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I. INTRODUCCION:

La calidad de los medicamentos es un tema de gran
importancia tanto para los laboratorios farmacéuticos, como
para las personas a las que estan destinados, a pesar de
que éstas no tengan contacto directo con los resultados de
calidad de cada medicamento que utilizan, sin embargo
confian en que cumplan con los pardmetros de calidad

requeridos.

Los parametros de calidad mencionados, se encuentran
establecidos en varios documentos oficiales, que se deben
cumplir para poder liberar a la venta los medicamentos;
entre estos documentos oficiales, es de uso obligatorio en
nuestro pais la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM) y sus suplementos, asi como las
Normas Oficiales Mexicanas que surjan con respecto a la
calidad de medicamentos; ademas de la FEUM, se utilizan
como respaldo otras farmacopeas como la de los Estados

Unidos de Norteamérica, ta Britanica, la Europea, etc.




Entre los parametros de calidad, la cuantificacidon o
valoracion del principio activo presente en cada forma
farmacéutica es fundamental y ésta se realiza siguiendo un
meétodo analitico previamente desarrollado. Estos Métodos
Analiticos nos permiten determinar si los productos
farmacéuticos cumplen con las especificaciones marcadas,
con respecto al contenido de el o los principios activos

presentes en ellos, segin su marbete.

El surgimiento de nuevos principios activos, asi como dg
nuevas formas farmacéuticas, hace imperante el desarrollo
de métodos analiticos para el control de calidad de los
mismos, tomando en cuenta para este desarrollo, las
propiedades fisicas y quimicas de las moléculas activas, asi
como la interaccion de los excipientes al realizar el analisis,

cuando se evalla la calidad de la forma farmacéutica.

Para poder evaluar en el laboratorio de Control de Calidad,
la calidad de los productos farmacéuticos y de las materias
primas utilizadas para su fabricacién, los métodos analiticos
asi como los procedimientos involucrados deben ser

validados.




La validacion de Métodos Analiticos, es un procedimiento
mediante el cual se verifica en forma documentada, que la
metodologia propuesta esta basada en principios cientificos,
y que cumple con los propositos practicos de medicion para
los cuales se ha optimizado. De esta manera podemos
asegurar la aceptacion y la confiabilidad de los resultados
obtenidos, teniendo en consideracion que solo nos acercan
al valor verdadero. Por lo que una validacion adecuada de 1a
metodologia nos permitird conocer sobre qué margen de

error se esta trabajando y como poder controlar dicho error.

En el presente trabajo, se describe el desarrollo y la
validacion de un método analitico para cuantificar Piroxicam,
el cual es un farmaco de naturaleza no esteroidal, con
propiedades antiinflamatorias, formulado en la forma
farmacéutica de barra para uso topico, con una dosificacion
de 0.5g / 100 g. El medicamento fue desarrollado en el
laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Facuitad de
Quimica, UNAM.




El fundamento de 1a metodologia propuesta, esta basado en
que el Piroxicam, presenta un maximo de absorbancia a 333
nm, utilizando como disalvente solucion de acido clorhidrico
al 7 por ciento v/iv. Tomando en cuenta que los excipientes
causan interferencia en la determinacion, se requiere como
primer paso, separar el principio activo, extrayéndolo con
metanol, pues se aprovecha su mayor polaridad con
respecto a los excipientes que son de origen lipofilico.
Finalmente, considerando los valores de longitud de onda
reportados en la bibliografia, se realizan las diluciones
adecuadas con solucién de &acido clorhidrico al

7 por ciento viv y se efectta la determinacion
espectrofotométrica a 333 nm, comparando con una
solucién de Piroxicam, sustancia de referencia, a la misma

concentracion.

Los parametros que se evaluaron para la validacion fueron:
Linealidad y precisién del sistema, evaluada como
repetibilidad; especificidad, linealidad, exactitud y precision
(repetibilidad y reproducibilidad) del método y estabilidad de

fa muestra analitica.




En la FEUM.@ no aparecen descritas las monografias para
Piroxicam como materia prima, ni para la forma farmaceutica
en estudio, pero si se encuentra en la USP ©, en donde se
describen las monografias para materia prima y para 1a
forma farmacéutica de capsulas. La valoracion se realiza por
CLAR, en las condiciones especificadas en la referencia. Por
no contarse con la monografia de este principio activo en la
FEUM, y por ser una forma farmacéutica novedosa, se
desarrolld el método analitico que se describe, como un
método alternativo para valorar en forma rapida, sencilla y
economica, el Piroxicam presente en la forma farmacéutica

de barra para uso topico.




OBJETIVOS:

Desarrollar un Método Analitico para el control de
calidad, que permita determinar Piroxicam en una forma

farmacéutica de barra para uso topico.

Validar el método analitico desarrollado, evaluando cada
uno de los siguientes parametros:

Sistema

l.inealidad

Precision (evaluada como repetibilidad)

Método

Especificidad

Linealidad

Exactitud

Precision (evaluada como Repetibilidad y
Reproducibilidad)

Estabilidad de la muestra analitica.

Verificar que los resultados obtenidos demuestren que el
método analitico es confiable y aplicable para el control

de calidad de este medicamento.
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Il. GENERALIDADES:

El principio activo que se analiza (Piroxicam), se encuentra
clasificado como un antiinflamatorio no esteroidal; por lo que
a continuacion se describen algunas generalidades acerca

de este tipo de farmacos.

4 ANTIINFLAMATORIOS
NO ESTEROIDALES (AINE) >4

Los farmacos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos
de esta categoria, incluyen muy diversos compuestos. El
compuesto prototipico seria el acido acetilsalicilico, debido a
que fue una de las primeras sustancias antiinflamatorias no

esteroidales y de mayor uso en la actualidad.

Los farmacos antiinflamatorios no esteroidales se

pueden clasificar de la siguiente manera.




