CRITERIQS

1. Factor de capacidad (k'): 1 < k' < 10

2. Factor de selectividad (alfa); 1 < alfa < 2
3. Faclor de simetria (F). 0.80 <F < 1.2

4. Factor de resolucién (R): 1.5 <R <5
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CAP, lll PARTE EXPERIMENTAL .

3.1 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPQ,
1. Reactivos.

Paracetamoi sustancia de referencia.
Naproxén sodico sustancia de referencia.
Metanol CLAR, Baxter.

Acetonitrilo CLAR, Baxler.

Fosfato monobasico de potasio, J.T. Baker.
Hidroxido de potasio, J.T. Baker.

Acido fosforico 10 %.

Hidréxido de sodio, J.T. Baker,

2 Material,
Microjeringa de 100 iml, Marca: Hamilton.

Equipo de filtracion, Marca: Millipore

3. Equipo.

Memotitulador, Marca: Mettier, Modelo: DL25 equipado con;
- Un electrodo de cloruro de potasio

Bano de ultrasonido, Marca: Uitrasonik, Modelo: 300
Agitador magnético con 6 plazas, Marca; Lab-line
Cromatagrafo de liquidos, Marca: Beckman, equipado con:

-Bomba programable para solventes, Modelo: 126

38
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- Detector programable con arreglo de diodos, Modelo: 168
- Columna Cyg Resolve de 15 cm, Marca: Millipore
- Columna C,3 pnBondapak de 15 ¢m, Marca: Millipore

- Computadora personal, Marca: Compaq, Modelo: Prolinea 4/33

.3.2. SELECCION DE LAS CONDICIONES CROMATOGRAFICAS,

Ambos activos han sido estudiados ampliamente por lo que en la literatura existen diversos
métodos para su cuantificacion individual. Estos incluyen métodos espectrofotométricos,
potenciométricos y métodos por CLAR entre otros.

Para el estudio de estabilidad del paracetamol y naproxén en suspension, se requirié un
método analitico capaz de cuantificar en forma selectiva estos farmacos en presencia de sus
productos de degradacion, excipientes e impurezas, y asi obtener datos confiables y
reproducibles.

Para lograr este fin se desarrollé un método analitico por CLAR por ser una de las técnicas
anallticas mas poderosas disponibles para la resolucion de mezclas complejas de forma
eficiente. La técnica elegida fué por cromatografia en fase reversa ya que, dadas las
caracteristicas fisicoquimicas de los activos, es la modalidad que ofrece mayor selectividad en

la separacion.

3.3. DESARROLLO DEL METORO ANALITICO,

En el desarrollo del método analitico, se consideraron las propiedades fisicoquimicas de los
farmacos. pKa y solubilidad principalmente, ademas de revisar los métodos cromatograficos
reportados en la literatura (USP XXii, B.P. XiI, AO.AC. y bibliografia 8,12,14,18,29). La mayor
paite de los meétodos publicados describen procedimientos cromatograficos para la

determinacion individual de estos farmacos. Poca es la bibliografia encontrada en la cual se
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cuantifiquen ambos activos en una misma corrida. El método efectuado por F. Nielsen-Kudsk
(18) es uno de ellos.

Nielsen-Kudsk describio el siguiente procedimiento para la determinacion de 16 farmacos
antiinflamatorios y analgésicos en plasma humano, entre los que se encuentran el naproxén y
el paracetamol:

Fase movil . Metanol:Buffer fosfatos,(55:45)

Columna pBondapack Cg Waters de 3.9 mm de didmetro interno x 30 cm de longitud.
Veloc. de flujp - 2.0 mi/min

Long. de onda 254 nm

Sobre esta base, el autor empled variaciones de la fase movil para obtener la resolucion
optima de algunos farmacos. En el caso del paracetamol, disminuyd la concentracion de
metanol en un 35%, para lograr mayor retencién del activo en la fase estacionaria y
determinarlo especificamente con respecto al plasma.

En el caso del naproxén, describe el empleo de una fase movil alternativa, con la cual logra
disminuir el tiempo de retencion del activo y de ésta forma cuantificarlo facilmente. La fase
movil empleada es la siguiente: 40% acetonitrilo en acetato de amonio 100 mM, pH 5.5
ajustado con acido acético.

Para el desarrollo del método cromatografico, se utilizé como referencia el articulo citado
anteriormente, empleando inicialmente las condiciones establecidas para la cuantificaciéon del
paracetamol (fase mavil 1). Sin embargo, en los estudios preliminares de la especificidad, se
vio que el método no era capaz de separar los ingredientes del placebo del paracetamol y
ademas, el tiempo de retencién del naproxén fué de 24 min, por lo cual se efectuaron
modificaciones posteriores con la finalidad de optimizar el método y tratar de obtener la
resolucion adecuada enlre los activos, excipientes y los productos de degradacion. Esto se

logré modificando los siguientes parametros:
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1) pH.

2) Velocidad de fiujo.

3) Composicion de la fase movil y

4) Empaque de la columna.

A continuacion se encuadran lag condiciones cromatograficas probadas empleadas en el
desarrolfo del método analitico. (cuadro No 4)

Las concentraciones de paracetamol y naproxén empleadas fueron 16 y 20 mcg/ml de Ia fase
mavil 1 a la fase maévil 10; a partir de |a fase movil 11, las concentraciones son 8 y 10 meg/mi
respectivamente,

La especificidad con respecto a placebo, se probd en todo el desarrolio del método, ya que
éste contiene varios compuestos que absorben a la longitud de onda de trabajo e interfieren
con la cuantificacion del paracetamol.

La especificidad de muestras degradadas de materia prima, placebo y formulacion completa en

condiciones acidas, basicas y de oxidacion, se probd solamente con las fases moviles 11y 12.
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DESARROQLLQ DEL METQDQ ANALITICQ.