Clasificacion: De acuerdo con su composicion quimica

Derivados del acido salicilico
Aspirina, salicilato de sodio, trisalicilato de magnesio y colina,
salsalato, diflunisal, acido salicilsalicilico, sulfasalazina,

olsalazina

Derivados del para-aminofenol

Acetaminofeno

Indol y acidos indolilacéticos

Indometacina, sulindaco, etodolaco

Acidos heteroarilacéticos

Tolmetin, diclofenaco, ketorolaco

Acidos arilpropionicos
Ibuprofeno, naproxeno, flurbiprofeno, ketoprofeno, fenoprofeno,

oxaprozina

Acidos antranilicos (fenamatos)

Acido mefenamico, acido meclofenamico

Acidos endlicos
PIROXICAM, tenoxicam, pirazolidindionas (fenilbutazona,

oxifenbutazona).

Alcanonas

Nabumetona




Mecanismo de accidn

El aspecto mas importante del mecanismo de accion de
estos compuestos es la inhibicion de la ciclooxigenasa,
enzima encargada de la biosintesis de prostaglandinas y
otros autacoides similares, asi se inhibe el proceso
inflamatorio, ya que las prostaglandinas se liberan siempre
que hay dafio celular y ademas de que se encuentran

siempre en exudados inflamatorios.

Efectos terapéuticos

Se considera que todos los antiinflamatorios no esteroidales
son ademas antipiréticos y analgésicos, pero presentan
cierta diferencia en la actividad de cada una de estas
caracteristicas terapéuticas, por ejemplo el acetaminofén es
antipirético y analgésico, pero su accion como

antiinflamatorio es menor.

Cuando se utilizan como analgésicos son eficaces solo
contra el dolor de intensidad pequefa o moderada, aun asi

tienen como ventaja que no causan las manifestaciones
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indeseables de los opioides en el sistema nervioso central,
como  son depresion respiratoria Yy aparicion de
dependencia fisica. Por medio de este tipo de farmacos se
puede controlar el dolor posoperatorio crénico o el que

proviene de la inflamacion.

Tienen accion antipirética pues los AINE aminoran la

temperatura corporat en estados febriles.

La aplicacion terapeutica principal de los AINE es como
antiinflamatorios, especialmente en el tratamiento de
trastornos musculoesqueléticos como  son la artritis
reurnatoide, la osteoartritis y la espondilitis anquilosante. En
general los AINE solo brindan alivio sintomatico del dolor y
de la inflamacion en enfermedades y no detienen la
evolucion de la lesion patologica de tejidos durante

episodios graves.

Una actividad adicional que presentan los AINE es su
habilidad de bloquear la biosintesis de prostaglandinas.
Dicha actividad se aplica en el tratamiento en neonatos para

cerrar el conducto arterioso, ya que el exceso de
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prostaglandinas produce que este conducto persista;
ademas, también han sido utilizados con buenos resultados,
para el alivio de colicos intensos y ofros sintomas de
dismenorrea primaria que se presentan en la menstruacion,

debido a la eliminacién de prostaglandinas.

Efectos colaterales de los AINE

Este tipo de compuestos presentan en comin algunos
efectos adversos indeseables. El mas frecuente de ellos, es
la posibilidad de inducir ulceras géstricas o intestinales, que
en algunas ocasiones se acompafian de anemia debido a la
perdida hematica resultante. Debido a ésto, los pacientes
que requieren de estos farmacos durante un periodo largo
de tiempo, tienen un riesgo mucho mayor de sufrir efectos

gastrointestinales graves.

Otros de los efectos adversos que se pueden presentar son:
- Blogueo de la agregacion plaquetaria  (inhibicion de
sintesis de tromboxano)

- Inhibicién de la motilidad uterina (prolongacion de la

gestacion).
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- Inhibicién de la funcién renal mediada por prostaglandina

- Reacciones de hipersensibilidad.

1.2 METODOS DE ANALISIS "7

Debido a que los compuestos antiinflamatorios no
esteroidales son muy diversos en su composicion quimica,
los métodos de analisis variaran en funciéon de dicha
composicion. En la mayoria de los casos, se reportan
métodos de analisis espectrofotmétricos en U. V. vy
cromatograficos por CLAR, aplicados en diversos productos

farmacéuticos.

1.3 MONOGRAFIA DEL PIROXICAM *7:%.79
NOMBRES

Quimico:

* 2H-1,2-Benzotiazina-3-carboxamida, 4-hidroxi-2-metil-N-

2-piridinil-,1,1-dioxido.

* 4-Hidroxi-2-metil-N-2-piridil-2H-1,2-benzotiazina-

3-carboxamina,1,1-didxido.
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Genérico:

Piroxicam

Comerciales

Artroxicam, Baxo, Buxicam, Caliment, Erazon, Feldene,
Flogobene, Geldene, Omprontal, Lavapam, Pirkam, Piroflex,
Reudene, Riacen, Roxicam, Roxiden, Salsulen, Solocalm,

Zunden.

ESTRUCTURA QUIMICA

Formula condensada:
C15H13N304S

M. M. 331.36
CAS [36322-90-4] ®

13




Formula desarrollada:

N 4y
S‘-. /CH3
N
H
s N

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

Descripcion

Polvo cristalino, inodoro, incoloro, de sabor amargo.

Temperatura de fusion
196 °C a 198 °C

Solubilidad
Soluble en disolventes organicos polares, ligeramente
soluble en alcoholes alifaticos como metanol, etanol e

isopropanol, practicamente insoluble en agua.
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ENSAYQOS DE IDENTIDAD

A. Espectroscopia infrarroja

El espectro de absorciéon en la regién infrarroja, de una
dispersion en bromuro de botasio de la muestra previamente
seca, exhibe maximos Unicamente a las mismas longitudes
de onda que una preparacidn similar de la sustancia de
referencia de Piroxicam, presentandose los maximos

principales en 1524, 118, 1298, 1147, 1573y 770 cm™.

B. Espectroscopia ultravioleta

El espectro de absorcion en la regién ultravioleta de una
solucion (1:100 000) de la muestra preparada en un medio
de HCI en Metano! (1 en 1 200), exhibe maximos y minimos
unicamente a las mismas longitudes de onda que una
solucion similar de la sustancia de referencia de Piroxicam.
Exhibiéndose el maximo principal a una longitud de onda de

alrededor de 333 nm.

15




C. Cromatografia en capa fina

Preparar solucion de prueba y solucion estandar en una
mezcla de Cloroformo:Metanol (1:1), para obtener una
concentracion de 1 mg/mL. Aplicar 20 pl de cada una de las
soluciones, sobre una placa de gel de silice de 0.25 mm de
espesor. Desarroliar €l cromatograma utilizando como fase
de elucidn tolueno:acido acético glacial (95:5), hasta %
partes de la placa. Secar y observar con una lampara de luz
ultravioleta de onda corta. Las manchas observadas para
cada solucion deben ser de la misma intensidad y deben

presentar el mismo Rf.

VALORACION
La valoracién farmacopeica del Piroxicam, como materia

prima y en capsulas, es realizada por el método de

cromatogréfia de liquidos de alta resolucion (CLAR).
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Las condiciones para la valoracion por CLAR son las
siguientes: '

Fase movil: Mezcla de Solucion amortiguadora - Metanol
(55:45), desgasificada.

Solucién amortiguadora: Disolver 7.72 g de acido citrico
anhidro en 400 mL de agua; por separado disolver 5.35 g de
fosfato de sodio dibasico en 100 mL de agua. Agregar la
solucion de fosfato a la solucion de acido citrico, diluir con
agua hasta 1000 mL y mezclar.

Preparacion de la solucion estandar y de la solucion de la
muestra: Pesar con exactitud la cantidad necesaria de
sustancia de referencia y de muestra y disolverlas en una
solucion de acido clorhidrico en metanol al 7 por ciento, para
obtener una concentracion de 0.05 mg/mL en cada una de
las soluciones.

Sistema cromatrografico:

Detector: 254 nm

Fase estacionaria: Columna de 3.5 mm X 30 cm con
empagque L1 (C-18)

Velocidad de flujo: 1.2 mL/min

Volumen de inyeccion: 25ul

17




INDICACIONES TERAPEUTICAS (45881413

Es indicado como auxiliar para el alivio de dolores
reumaticos y musculares, por tener efectos antiinflamatorios
y analgésicos en:

Enfermedades reumaticas articulares: artritis reumatoide,
gotosa, espondilitis anquilosante y osteoartritis.
Enfermedades  reumaticas extraarticulares:  fibrosis,
periartritis, bursitis y tendosinovitis.

Afecciones musculoesqueléticas traumaticas y deportivas:
contusiones, esguinces, luxaciones, fracturas, desgarres

musculares.

CONTRAINDICACIONES

£l uso del Piroxicam esta contraindicado en pacientes con
antecedentes de asma, rinitis, o urticaria por la
administracion de aspirina y otros farmacos antiinflamatorios

no esteroidales.

No se ha establecido la toxicidad del Piroxicam cuando se

utiliza durante el embarazo y la lactancia.

18




EFECTOS SECUNDARIQS

El Piroxicam disminuye la excrecidn renal de litio en grado
clinicamente importante La incidencia notificada de los
efectos secundarios en sujetos que reciben Piroxicam, es de
20 por ciento, en promedio y cerca del 5 por ciento de los
pacientes abandonan el tratamiento por causa de estos

efectos.
FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA

La informacion encontrada para el Piroxicam, uso topico
(forma farmacéutica crema), es la siguiente:

Al ser aplicado en forma topica, el Piroxicam se libera
gradualmente y se absorbe desde la piel hacia el tejido
muscular y liquido sinovial adyacentes. Ademas, parece
alcanzar rapidamente un equilibrio entre la piel y el mUsculo
o el liquido sinovial, en el curso de unas pocas horas

después de su aplicacion.

En dosis multiples de 20 mg diarios durante 14 dias , se

encuentra que los niveles plasméticos aumentan
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fentamente a lo largo del periodo del tratamiento y alcanzan
un valor de 200 pg/mL, y los valores promedio permanecen

por debajo de los 400 pug/mL.

La vida media del Piroxicam aplicado por via cutdnea es de
79 horas.

PRESENTACION FARMACEUTICA
Capsulas

Tabletas

Grageas

Suspension

Crema

Gel

Supositorio

DOSIS Y VIA DE ADMINISTRACION

Via de administracion de la forma farmacéutica en estudio
(barra): Topica

Dosis: De 2 a 4 aplicaciones cada 24 horas dependiendo del

cuadro a tratar.

20




iI.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS (2.7.10.11.12)

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la
validacion del mismo, es decir, el método debe validarse

para determinar su confiabilidad.

La validacion de un Método Analitico se define como el
proceso por el cual queda establecido en forma
documentada, por estudios de laboratorio, que |a capacidad
del método satisface los requisitos para las aplicaciones

analiticas deseadas.

La validacion de un método analitico constituye solo una
parte del amplio programa de validacion que involucra
proveedores, proceso, personal, areas, sistemas y todos
aquellos factores que de una manera u otra participan en la
elaboracion de productos que cumplan con el objetivo

principal, ser productos de calidad.

Asimismo, la validacidn de métodos analiticos es parte

fundamenta! del desarrollo de una nueva formulacién y de la

21




técnica de andlisis para el control de calidad de una forma
farmacéutica, ya que es durante esta secuencia de pruebas
y andlisis, en donde el quimico se da cuenta
sistematicamente, si cumple los propositos para los cuales

fue disefiado un método analitico.

La Ley General de Salud y la USP, han servido como
base regulatoria, donde la primera menciona que el control
aplicado a cualquier preparado farmacéutico, debera
comprobar y validar cualquier técnica empleada para este
fin. Con esta regulacién, las autoridades sanitarias del

Sector Salud, exigen la validacién de métodos analiticos.