Fase Composicién pH | Vel deflujo | Columna tr tr
mavil (ml/min) paracetamol naproxen.
1 600 Buffer fosfalos 40 2.0 Cis 0.71 24.0
400 metanol Nova Pak

2 600 Buffer fosfatos 7.0 2.0 Cis - 072 6.5
400 metanol Nova Pak

3 600 Buffer fosfatos 7.0 1.0 Cis 1.24 11.25
400 metanol Nova Pak

4 600 Buffer fosfatos 4.0 1.0 Cis 1.04 4.6
400 acetonilrilo Nova Pak

5 600 Buffer fosfatos 7.0 1.0 Cis 1.04 1.54
400 acetonitrilo Nova Pak

6 800 Buffer fosfatos 7.0 0.8 Cu 1.64 6.0
200 acetonitrilo Nova Pak

7 900 Buffer fosfatos 7.0 0.8 Cis 2.46 > 250
100 acetonitrilo Nova Pak

8 800 Buffer fosfatos 7.0 0.8 Cis 2.10 aprox. 25.0
110 metanol Nova Pak
90 acetonitrilo

9 800 Buffer fosfatos 7.0 2.0 Cis 0.87 9.6
110 metanol Nova Pak
90 acetonitrilo

10 800 Buffer fosfatos 7.0 08y 20 Cia 2.1 12.6
110 metano! Nova Pak
90 acelonitrilo

11 800 Buffer fosfatos 7.0 05y20 Cisg 2.0 10.5
100 metanol Nova Pak
100 acetonitrilo

12 800 Buffer fosfatos 7.0 05y20 Cis 4.24 15.2
100 metanoi Resolve
100 acetonitrilo

Cuadro 4. Condiciones cromatograficas empleadas en el desarrolio del método analitico.

LaF.M. 12, es lafase mavil definitiva.
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3.3.1. CONDICIONES DEL METODO CROMATOGRAFICO.

Las condiciones cromatograficas seleccionadas con las cuales se logré obtener la

cuantificacion especifica de los componentes, son las siguientes:

Fase movil Buffer de fosfatos 0.1 M 800 m!
Metanol 100 ml
Acetonitrilo 100 ml
Columna Resolve Cyp de 3.9 mm x 150 mm empacada con esferas de 5u de didmetro.
Detector . Detector de arreglo de fotodiodos
by =230 nm.

Veloc. de flujo © Programada bajo las siguientes condiciones:

tiempo velocidad de flujo
(min) {m!/min)
0 0.5
6.5 2.0
17.5 0.5
21.5 0.5

Mas adelante se indicara el proceso de seleccion de las condiciones cromatograficas, asl

como el desarrollo y validacion del método propuesto.
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3.4. VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

Después de optimizar el método propuesto se demostrd la confiabilidad del mismo. efectuando

lo siguiente;

ESPECIFICIDAD.

Se determind la interferencia debida a placebo y fase mavil, evaluando muestras de fase méwil

y placebo aplicando el método propuesto (punto 3 23

ESPECIFICIDAD PARA ESTABILIDAD.

Para evaluar la especificidad del método por CLAR, se sometieron a degradacion acelerada
muestras de los farmacos como materia prima. placebo y la formulaciéon completa para abtener
productos de degradacion y establecer si estos inlerfieren o no en la deteccion de ambos
aclivos.

Para ello, se prepararon soluciones a pH=12a 14 pH=1a2y

también otras adicionadas con perdxido de hidrogeno. y se sometieron dichas muestras a

teinperatura de 80°C (tabla 1).

MUESTRA CONDIGIONES DE TIEMPO DE |
DEGRADACION EXPOSICION
Acido (80" C) Aprox 6 h
Formulacion Base (80" C) Aprox G h
. Oxidacion (80°C) Apiox 3 h
Materia prima Acido (80°C) Aprox 6h
(Paracetamol y naproxén) Base (80" C) Aprox. 6 h
Oxidacion (80°C) Aprox. 3 h
Acido (80" C) Aprox 4n
Placebo Base (80" C) Aprox 4 h
_ Oxidacion (80°C) Aprox. 3h

Tabla 1. Condiciones de degradacion de las muesicas de paracetamol. naproxén.
ptacebo y formulacion en solucién acuosa.



CAP.IIL. PARTE EXPERIMENTAL 45

LINEARIDAD.
a) Linearidad del Sistema.

Se determind haciéndo diluciones de una misma solucion patron conteniendo
paracetamol y naproxén, a tener concentraciones equivalentes al 50, 75.100. 125 y 150 % de

lo establecido en el método analitico y analizandolas por triplicado.

b} Linearidad de! Método.

Se determino analizando placebos adicionados con las principos activos (paracetamol
y naproxén) a los niveles de 80, 100 y 120 % de la canlidad seleccionada, efectuando los

andlisis por triplicado de cada concentracién.

PRECISION.
a) Precision del Sistema.

Se determind analizando una misma muestra de solucion estandar de paracelamol y
naproxén, correspondiente al 100% de lo eslablecido en la linearidad del sislema. por

sextuplicado,

1) Precision del Método.

La reproducibilidad se determind con los resultados de analisis de 1n Iote piloto de
rolvo para reconstituir, realizados por dos analistas en dos dias difereres. con tres

re:plicaciones por dia.

LGEETIBILIDAD Y EXACTITUD,
Se demostrd analizando placebos adicionados de los principios activos al 100 % d= 1a
cantidad seleccionada por sextuplicado, de manera independiente. aplicando la metordologia

propuesta.
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TQLERANCIA DEL SISTEMA
Se llevo a cabo comparando los parametros cromatograficos (i1 k.Rs), de una misma

muestra, utilizando la fase movil seleccionada, con las modificaciones que se miestran en la

siguiente tabla:

pH metano! acetonitrilo

6.5 +10 % 410 %

L_‘ 7.5

También se consideraron los resultadas obtenidos con 1a fase movil 11 en la que se

0% 10 %

empled una columna Nova Pack C.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

Se determind mediante el andlisis, por triplicado, de una muestra analizada recién

preparada y despues de transcurridas 6 h y 24 . almacenadas a lemperatura ambiente y en

condiciones de obscuridad.
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4.1. Seleccion de las condiciones cromatograficas,

4.1.1, Seleccion de la fase movil,

1) Efecto del pH.