La informacion que se requiere para la validacion de un
método analitico depende de la aplicacion deseada y con
base en ésta, los procedimientos de ensayo se han

clasificado en las siguientes categorias:
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Categoria I. Métodos analiticos para la cuantificacion de los
principales componentes de un medicamento ¢ de los
principios activos (incluyendo conservadores}, en productos

farmacéuticos terminados.

Categoria II. Métodos analiticos para la determinacion de
impurezas en medicamentos o productos de degradacion en

productos farmacéuticos terminados, incluyendo ensayos

cuantitativos y pruebas limite.

Categoria |li. Métodos analiticos para la determinacion de
las caracteristicas de comportamiento del producto (pruebas

de disolucion, liberacion de farmacos, etc.)

Para cada una de estas categorias, los requisitos de
validacion son diferentes. En la tabla | se presentan los
parametros necesarios para la validacion de metodos

analiticos, basandose en las categorias mencionadas.
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Tabla |

Parametros necesarios para la validacion de metodos

analiticos
CATEGORIA
PARAMETRO I Il 1
PRUEBA
CUANTITATIVA LIMITE

Precision si Si no si

Exactitud si Si * *
Limite de

deteccion no No Si *
Limite de

cuantificacion | no Si no *

Especificidad si Si si *

Linealidad si Si no *

Tolerancia si Si Si Si

* Puede o no requerirse, dependiendo de la naturaleza del analisis

particular
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La validacion incluye efectuar pruebas para:

1) Sistema (Las determinaciones se realizan con soluciones

de la sustancia que se analiza). Se evalta:

Linealidad

Precision (Repetibilidad)

2) Método (Las determinaciones se realizan con muestras
que contienen los componentes de la formulacion). Se
evalua:

Especificidad

Linealidad

Exactitud

Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad)

Estabilidad de la muestra analitica

Hokanson"", propone una clasificacion de los
parametros de validacion, considerando las caracteristicas
que evaluan el comportamiento del método particularmente

para cromatograficos:
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1. Parametros que evallan la adecuabilidad del sistema
Especificidad
Lineatidad
2. Parametros que evallan la efectividad del proceso de
preparacion de la muestra:
Exactitud
3. Parametros que incluyen aspectos relacionados con el
sistema, con el proceso de preparacion de la muestra y con
el analista:

Precision

DEFINICIONES:

Las definiciones de los parametros de validacion, asi
como la forma de evaluarlos y los criterios de aceptacion
mencionados a continuacion, estan enfocados a la
validacion de  métodos  analiticos  quimicos vy

espectrofotométricos.

ESPECIFICIDAD.
Definicion:
Es la capacidad de un método analitico para obtener

una respuesta debida Gnicamente a la sustancia de interes y
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no a otros componentes de la muestra, que estén presentes

en la formulacion.

Determinacion:

Con el método propuesto, analizar las siguientes
muestras:
a) Placebos del producto que contengan todos los

componentes de la formulacion, excepto el principio activo

que se analiza.

b) Placebo cargado al 100 por ciento de la dosificacion del

principio activo.

¢) Solucion de la sustancia de referencia

Criterio de aceptacion:

Determinar que el método desarroliado es capaz de separar

la sustancia de interés de cualquier interferencia que puedan

provocar los demas componentes de |a formulacion.
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LINEALIDAD

Definicion:

Es la capacidad de un método que permite 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.

Determinacion:

Cuando se trabaja con el sistema se analizan soluciones
que contienen solamente la sustancia de referencia, en tanto
que, cuando se trabaja con el método se analizan muestras
que contienen todos los componentes de la formulacion.

Se determina construyendo una curva de calibracion
(concentracion vs respuesta medida), utilizando para el
sistema los andlisis de cuando menos cinco concentraciones
diferentes, preparadas a partir de una misma sofucion patron
y haciendo el andlisis por duplicado para cada
concentracion. Para el método se analizan cuando menos
tres concentraciones diferentes y haciendo el andlisis por

triplicado (tres diferentes muestras de cada concentracion),
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construyendo una curva de cantidad adicionada vs cantidad
encontrada.

El intervalo entre las concentraciones a analizar dependera
del proposito del método; si es para control de calidad o de
seguimiento de la estabilidad de un farmaco en una forma
farmacéutica; debera estar incluida la concentracion de 100
por ciento.

En el método la Linealidad 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 matematica con los resultados del analisis de
muestras con concentraciones variables y conocidas de la
sustancia. La relaciéon matematica que describe la ecuacion

de ia recta es la siguiente:

y=mx + b

En donde:

y = respuesta medida

m = pendiente de la recta
x = concentracion

b = ordenada al origen
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Calculos:

- Pendiente de la recta (m)

- Ordenada al origen (b)

Para conocer si los valores de la pendiente (m) y de la
ordenada al origen (b) que se obtienen experimentalmente,
son estadisticamente diferentes a los valores considerados
como tedricos, se aplica la prueba de t y se establecen los
limites de confianza para my para b.

- Coeficiente de correlacioén (r)

- Coeficiente de determinacion (r?)

El coeficiente de determinacion de la relacion lineal simple
debe ser mayor o igual a 0.98, y e! coeficiente de correlacion
debe ser mayor o igual a 0.99 y/o la falta de ajuste a la
relacion lineal simple, no debe ser estadisticamente
significativa. Esto es, los datos de la curva de calibracion se
sujetan a un analisis de varianza, en donde los parametros
de evaluacion son las F resultantes de la distribucion y
tratamiento de datos.

Para el sistema, solo es necesario conocer los coeficientes
de correlacién y de determinacion (ry r), para determinar si

el comportamiento es lineal.
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Criterios de aceptacion:

1. La pendiente (m) de la linea de regresion, debe ser
estadisticamente igual a 1.

1.1 Sijtcal | <ttab (n-2, 0.975)y los limites de confianza
incluyen al 1, entonces se acepta Ho y se concluye que el
valor de la pendiente que se obtiene en forma experimental,
no es significativamente diferénte de 1.

5 La ordenada al origen (b) de la linea de regresion debe
ser estadisticamente igual a cero.

2.1 Si|tcal}<ttab (n-2, 0.975)y los limites de confianza
incluyen al 0, entonces se acepta Ho y se concluye que el
valor de la ordenada al origen que se obtiene en forma
experimental, no es significativamente diferente de 0.

3. El coeficiente de correlacion (r) debe ser 2 0.99

4. El coeficiente de determinacion (%) debe ser 2 0.98

41 Si Fr =2 F (g.1.r.,g.1.er.;a 0.03), entonces existe una
relacion altamente significativa entre ia cantidad adicionada
y la propiedad medida.

4.2 Si Ffa > F (g.1.fa.,g.1.ep.;a 0.05), entonces existe falta
de ajuste a la relacion lineal simple, cantidad adicionada,
propiedad medida.

Donde Ho: Hipotesis nula.
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PRECISION

Definicion:

La precision es el grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales, cuando el método se aplica
repetidamente a  diferentes  muestras analiticas
homogéneas de un producto, de una materia prima o de un
especimen en general. Usualmente se expresa en términos
de desviacion estandar o del coeficiente de variacion.

La precision es una medida del grado de repetibilidad y
reproducibilidad del método analitico, bajo condiciones
normales de operacion.

| a precision se evalua como:

REPETIBILIDAD

Definicion:

Evalua la precision y se expresa como la concordancia
obtenida entre determinaciones independientes de una
misma preparacion, realizadas bajo las mismas condiciones

experimentales (analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.).
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Determinacion:

El analisis se realiza por sextuplicado, de una misma
preparacion (soluciones del analito en “sistema” y placebos
con todos los componentes de la formulacion, en “método”),
correspondientes al 100 por ciento, que generalmente debe
ser el punto medio de las curvas de Linealidad del sistema y

del meétodo.

Calculos:

Ei coeficiente de variacion total (CV)

Criterio de aceptacion:

El coeficiente de variacién debe ser £ 1.5 por ciento para el

sistemay < 3.0 por ciento para el meétodo.

REPRODUCIBILIDAD

Definicion:

Evalta la precision del método y manifiesta la concordancia
entre determinaciones independientes de una muestra
homogénea del material que se esté analizando, bajo
diferentes condiciones experimentales, por lo cual, las
pruebas se realizan en distintos dias y con diferentes

analistas y/o equipos.
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Determinacion:

Se determina en forma independiente y por triplicado para
cada analista y en cada dia, empleando una muestra
homogénea del material que se analiza.

Los analisis se realizan en dos dias y por dos analistas; el
placebo se carga al 100 por ciento, que debe ser el punto

medio de las curvas de calibracion de Linealidad.

Calculos:

El coeficiente de variacion total (CV).

Los resultados de reproducibilidad se sujetan a un disefo
factorial de dos factores o dos niveles y a un tratamiento
estadistico de analisis de varianza, para obtener el
coeficiente de variacién total, donde se generan las F
correspondientes a las dos fuentes de variacion analitica:
dias y analistas.

Criterios de aceptacion:

En la reproducibilidad, el dato que se calcula es el

coeficiente de variacion total, que debe cumplir con los fines
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para los cuales el método sera utilizado. En este caso, el
método es espectrofotométrico, con un coeficiente de
variacion total < 3.0 por ciento.

St Foicer < Fonaisee (9-2.9..d.50.05), el método es
reproducible por los analistas.

Si Fg,, < Fupe (g.ld.gla-d.;0.05), el método analitico es
reproducible en distintos dias, por un mismo analista.

En donde:

g.l.a. = grados de libertad analista

g.l.d. = grados de libertad dia

g.l.a-d. = grados de libertad analista-dia

EXACTITUD 100 por ciento

Definicion: '

La exactitud de un método analitico se define como la
concordancia entre el valor promedio  obtenido
experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa
como el porcentaje de recobro obtenido del analisis de
muestras, a las que se les ha adicionado cantidades

conocidas de ia sustancia por cuantificar.
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Determinacion:

El analisis se realiza por sextuplicado, de muestras de
placebo, adicionadas de una concentracion conocida de la
sustancia que se cuantifica, simulando las condiciones de |a
muestra. La concentracion resultante de estas
preparaciones debe ser del 100 por ciento, y deben
prepararse de manera independiente. Se cuantifican contra

una preparacion de la sustancia de referencia.

Calculos:

La exactitud se evalta por medio del modelo probabilistico “t
de Student”, el calculo del intervalo de confianza para la
media y el calculo del coeficiente de variacion de los datos

obtenidos del porcentaje de recaobro.

Criterios de aceptacién

El método de medicion es exacto, si cumple con los
siguientes criterios:

1. Si | tcal | <ttab (n-2, 0.975) y los limites de confianza
incluyen al 100 por ciento, entonces se acepta Ho y se

concluye que el valor de la media que se obtiene en forma
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experimental, no es significativamente diferente del 100 por
ciento.

2. El valor del coeficiente de variacion del porcentaje de
recobro, debe ser 3.0 por ciento para técnicas

espectrofotométricas.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Definicién:

Mediante este analisis, se pretende conocer las condiciones
en las cuales la muestra, en proceso de analisis, mantiene
constante su propiedad medible en un lapso determinado.
Asi se obtiene confiabilidad en los resultados, pues se
comprueba que no presenta degradacion, antes de medir su
respuesta para ser cuantificada. De tal forma que si el
analisis es interrumpido por cualguier causa imprevista, no

se corre riesgo al continuar posteriormente con el analisis.