Al cambiar el pH de la fase movil 1, de 4.0 a 7.0 ( fase mdvil 2) se observd una disminucion en
el tiempo retencion del naproxén debido a que a estas condiciones se logra ionizatr un 99 8 %
al naproxén y, al tenerlo en su forma ionica, se hace mas afin a la fase movil disminuyendo su

retencién, por lo que este pH se mantuvo en todo el desarrollo del método

2) Composicion de la fase movil.
Como se muestra en la fig. 4 cromatograma 2, al emplear acetonitrilo en vez de metanol como
solvente arganico en la fase movil, se ohserva una drastica disminucion en el tiempo de
retencién del naproxén Lo que demuestra que el acelonitrito presenta mayor selectividad por
el napraxén que el metanal (fase movit 3 y fase movit 5)
Considerando el efecto que ejerce el pH y el solvenle organico seleccionado en el tiempo de
retencion del naproxén, se propuso la fase movil 6 .que contiene buffer de fosfatos ptt = 7 y
:atonitrilo como solvente organico en una proporcion de 800 200 (respectivamente). con el fin
de eluir facilmente al naproxén, y controlar la elucion del paracetamol £sta fase mowil. fué
considerada como optima para la separacion de los activos, asi coma la mas adecuada para
lograr un tiempo de elucion total razonable. No obstante lo anterior. con esta fase mévi no se

logré analizar especificamente el paracetamol con respecto al ptacebo

47
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Con el fin de mejorar la resolucion, se decidio disminuir aun mas la concentracion de
acetonitrilo (100 ml) en la fase movil (fase movil 7). Al disminuir la conceniracion de acetanitrito
a la mitad en la fase movil, el paracetamol se delermind especificamente con respecto al
placebo, sin embargo el tiempo de retencion del naproxén fué mayor a los 25 min De este
modo, considerando las diferencias de polaridad de ambos compuestos. se decidio emplear
una fase movil ternaria (fase movil 8) para lograr la selectividad adecuada y obtener un control
en el tiempo de elucidn de los compuestos

La fase mavil 8, que es una modificacion de la fase mavil 6. con la cual se obtuvieron huenos
tiempos de retencion para ambos compueslos, conserva las mismas proporciones de fase

organica y acuosa, pero se emplea una mezcla de metanol-acetonitrilo como fase organica

3) Velocidad de flujo.

Empleando la fase mévil tetnaria (fase mavil 8), con una velocidad de fluyjo de 0.8 ml/min se
determina de forma especifica el paracetamol, pero el tiempo de relencion del naproxen es
elevado.

En cambio, al emplear una velocidad de flujo de 2 Q mlimin (fase movil 9) la especificidad del
paracetamal se pierde, mas sin embargo la elucion del naproxen es adecuada

Por lo anterior, la velocidad de flujo fué programada a o large de la coinda. iniiando con tna
velacidad de flujo de 0.8 mi/fmin, para obtener la especificidad requerida del paracetamaol con
respecto al placebo, y posteriormente incrementada a 2 0 mlfmin con el fin de disminuir e
tiempo de retencion del naproxén y acortar el tiempo de analisis(fase movil 10)

Con el fin de incrementar al maximo 1a resolucion entre el paracetamol y el placeho. se
disminuyo a 0.5 mlimin la velocidad de fiujo inicial en la corrida. En cuanto a la concentracion

de solvente organico, se ajustd nuevamente para lograr cantidades equivalentes de metanol y
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acetonitrilo (100 m! c/u) ya que estas cantidades se miden con mayor facilidad y evitar error en
la preparacion de la fase movil (fase movil 11).
Aln después de haber realizado las modificaciones indicadas, la resalucion lograda entre el

paracetamol y los componentes del placebo es de 0.9.

4) Empaque de la cofumna.

Con el fin de optimizar la resolucion, se aumento el nimero de platos tedricos empleando una
columna cromatografica Resolve Cyq con un tamario de particula de 5;:m, con lo que se obtuvo
la resolucion deseada entre el paracetamol y el placebo (fase mévil 12)

Con ello, e tiempo de retencion del naproxén aumento a 16-17 min, pero aiin asi se considero
adecuado como tiempo de analisis, dado que con ello se abtuvo el método oplimo para la
cuantificacién especifica del paracetamol y haproxén en suspension. por lo que la fase movil se
aceptd coma fase movil definitiva.

Con ésta fase mavil se analizaron los cromatogramas corridos de muestras degradadas y se
comprobé la especificidad de la misma, comparando con una solucion estandar de referencia
de paracetamol y naproxén.

Las fases moviles referidas anteriormente se presentan en el cuadro 4.

£} Método de cuantificacion

Despues de que se ha seleccionado el sistema cromalografico. y que ha demostrado su
especificidad, se procede a cuanlificar los picos de la muestra medianle eslandarizacion
externa.

£l método de cuantificacion empleando un estandar externo, en vez de un estandar interno.

fué preferido por diversas razones.
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El compuesto elegido como estandar interno, debe eluir cerca de los solutos que seran
cuantificados. En este caso, debe eluir en un tiempo de retencion entre ambos compuestos, es
decir, después del pico de paracetamol y antes del pico del naproxén.

El metodo cromatografico selecionado, no permite la elucidn de un estandar interno en este
rango de tiempo por las siguientes razones:

Existe elucidn de algunos productos de degradacion del naproxén después del tiempo de
retencion del paracetamol.

Ademas, el sistema cromatografico presenta un cambio en la velocidad de flujo. provocando
una inclinacion en la linea base que impide la cuantificacion adecuada del compuesto en este
rango de tiempo.

Por ultimo, la validacion del método analilico demuestra que no es necesario el empleo de un
estandar interno para una adecuada cuantificacion de los activos.

A continuacién se muestran algunos cromatogramas representativos del desarrolio del método

analitico.
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4.2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO,
4.2.1. ESPECIFICIDAD.