Determinacion:

El estudio de estabilidad de las soluciones analiticas, se
realiza en la forma siguiente: las soluciones finales
analizadas previamente, se almacenan en diferentes

condiciones, por ejemplo, en refrigeracion, en la oscuridad, a

37




temperatura ambiente y en presencia de luz blanca.
Posteriormente se vuelven a analizar en determinados

tiempos establecidos.

Calculos:

Los resultados obtenidos se tabulan con base en el formato
del anexo 1.

Criterio de aceptacion:

La media del factor (I) para cada condicién/tiempo, se debe
encontrar entre los valores del 97.0 por ciento y 103.0 por

ciento.

Nota. Los calculos requeridos para la evaluacion de los

parametros, se presentan en el Anexo |.

38




IV. PARTE EXPERIMENTAL
Desarrollo de! método analitico, para cuantificar Piroxicam
en una forma farmacéutica de uso topico (barra), que

presenta la siguiente formulacion:

Piroxicam .......c..ccoceievinenns 0.5g

Excipiente c.b.p. ... 100.0 g

Limites farmacopeicos:

Por tratarse de una forma farmacéutica innovadora para la
administracion de este farmaco, no se cuenta con limites
farmacopeicos establecidos. Sin embargo se proponen

como limites internos del 97.0 por ciento al 103.0 por ciento.

IV.1 PROCEDIMIENTO ANALITICO

a. Reactivos

* Solucién de Acido clorhidrico (7 por ciento v/iv en Agua)
* Metanol R.A.

b. Preparacién de la Solucion de Referencia.
Pesar con exactitud aproximadamente 25 mg de Piroxicam,

sustancia de referencia, transferirlos a un matraz volumetrico
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de 100 mL, adicionar 10 mL de Metanol R. A, agitar hasta
completa disolucion, llevar al aforoc con Acido clorhidrico 7
por ciento y mezclar el contenido del matraz. Transferir una
alicuota de 1.0 mL a un matraz volumétrico de 50 mt, llevar

al aforo con Acido clorhidrico 7 por ciento y mezclar.

c. Preparacion de la solucion de la muestra problema.

Pesar cinco barras, cortarlas en pedazos pequefos,
homogeneizar y pesar con exactitud una cantidad de
muestra que contenga aproximadamente 5 mg de Piroxicam
segun el marbete (1.0g de la forma famacéutica), moler y
transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, adicionar 10
mL de metanol R. A., agitar y calentar en bafio maria
durante 5 minutos o hasta que no se observen grumos de
excipiente, agitar vigorosamente durante 10 minutos, llevar
al aforo con Acido clorhidrico 7 por ciento, mezclar vy filtrar,
desechando los primeros mitilitros del filtrado. Transferir una
alicuota de 5.0 mL del filtrado a un matraz volumétrico de 50
mL, llevar al aforo con Acido clorhidrico 7 por ciento y

mezclar.
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d. Procedimiento.

Determinar las absorbancias de cada solucion en un
espectrofotdmetro adecuado, a una longitud de onda de 333
nm, utilizando Acido clorhidrico al 7 por ciento metanolico,

como blanco de referencia.

e. Calculos.
Calcular el contenido de Piroxicam por cada barra, aplicando
la siguiente formula:

(Apb/Aref) X C X F X pp

g de Piroxicam/barra = -

M
En donde:
Apb = Absorbancia de la solucion de la muestra problema.
Aref = Absorbancia de la solucién de la sustancia de
referencia.
C = Concentracion en la solucién final de la sustancia de
referencia, expresada en mg/mL.
F = Factor de dilucion de la muestra.
M = Muestra utilizada en el analisis, expresada en g.

p.p. = Peso promedio, expresado en g.
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IV.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO
La evaluacion de los parametros para validar el método

analitico, se realizé de la siguiente manera:

a. Especificidad

Se efectu6 un barrido espectrofotométrico en un intervalo de
longitudes de onda entre 280 y 380 nm, de las siguientes

muestras:

* Solucion de la Sustancia de Referencia
* Solucion de la Muestra Problema

* Solucion del Placebo

Se registraron las absorbancias a 333 nm, que es la longitud
de onda en que el Piroxicam presenta maximo de

absorbancia.

b. Linealidad del Sistema
Se prepararon a partir de una solucién patron, soluciones de
Piroxicam, sustancia de referencia, en cinco diferentes

concentraciones (80, 90,100,110 y 120 por ciento) de la
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concentracion de Piroxicam establecida para la
metodologia (5 pg/mL). Cada una de las concentraciones se

analiz6 por duplicado.

c. Precisién del sistema, evaluada como Repetibilidad
Se evalud analizando en las mismas condiciones, por
sextuplicado una solucion preparada con Piroxicam,

sustancia de referencia, correspondiente al 100 por ciento.

-d. Linearidad del Método

Se analizaron muestras de placebos adicionados con
Piroxicam, sustancia de referencia, en concentraciones
correspondientes al 80,100 y 120 por ciento de la cantidad
contenida en la forma farmacéutica que se analiza. Cada

placebo cargado se analizé por triplicado.

e. Exactitud del Método
Se realizo analizando seis muestras diferentes de placebos
adicionados de Piroxicam, en una concentracion del 100

por ciento establecida para el método.
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f. Repetibilidad del Método

Se analizaron en las mismas condiciones seis muestras
diferentes de un placebo al que se le adiciond Piroxicam,
sustancia de referencia, en una concentracion del 100 por
ciento de la cantidad contenida en la forma farmaceutica que

se analiza.

g. Reproducibilidad del Metodo

Dos analistas realizaron por triplicado, en dias diferentes, la
valoracion, de muestras de un placebo al que se le adiciond
Piroxicam, sustancia de referencia, en una concentracion del
100 por ciento de la cantidad contenida en la forma

farmacéutica que se analiza.

h. Estabilidad de 1a muestra analitica

Se analizaron muestras analiticas de un placebo al que se le
adiciond Piroxicam, sustancia de referencia, en una
concentracion del 100 por ciento de la cantidad contenida en
la forma farmacéutica que se analiza. Dichas soluciones se
prepararon como se indica en “preparacion de ia solucién
problema”, y se mantuvieron en diferentes condiciones (tres

muestras para cada condicton):
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* Luz blanca
* Obscuridad
* Temperatura ambiente

* Refrigeracién
Las muestras se analizaron a las 0, 3, 6 y 24 horas,

utilizando en cada caso, solucién de sustancia de referencia,

recién preparada.
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V. RESULTADOS

Especificidad
En la tabla No. 1 se presentan los resultados de las

muestras analizadas para evaluar este parametro.