Se evaluaron muestras de fase movil sin observarse picos a los tiempos de retencion
correspondientes a los del paracetamol y naproxén sustancias de referencia
(Fig.5.cromatograma 1)

Se evaluaron muestras de placebo sin observarse picos a los tiempos de retencion
correspondientes a los del paracetamol y naproxén sustancias de referencia

(Fig.5. cromatograma 2)

ESPECIFICIDAD EN ESTABILIDAD.
Se evaluaron muestras de placebo sometidas a degradacion acida. basica y de
oxidacion, sin observarse elucion de picos al tiempo de retencién del paracetamol y naproxén

sustancias de referencia. La causa de degradacion mas notahle fué la de placebo somalido a

ovidacion, (Fig.5. cromatogramas: 4 a 6)

Se evaluaron muestras de paracetamol y naproxén sometidas aisladamente a
degradacion acida, basica y de oxidacion.
Izt paracetamol degradado como materia prima en condiciones acidas presenta 3 picos con
ticinpos de retencion aproximados de 2.82, 3.20 y 372 min, los que se presentan bien
ti:siieltos con respecio al paracetamol y naproxén sustancias de referencia.
En condiciones basicas la degradacion del paracetamol muestia 2 sefiales con un tiempo de
reteheibn aproximado a 1.81 y 2.22 min.
L1 condiciones de oxidacion, el paracetamol presenta una sefial a un tiempo de 1etencion

apruximado a 2.35 min.
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En ambos casos, los picos de degradacidn se encuentran bien resueltos con respecto a
los activos (Fig.5. cromatogramas 7 a 9).

El naproxén degradado como imateria prima en condiciones acidas. muestra un
pico a un tiempo de retencion aproximado de 6.99 min, el cual no interfiere con respecio al
tiempo de elucion del paracetamol y naproxén sustancias de relerencia (cromatograma
10).

El naproxén en condicicnes basicas es muy estable, aun bajo condiciones extremas ya
que después de haber sido somelido a 80°C en solucién de NaOH 01 (pH aprox 14)
durante 8 h, se obtuvo un recobro practicamente completo (croma;ograma 1),

En condiciones de oxidacién, el naproxén presenta tn pico a un tiempo de relencion
aproximado de 2.13 min (cromatograma 12).

En ambos casos (condiciones acidas y de oxidacion). los picos de degradacion se

encuentran bien resueltos con respecto a los activos

Se evaluaron muestras de placebo cargado somelidas a degradacion acida y de
oxidacién, sin observarse elucion de picos al tiempo de elucion del paracelamol vy
naproxén sustancias de referencia. (Fig.5. cromatogramas 13 y 15).

En condiciones basicas, la formulaclén fué dilicil de degradar y no se observé ninguna
interferencia con respecto al tiempo de elucian del paracetamol y naproxén sustancias de
referencia (cromatograma 14).

Como puede observarse en los 3 casos, los componentles del placebo son mas

susceptibles a degradacion que los activos, presentando un eleclo protector para éslos
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CONDICIONES tu PARAGE TAMOI = 4 6 min th uapnoviy 17.0 min
NORMALES L S N
CONDICIONES DE TIEMPO DE RETENCION APROXIMADO DE

DEGRADACION LOS PRODUCTOS DE DEGRADACION (min)

DEGRADACION ACIDA BASICA OXIDACION
PARACETAMOL 32,372 1.86, 2.22 235
NAPROXEN 899 | oL Y TTohagET
FORMULACION* 1.96. 3.16 3 40 203 325 "’l"“ 2720235

Tabla 3 .Tiempos de retencion de los prodtictos de degradacion

* tr de los picos principales del placebo: 1 75, 2.80, 3.03

4.2.1.1. Discusioén de Resultados,

Analizando los resuitados abtenidos, podemas observar que al degradar los estandares de
paracetamal y naproxén, na hay interferencias en la deteccion de amhos compuestos En el
caso del naproxén degradado por base, no se observan produclos de degradartion. sin

embargo, hay que tomar varias consideraciones:

a) Las condiciones de degradacion a las que fueron sometidos tanto los activos como la
formulacion y el placebo fueron exageradamente severas (acido, base, oxidacion) para lograr
obtener productos de degradacion que permitieran analizar la especificidad del método vy

dificilmente padran llegar a alcanzarse en los estudios de estabilidad de Ia formulacian

b) Las condiciones de degradacién de mayar importéncia son las de acidez y las de ovuiacidn,

ya que la formulacidn al encontrarse en su forma reconstituida, presenta un pH acidn

¢) Adicicnalmente, comao se habia menciohado con anterioridad, fos componentes del piacetn

son mas susceptibles a degradarse que los activos, presentando un efecto protector para
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Gstos y tomando en cuenta que sus productos de degradacion no interfieren en la
determinacién de los activos.

Por lo tanto, se puede considerar que el método desarrollado por CILAR. muestra ser capaz de
separar, identificar y cuantificar el paracetamol y el naproxén sin que los excipientes y
productos de degradacion de ambos activos interfieran en el analisis.

En la fig, 5 se muestran los cramatogramas referentes a la especificidad del métado analitico
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Cromatograma 1.: fase mévil.
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Cromatograma 3. : F.M de referencia: buffer de fosfatos:metanol:acetonitrilo (800:100:100).

FIGURA S. ESPECIFICIDAD DEL METODO ANALITICO,
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Cromatograma 6 : placebo degradado por oxidacion,

FIGURA 8. ESPECIFIDAD DEL METODO ANALITICO.
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Cromatograma 7.: paracetamol degradado con dcido.
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Cromatograma 8.:paracetamol degradao con base.
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Cromatograma 9.: paracetamol degradado por oxidacion.

FIG.5. ESPECIFICIDAD DEL METODO ANALITICO.
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Cromatograma 10 ; naproxén degradado con acido.
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Cromatograma |1 : naproxén degradado por base.

Cromatograma 12 : naproxén degradado por oxidacidn.

FIGURA 8, ESPECIFIDAD DEL METODO ANALITICO.
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Cromatograma 13 : formulacion degradada con dcido.
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Cromatograma 14 : formulacién degradada con base.
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Cromatograma 15 : formulscién degradada por oxidacién,

FIGURA 8. ESPECIFICIDAD DEL METODO ANALITICO




4.2.2, LINEARIDAD.