Tabla No. 1

Absorbancia a 333 nm

Piroxicam

(Sustancia de referencia) 0.457

Muestra problema

(Placebo cargado con Piroxicam) 0.453

Placebo Despreciable

A continuacion se muestran [os espectrogramas
correspondientes a. Piroxicam (sustancia de
referencia), fig. No. 1; Muestra problema, fig. No.2; Placebo,
fig. No. 3.

A partir de los datos presentados en la tabla No. 1 y de los
espectrogramas obtenidos (figuras 1, 2, y 3), es posible

plantear lo siguiente:
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a) El espectrograma obtenido con el placebo sin Piroxicam,
no presenta absorbancia en las longitudes de onda en que
se hizo el corrimiento, por lo que el espectrograma se
presenta como linea base totaimente recta, con un valor de
absorbancia cercano a cero, lo que indica que los
excipientes presentes en la formulacién, no interfieren en el
método analitico desarrollado para llevar a cabo la
identificacion y cuantificacion del Piroxicam.

b) Entre los espectrogramas de la muestra problema y de la
sustancia de referencia se observa una gran semejanza, ya
que ambos presentan maximo de absorbancia a la misma
longitud de onda y las absorbancias obtenidas en dicha
longitud de onda, tienen valores semejantes. Esto indica que
en la muestra problema, la absorbancia esta dada sélo por
la concentracion de Piroxicam que se encuentra en la forma

farmacéutica analizada.
El analisis de estos resultados, indica que el método

analitico desarrollado para la determinacion de Piroxicam

presente en esta forma farmaceutica, es especifico.
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Figura No. 1
Piroxicam

Sustancia de referencia
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Figura No. 2

Muestra Problema
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Figura No. 3

Placebo
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Linealidad del Sistema

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos para

la linearidad del sistema y la grafica en donde se puede

apreciar la tendencia lineal de los resultados. (Tabla No. 2 y

Grafica No. 1).

Tabla No. 2

Concentracion

Cantidad adicionada

Absorbancia

por ciento pg/mL a 333 nm
4.02 0.353
80 4.02 0.352
4.50 0.395
90 4.50 0.394
5.04 0.445
100 5.04 0.442
5.52 0.479
110 5.562 0.478
6.00 0.533
120 6.00 0.532
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Tabla No. 2 (continuacion)

Promedio
Concentracion Cantidad Promedio de | Regresion
por ciento adicionada | Absorbancias Lineal
(ng/mL)
80 4.02 0.353
90 4.50 0.395
100 5.04 0.444 r=0.9982
110 5.52 0.479 r? = 0.9964
120 6.00 0.533

Nota: La “cantidad adicionada”, se refiere a la concentracion en pg/mL de

la solucion final.
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Absorbancia

Grafica No. 1
LINEALIDAD DEL SISTEMA

Piroxicam (Sustancia de referencia)

053 1+ 4

051 4

0.49 4

0.47 1

0.45 4

0.43 4

041 3

0.39 4

037 4+

0.35 ' : '
4.02 4.52 5.02 5.52

Cantidad adicionada (rg/mL)

Los resultados indican que el sistema de medicion del
método es lineal, ya que el coeficiente de correlacion (n), el
coeficiente de determinacion (r?) y el coeficiente de variacion
(C.V.), cumplen con los criterios de aceptacidbn como se

muestra a continuacion:
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a) Coeficiente de correlacion (r).

Cumple con el criterio de aceptacion, ya que el coeficiente
de correlacion debe ser r 2 0.99 y el resultado obtenido

experimentalmente fue de 0.9982 el cual es mayor.

b) Coeficiente de Determinacion (%)

Cumple con el criterio de aceptacion, el cual indica que el
coeficiente de correlacion debera ser r? 2 0.98 y el resultado
obtenido fue de 0.9979. Por lo tanto, ya no es necesario
flevar a cabo la prueba de F, ya que ésta solo se aplica
cuando el coeficiente de determinaciéon obtenido sea muy

cercano al valor limite de 0.98. @2

Precisién del sistema, evaluada como repetibilidad
En la tabla No. 3 se presentan los resultados obtenidos en la

evaluacion de este parametro
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Tabla No. 3

Cantidad adicionada
ng/mL Absorbancia
5.00 0.445
5.00 0.442
5.00 0.443
5.00 0.443
5.00 0.444
5.00 0.444
Nola: La cantidad adicionada se refiere a la concentracion en pg/mL en la solucién
final.
n==~=
X = 0.444
S =0.001

C.V. =0.24 por ciento
El sistema de medicion se puede considerar como repetible,

ya que el coeficiente de variacion resultante (0.24 por ciento)

es menor del 1.5 por ciento.
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Linealidad del Método

En la tabla No. 4 se muestran los diferentes niveles de

concentracion de Piroxicam en los placebos cargados, la

cantidad adicionada, la cantidad encontrada y el porcentaje

encontrado. En la grafica No. 2 se muestra la tendencia

lineal de estos resultados.