CAP IV RESU TADOS Y NISCUSION R]

2) LINEARIDAD DEL SISTEMA
RESULTADOS PARACETAMOL
nivel | CONCENTRACION AREA FACTOR CV.(%)
% meg/mi DEL PICO AREA /| CONC FACTOR
50 4.00 9.4324 2.3581
50 4.00 9.5951 2.3988 16633
50 4.00 9.2813 2.3203
75 6.00 13.8023 2.3004
75 6.00 13.9260 23210 04946
75 6.00 13.9158 2.3193
100 8.00 18.4824 23103
100 8.00 18.6327 2.3291 0 4050
100 8.00 18.5597 2.3200
125 10.00 23.0891 2.3089
125 10.00 23.1278 2.3128 01207
125 10.00 23.0737 2.3074
150 12.00 27.5868 2.2989
150 12.00 27.7011 2.3084 0 4543
150 12.00 27.8382 2.3199 R
ANALISIS DE RESULTADOS
X FACTOR = 23221
C.V FACTOR = 1.0955%
r = 0.9998
r = 0.9999
m = 22880
b = 0.2321
CRITERIO DE ACEPTACION

Yaquer>099 r >098 yC.V. <15 %, se cumple con los crilerios para la linearidad

del sistema.
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4.2.2 LINEARIDAD
2) LINEARIDAD DEL SISTEMA,
RESULTADOS. NAPROXEN
nivel | CONCENTRACION AREA FACTOR C V(%)
% meg/mi DEL PICO AREA /ICONC. ~ FACTOR
50 5.00 17.5466 3.5093
50 5.00 17.6582 3.5316 1.1610
50 5.00 17.9453 | 3.5891
75 7.50 26 7311 3 5641
75 7.50 26.4363 3.5248 0 5642
75 7.50 ~ 26.6325 3.5510
100 10.00 356018 3.5602
100 10.00 35,3545 3.5355 0.3560
100 10.00 35.4339 3.5434
125 12.50 44.4706 35576
125 12.50 44.0690 3.5255 0.4557
125 12.50 44.2369 35390
150 15.00 53.4174 3.5612
150 15.00 52.9371 35291 04516
150 15.00 53.1731 3.5449

ANALISIS DE RESULTADOS

FACTOR = 35444
CVFACTOR = 0.6647%
r = 0.9999

r? = 09998

b = 0.0121

m = 3.5430

CRITERIOS DE ACEPTACION

Yaquer>099,r*>098yC.V. <15%, secumple con los criterios para la linearidad del
sistema,
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LINEARIDAD DEL_SISTEMA

PARACETAMOL.

0 2 4 6 8 10 12

concentracién {(mcg/ml)

Gréfico No. 1 : Linearidad del sistema (paracelamoal).

LINEARIDAD DEL_SISTEMA

NAPROXEN

0 2 4 6 8 10 12 14
concentracién (mcg/mil)

e e

Graéfico No. 1 : Linearidad del sistema (naproxén).
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4.2.2. LINEARIDAD
b) LINEARIDAD DEL METODO.
RESULTADOS PARACETAMOL
NIVEL meg/mi meg/ml
% ADICIONADOS |RECUPERADOS
80 6.4151 6.4287
80 6.3832 6.3957
80 6.4151 6.4540
100 7.9910 7.9319
100 7.9592 7.9763
100 8.0149 8.0449
120 9.6067 9.5776
120 9.6147 9.5873
120 95908 9.6992

ANALISIS DE RESULTADOS
TABLA DE ANADEVA

FUENTEDE |GRADOSDE SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD | CUADRADQS | CUADRADQOS | CALCULADA TABLAS
REGRESION 1 15.3161 16.31610 5753.3548 5.6900
ERROR DE
REGRESION 7 0.0186 0.00266
"FALTA DE
AJUSTE 1 0.00131 0.00131 0.4534 5.9900
ERROR PURO 0.01730 0.00289
F de tablas para Regresion 5.69
Nivel de probabilidad 0.95% (u = 0.05)
Grados de Libertad 1,7
F de tablas para Falla de Ajuste 5.99
Nivel de probabilidad 0.95% {(u=0.05)
Grados de Libertad 1, 6.

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA RECTA DE REGRESION DE LINEARIDAD DEL METODO

Coeficiente de correlacion, r?

Pendiente, m

Limites de Confianza, LCB

t calculada
t tablas

intercepto

Limltes de confianza, LCB

t calculada
ttablas

u moy ouoy

o g

0.9988
0.9986
0.9906
0.1006

a 10068

2.3646 con grados de libertad = 7 y ¢ = 0025

0.0229
-0.2294
0.0123

a 0.2752

2.3646 con grados de iibertad =7 yn = 0025
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CRITERIO DE ACEPTACION.
Siendo que el valor de F de regresion calculada es mayor que la F de tahlas con grados de
libertad 1, 7y « = 0.95 y el valor de F de falta de ajuste calculada es menor a la F de tablas
con grados de libertad 1,6 y «« =0.95, se considera que el método es lineal para describir |a
relacién entre canlidad adicionada (x) y la cantidad recuperada {y). segin el modelo siguiente
y=mx +b
donde m = 0.9986

b =0.0229

Pendiente e Intercepto,

Siendo que el valor de "uno” quedd incluido en el intervalo de confianza calculado para la
pendiente, y que el valor de “cero” se encuentra dentro del intervalo de confianza calculado
para el intercepto, el método se considera lineal y proporcional. El criterio de la prueba de t
sirve como una comprobacion, ya que se tiene que t calculada es menor que la t de tahlas, es

decir, no existe diferencia significativa de la pendiente con el valor de "uno”.
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4.2.2. LINEARIDAD
b) LINEARIDAD DEL METQODO.
RESULTADOS '
NAPROXEN
NIVEL mcg/mi mcg/mi
% ADICIONADOS | RECUPERADOS
80 8.0178 7.9816
80 8.0099 8.0465
80 8.0258 8.1306
100 9.9545 9.8697
100 G.9864 9.9107
100 9.9864 10.0904
120 12.0028 11.9235
120 11.9948 11.9887
120 120267 |  12.2032
ANALISIS DE RESULTADOS. ,
TABLA DE ANADEVA
FUENTE DE |GRADOS DEj SUMADE MEDIA DE F F
VARIACION | LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRADOS | CALCULADA TABLAS
REGRESION 1 23.8518 23.85180 ) 2297.6151 5.5900
ERROR DE
REGRESION 7 0.0727 0.01040 ]
FALTA DE
AJUSTE 1 0.00889 0.00889 0.6538 5.9900
ERROR PURO 6 0.0816 0.01360
F de tablas para Regresion 559
Nivel de probabilidad 095% (v =005
Grados de Libertad 1.7
F de tablas para Falta de Ajuste 599
Nivel de probabilidad 0.85% (« =005)
Grados de lLibertad 1.6

ANALISIS DE VARIANZA PARA LA RECTA DE REGRESION DE LINEARIDAD DEL METODO

Coeficlente de correlacion, r?

Pendiente, m

Limites de Confianza, LCB

t calculada
t tablas

Intercepto

Limites de confianza, LCB

t calculada
{ tablas

won on

0.9970
0.9992

0.9498 a 1 04852

0.0342

2.3646 con grados de libetad=7 y v =0025

0.0231

-0.4764 a 0.5225

0.0631

2.3646 con grados de libertad = n-2 yu

0.025
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CRITERIO DE ACEPTACION.
Siendo que el valor de F de regresion calculada es mayor que ia F de tablas con grados de
libertad 1, 7 y o = 0.95 y el valor de F de falla de ajuste calculada es menor a la F de tablas
con grados de libertad 1,6 y « =0.95, se considera gque el método es lineal para describir fa
relacion entre cantidad adicionada (x) y la cantidad recuperada (y). segun el modelo siguiente
y=mx+b
donde m = 0.9992

b =0.0231

Pendiente e intercepto.

Siendo que el valor de "uno” quedo incluido en el intervalo de confianza calculado para Ja
pendiente, y que el valor de “cero” se encuentra dentro del intervalo de confianza calculado
para el intercepto, el método se considera lineal y proporcional El criterio de la prueba de 1
sirve como una comprobacion, ya que se tiene gue t calculada es menor que fa t de tablas. es

decir, no existe diferencia significativa de la pendiente con el valor de "uno”
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LINEARIDAD DEL METQODO
PARACETAMOL

Gréfico No. 2 : linearidad del métode (paracetamol).

LINEARIDAD DEL_METODO
NAPROXEN

12
10

mcg recuperados
o

0 2 4 6 8 10

mcg adicionados

Grafico No, 2 : linearidad del método (naproxén).
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4.2.3. EXACTITUD.
RESULTADOS PARACETAMOL
mcg mcg AREA BAJO %
ADICIONADOS [RECUPERADOS EL PICO RECUPERADO
7.9751 7.9631 19.2591 99.85
7.9830 7.9870 19.3157 100.05
7.9751 7.9328 19.1858 99.47
7.9751 7.9703 19 2759 99 94
7.9910 7.9990 19.3446 10010
7.9671 8.0316 19.4237 100.81
ANALISIS DE RESULTADOS
X 100.0359
D.E = 0.4399
CV. = 0.4399%
T TABLAS 2.5706 con 5 grados de libetad y « = 0.025
T catcul. -0.2042
LIMITES DE CONFIANZA = 99.5750 a 100.4983

CRITERIO DE ACEPTACION

Los limites de confianza para la media calcuiada del porcentaje de recobro al nivel de
concentracion del 100 %, incluye el valor de 100" , y siendo que t calculada es menor a
t tablas, no existe diferencia significativa con el valor de cien, por lo tanto el metodo es
exacto para el paracetamol en este nivel de concentracion
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4.2.3 EXACTITYD
RESULTADOS. NAPROXEN
mcg mcg AREA BAJO %
ADICIONADOS |RECUPERADOS| EL PICO |RECUPERADO
9.9386 9.9485 36.3475 100.10
9.9146 10.0118 36.5793 100 98
9.9140 9.9969 36.5227 100.83
9.8987 9.8908 36.4387 9992
9.8987 9.9472 36.6096 100.49
9.9386 9.9475 36.3432 100.09
ANALISIS DE RESULTADOS
X = 100.4008
D.E. = 0.4349
c.v. = 0.4332
T TABLAS = 2.5706 con 5 grados de libertad y s« = 0.025
T caLcutapa = -0.2042

LIMITES DE CONFIANZA = 899452 a 100.8581

CRITERIO DE ACEPTACION

Los limites de confianza para la media calculada del porcentaje de recobro al nivel de con-

centracion del 100 %, inciuye el valor de 100", y siendo que t calculada es menor a t tablas
no existe diferencla significativa con el valor de cien, por lo tanto el método es exacto para
el naproxén en este nivel de concentracion.
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2) PRECISION DEL SISTEMA

Resultados y Analisis de Resultados
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PARACETAMOL

MEDIA = 19.2423

CRITERIOS DE ACEPTACION

Yaque el C.V. < 1.6 % se cumple con el criterio para la precision del sistema

AREA DEL
PICO

19.2700
19.2428
19.2448
19.26853
19.2642
18.1768

CV. (%)= 0.1760

p) PRECISION DEL METODO
RESULTADOS QUIMICO
1 2
101.2 100.77
bl 1l 10062 9999
i 99.22 102.16
A 101.44 101.89
2| 99.47 99.89
99.17 99.52
ANALISIS DE RESULTADOS.
TABLA DE ANADEVA
FUENTEDE |GRADOSDE| SUMADE | MEDIADE F F
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS |CUADRADOSI|CALCULADA TABLAS
QUIMICO 1 0,8008 0.8008 22.0615 161.4
DIA 1 0.5547 0.5547 15.281 161.4
INTERACCION Q-D 1 0.0363 0.0363 0.00269 532
MEDIA TOTAL=  100.4450 CV.TOTAL 1.0473
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CRITERIO DE ACEPTACION

Repetibilidad.

E! coeficiente de variacion de los resultados obtenidos al inyectar una misma muestra, seis

veces al sistema cromatografico, es menor a 1.5 %, siendo enlonces repetible.

Reproducibilidad.

-

E! valor de F calculada por quimico es menor a F de tablas con grados de libertad 1, t y ¢ =
0.05, asl como tambien el valor de F calculada por dia es menor al valor de F de tablas con
grados de libertad 1,1 y a = 0.05; y el valor de F calculada por interaccion quimico-dia es
menor al valor de F de tabias con grados de libertad 1.8 y «« = 0.05, por lo que el método
resultd ser preciso, ya que no existe efecto sobre el resultado analitico de ninguna de las

variables estudidas.
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4.2.4. PRECISION

2) PRECISION DEL SISTEMA
Resultados y Andlisis de Resultados

NAPROXEN

AREA DEL
PICO
36.5246
36.4728
36.1366
36.1943
36.2612
35.7784

MEDIA = 38.2272 CV. (%) = 0.7413

CRITERIOS DE ACEPTACION

YaqueelC.V. < 1.5 % secumple con el criterio para la precision del sistema

b) PRECISION DEL METODO
RESULTADOS QUIMICO
1 2
99.62 99.64
D1 98.97 99.05
{ 89.92 88.79
A 99.70 89.70
2 10052 101.86
98.14 99.51
ANALISIS DE RESULTADOS.
TABLA DE ANADEVA
FUENTEDE |GRADOSD | SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD |CUADRADOS|CUADRADQS|{CALCULADA]  TABLAS
QUIMICO 1 0.2054 0.2054 0.1663 1614
DIA 1 1.0384 1.0384 0.8407 1614
INTERACCION Q-D 1 1.2352 1.2352 1.3926 532
MEDIA TOTAL= 99.6108 CV.TOTAL = 0.9366




CAP._ V. RESULTADOS Y DISCUSION 76

CRITERIO DE ACEPTACION

Repetibilidad.

El coeficlente de variacion de los resultados obtenidos al inyectar una misma muestra, seis

veces al sistema cromatografico, es menor a 1.5 %, siendo entonces repetible.

Reproducibilidad.

El valor de F calculada por el quimico es menor a F de tablas con grados de libertad 1, 1y« =
0.05, asl como tambien el valor de F calculada por dla es menor al valor de F de tablas con
grados de libertad 1,1 y « = 0.05; y el valor de F calculada por interaccion quimico-dia es
menor al valor de F de tablas con grados de libertad 1,8 y « = 0.05, por lo que el metodo
resultd ser preciso, ya que no existe efecto sabre ei resultado analitico de ninguna de las

variables estudidas.
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4.2.5. TOLERANCIA DEL SISTEMA.

Al variar la composicion de la fase mévil, asi como el valor de pH, se abserva que se
presentan diversos cambios dependiendo de las variables modificadas. De esta forma, un
cambio en la concentracion de metancl en la fase movil afecta de forma notable el tiempo de
retencién del paracetamol, en cambio, el tiempo de retencion del naproxén no varia
notablemente. Por el contrario, un cambio en la concentracion de acetonitrilo en la fase movil
afecta el tiempo de retencion de ambos compuestos, sin embargo afecta de forma mas notable
el tiempo de retencion del naproxén. El pH afecta de manera mas significativa el tiempo de
retencién del naproxén pero en cambio, no afecta el tiempo de retencion del paracetamol. En
cualquiera de ios casos, ios cambios acasionados no afectan significativamente la resolucion
de ambos activos y de éstos con respecto al placebo, comparando con respecto a los datos
obtenidos con la fase movil sin modificar.

Al emplear una columna con menor nimero de platos tedricos (aprox 6300 platos tedricos) se
observa una pérdida significativa de la resolucién, observada entre los compuestos de! placebo
y el paracetamol. De esta forma, se hace necesario contar con una columna Cy, con aprox
13,000 platos tedricos aproximadamente, para controlar éste parametro. (Ver tabla 2).

De esta forma, se observa que los parametros determinantes son el pH y la concentracién de
acetonitrilo en la fase movil, pues a variaciones de éstos, los cambios en los tiempos de
retencion de ios compuestos son mas notables que los cambios hechos en la concentracion de
metanol, teniendo como consecuencia variaciones en las areas bajo la curva obtenidas y 1a
resolucién, que a pesar de que no resultan ser criticos, es preferible mantener controlados,

(ajuste de pH, No. de platos tedricos y concentracion de acetonitrilo en la fase movil).
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A continuaciéon se muesira una tabla con los parametros caiculados empleados en la

evaluacion de la tolerancia.

TOLERANCIA
" VARIACION EN LA tr T; kp kn T Rspn [ Rspp | i7pn
FASE MOVIL PARACETAMOL | NAPROXEN
NORMAL 469 17.60 09167 | 64640 | 260 | 46 | 417
pH =65 4.65 20.16 0.9335 7.3650 | 28.8 42 | 438
pH=75 469 17.03 09171 | 59493 | 297 | 48 | 362
- 10 % metanol 546 2127 16668 | 74415 | 286 | 53 | 389 |
+10 % metanol 454 17.06 08847 | 60791 | 2863 | 46 | 375
- 10 % acetonitrilo 5.22 22.22 11254 | 80315 | 27.7 | 46 | 425
+ 10% acefonitrilo 4.62 16.30 07462 | 47742 | 213 | 32 |33
Columna T
Nova Pack Cy, 1.86 11.43 0.3205 7.1063 245 0.9 6.13
( aprox. 6,300 platos
tedricos)

Tabla 2.- Fases mdviles empleadas en la tolerancia del método.

donde:

p = paracetamol; n = naproxén; pl = placebo
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Cromatograma 1. * F.M.: bufter de fosfatos:metanobacetonitrito (800:100:100): ptE - 7.0
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Cromatograma 2 : F.M.: buffer de fosfatos:metanol:acetonitrilo (790:100:110); pH=7.0.
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Cromatograma 3 : F.M.: buffer de fosfatos:metanol:acetonitrilo (810:100:90), pH= 7.0.

FIGURA 6.TOLERANCIA DEL METODO.
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Cromatograma 5 : F.M.: buffer de fosfatos:metanol:acetonitrilo (810:90:100); pH=1.0

FIGURA 6, TOLERANCIA DEL METODO.
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Cromatograma 6 : F.M.: buffer de fosfatos:metanol:acetonitrilo (800:100:100); pH=6.5.
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Cromatograma 7 : F.M.: buffer de fosfatos:metanol:acetonitrilo (800:100:100); pH=1.5,

FIG. 6. TOLERANCIA DEL METODO.
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4.2.6. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

PARACETAMOL
CONDICION/TIEMPO
MUESTRA | CONCENTRACION | TEMP AMBIENTE | TEMP AMBIENTE
INICIAL 6h 24h
1 98.72 98 62 98 24
2 100.96 101.10 10164
2 100.65 _99.42 | 10096

NAPROXEN

CONDICION/TIEMPO

MUESTRA | CONCENTRACION | TEMP AMBIENTE | TEMP. AMBIENTE
INICIAL . 6h | 2ah
1 100.18 99 97 99 96 '

2 99.89 99.75 99.79

2 100.29 100.31 99 80

ANALISIS DE RESULTADOS.

PARACETAMOL
CONDICION/TIEMPO I.C. i
6 27642 a 1.9642. 99.60
24 -2.7558 a 3.0958 100.16
NAPROXEN
CONDICION/TIEMPO 1Cc.
(h) —
6 -0.5814 a 0.3614
24 -0.5760 a 0.0356
CRITERIO DE ACEPTACION.

La muestra de paracetamol es estable en condiciones ambientales por 6y 24 h yaque el | C
incluye el valor de cero y el valor de | se encuentra dentro del intervalo de 98-102%.

cumpliéndose lo mismo para et naproxén con las mismas condiciones
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4.3, METODOLOGIA ANALITICA.

A continuacién se describe el procedimiento experimental empleado en la metodotogta

analitica para la cuantificacion de paracetamol y naproxén en suspension

Preparacitn del bufier de fosfato menobasico de potasio.

Pesar exactamente alrededor de 6.8045 g de fosfato monobasico de potasio, y

disolverios en aproximadamente 800 ml de agua destilada. Diluir con agua a 1000 ml.

Preparacion de 1a fase movil,

En una probeta de 1000 m! colocar 800 m! de sotucion de buffer de fosfato monobasico
de potasio y adicionar exactamente 100 ml de acetonitrilo grado cromatografico,
homogeneizar. Adicionar 100 de metanol grado cromatografico y homogeneizar. Ajustar el pH

a 7 +/- 0.01 unidades, con hidroxido de potasio al 10 %. Filtrar a través de memhrana durapore

de 0.45 micras y desgasificar en bafio de uttrasonido durante 5 minutos.

Preparacion de |a solucion de referencia.

Pesar exactamente 20 mg de paracelamol sustancia de referencia y 25 mg de
naproxén sodico sustancia de referencia. Colocarlos en un matraz volumetrico de 100 mi.
Adicionar 10 ml de metanol CLAR y 5 m! de hidoxido de sodio 0.1 N, agitar mecanicamente 10
minutos. Completar el aforo con agua destilada y homogeneizar. Esla sotucion contiene 2.0
mg/ml de paracetamol y 2.5 mg/ml de naproxén sodico.

Transferir una alicuota de 2 m! de la solucidn anterior a un matraz volumétrico de 50 mi. aforar
con fase mdvil y homogeneizar. Esta solucion contiene 8.0 mcg/ml y 10.0 mcg/mi de

pafracetamol y naproxén sodico respectivamente,
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Preparacion de la solucion problema,

Reconstituir no menos de 10 frascos hasta la marca con agua destilada y determinar el
volumen final de la suspension, asi como su densidad. De la suspension homogeneizada
(mezcla de los 10 frascos), tomar una alicuota equivalente a 100 mg de paracetamol y 125 mg
de naproxén, y colocarla en un matraz volumetrico de 100 ml. Adicionar 10 mi de metanol
CLAR y agitar manuaimente. Adicionar 20 ml de hidroxido de sodic 0.1 N y agitar
mecdnicamente durante 10 minutos. Completar el aforo con agua destiada y homogeneizar.
Filtrar la solucion anterior a través de papel fitro Whatman No. 41, desechando los primeros
mililitros del fitrado. De la solucidn filtrada, colocar una alicuota de 5 mi en un matraz
volumeétrico de 25 mli, aforar con agua y mezclar. De la solucion anteriormente diluida tomar
una alicuota de 2 mi y colocaria en un matraz volumetrico de 50 mi, aforar con fase movil y

homogeneizar. Esta solucion contiene 8.0 mcg/mi de paracetamol y 10.0 mcg/mi de naproxen

PROCEDIMIENTO
Una vez establecidos los parametros de operacion (pag 42), proceder a inyectar la muestra, al

menos por duplicado, y registrar las areas bajo el pico correspondientes.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el desarrolio y validacion del método
podemos concluir lo siguiente:

El método desarroliado permite cuantificar en una misma corrida cromalografica y en
un tiempo adecuado, activos, componentes del placebo y productos de degradacion de
manera especifica, por lo que puede ser empleado para el control de calidad y pruebas de

estabilidad del producto.

La técnica desarrollada, evita el empleo de métodos alternativos para un tratamiento previo de
la muestra (extraccion de los activos por ejempio), evitando pérdida adicional de tiempo,

recuperacion reducida de alguno de los activos 6 pérdida de sustancia.

El empleo de la programacion de la bomba, fué de utilidad ya que, con esta condicion, se
modificé la elucidn de fos compuestos y se logré optimizar el tiempo de analisis. evitando el

empleo de gradientes,

I andlisis estadistico de los resultados oblenidos demuestra que, fa linearidad. tanto del
sistema como del método, presentan un comportamiento lineal y vatido en el intervato de
concentraciones estudiado. Asi mismo, se demostro que el método es exacto. preciso y
reproducible para ambos actives. Tomando en cuenta lo anterior podemos decir que el Método
Analitico, se considera capaz y efectivo de aplicarse a muestras sometidas en pruebas de

estabilidad asi como a producto terminado.

86
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PROPUESTAS.

Cabe mencionar que las suspensiones son formas farmacéuticas complejas, que
contienen varios activos, junto con varios edulcorantes, saborizantes, colorantes y
conservadores, y que el métado desarrollade fué validado para emplearse en la cuantificacion
del paracetamol y naproxén en una suspension oral. Sin embargo es posible cuantificar de
forma adecuada ambos activos en una misma corrida y en un tiempo de analisis corto en
formas farmacéuticas menos complejas, como son las tabletas, empleando la fase movil 6 del
desarrolio del método analitico. Por lo que, las condiciones cromatograficas empleadas con
esta fase movil pueden ser empledas como una alternativa en la seleccion de la fase mévil en

el desarrolio de un método de control de calidad que cuantifique estos aclivos en tabletas
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