Tabla No. 4
Cantidad Cantidad
Concentracion adicionada Recuperada Porcentaje
por ciento (mg) (mg) Encontrado
4.08 412 100.98
80 4.06 4.06 100.00
4.07 4.06 99.75
5.07 9.12 100.99
100 5.08 5.10 100.39
5.08 5.14 101.18
6.00 5.97 99.50
120 6.04 6.06 100.33
6.03 6.02 99.83
C. V. 0.61%
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Tabla 4 (continuacion)

Promedio de | Promedioc de
Concentracion { Cantidad Cantidad Regresion
por ciento Adicionada Recuperada Lineal
(mg) (mg)

80 4.07 4.08 m = 0.9953

100 5.08 5.12 b = 0.0404

120 6.02 6.02 r=0.9998

r? = (0.9996

Nota: Las cantidades adicionadas y recuperadas, se refieren a la
cantidad de Piroxicam (en mg), contenida en las muestras

utilizadas.
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Cantidad recuperada (mg

Grafica No. 2

LINEALIDAD DEL METODO

Placebos cargados con Piroxicam
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4,57 . 5.07 5.57
cantidad adicionada (mg)
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Los siguientes resultados corresponden a la prueba de “t de
Student”, aplicada tanto a la pendiente como a la ordenada

al origen obtenidas.

Pendiente Ordenada al origen
t.. = -0.2480 t., = 0.3806
t,,(3,0.975) = 3.1825 t,.,{3,0.975) = 3.1825
1. C.=0.9953 £ 0.0852 |. C. =0.0404 £ 0.3379
L.S. =1.0805 L.S.=0.3783
L.1.=0.9101 L. 1. =-0.2975
En donde:

t., = t de Student calculada
t, = t de Student tablas

I. C. = Intervalo de confianza
L. S. = Limite superior

L. I. = Limite inferior
Estos resultados indican que el método propuesto es lineal,
ya que la ordenada al origen (b), la pendiente (m), el

coeficiente de correlacion  (r), el coeficiente de
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determinacion (r?), el por ciento de recobro y el coeficiente
de variacion (C. V.), cumplen con los criterios de aceptacion,

como se muestra a continuacion:

a) Pendiente (m)

Como | te, | <ty (3,0.975) y los limites de confianza incluyen
al 1. entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de |a
pendiente, obtenido experimentalmente, no es

significativamente diferente de 1.

b) Ordenada al origen (b)

Como |t | <ty (3,0.975) vy los limites de confianza incluyen
al 0, entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la
ordenada al origen, obtenido experimentalmente, no es

significativamente diferente de O.

c) Coeficiente de correlacion (r)
Cumple con el criterio de aceptacion, ya que el coeficiente
de correlacion debe ser r 2 0.99 y el resultado obtenido

experimentalmente fue de 0.9998, el cual es mayor.
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d) Coeficiente de Determinacion (r%)

Cumple con el criterio de aceptacion, el cual indica que el
coeficiente de determinacién debera ser r* 2 0.98 y el
resultado obtenido fue de 0.9996. Por lo tanto, ya no es
necesario llevar a cabo la prueba de F, ya que ésta solo se
aplica cuando el coeficiente de determinacion obtenido es

muy cercano al valor limite de 0.98.

e) Porcentaje de recobro.

El criterio de aceptacion indica que para métodos
espectrofotométricos, el por ciento de recobro a cada nivel y
global debe ser entre 97.0 por ciento y 103.0 por ciento, por
lo tanto, los resultados obtenidos a cada nivel y en forma

global cumplen con el criterio de aceptacion.

f) Coeficiente de variacion (C.V.).

El criterio indica que el coeficiente de variacion para
métodos espectrofotométricos a cada nivel y global debe ser
< 3.0 por ciento, por lo tanto los resultados obtenidos en
cada nivel y en forma global cumplen con el criterio de

aceptacion.
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Repetibilidad y exactitud al 100 por ciento del método
En la tabla No. 5 se presentan los resultados obtenidos en fa

evaluacion de estos parametros.

Tabla No. 5
Cantidad Cantidad Porcentaje
Adicionada Recuperada de Recobro
(mg) (mg)
5.07 5.12 100.99
5.08 5.10 100.39
5.08 5.14 101.18
5.07 5.05 99.61
5.06 5.07 100.20
5.00 497 99.40

Nota: Las canlidades adicionadas y recuperadas, se refieren a las cantidades de

Piroxicam (en mg), contenidas en las muestras utilizadas.
n==56
X = 100.29 por ciento
S=0.715
C.V.=0.71 por ciento
t., = 0.9930
te (5,0.975) = 2.5706
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Respecto a la Repetibilidad:

Debido a que el Coeficiente de variacion obtenido (0.71 por
ciento) es menor que el valor limite para meétodos
espectrofotométricos (3.0 por ciento), se puede considerar

que el método propuesto es repetible.

Respecto a la Exactitud:

Intervalo de confianza para el por ciento recuperado:
I.C.=100.29 £ 2.553

L.S. =102.843

L.l.= 97.737

Como | ty | < tu (5, 0.975) y los limites de confianza
incluyen al 100, entonces se acepta Ho y se concluye que el
valor de la media obtenida experimentalmente, no es
significativamente diferente del 100 por ciento, por lo tanto,

el método propuesto puede ser considerado como exacto.

Reproducibilidad del Método
En la tabla No. 6 se muestran los resultados obtenidos al ser
aplicado el método propuesto, por dos analistas y en dias

diferentes.
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Tabla No. 6

Analista

Porcentaje de Recobro

Dia 1 2
100.34 100.15
1 99.87 99.89
100.28 100.15
100.25 100.04
2 100.18 99.70
101.08 99.90

n=12

x = 100.15 por ciento
Sx =0.351
C.V. =0.35 por ciento

Ei coeficiente de variacion obtenido es menor de 3.0 por

ciento, por lo tanto, el método analitico propuesto es

reproducible.
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Se reafirma lo anterior con los datos presentados en la tabla

No. 7 de Analisis de varianza:

Tabla No. 7
Fuente | Grados
de de Suma de Media de
variacion | Libertad | Cuadrados | Cuadrados Fcal Ftab
Analista |
(1 1 0.3924 0.3924 | 3.5065 | 38.51
Dia (j) 2 0.2238 0.1119 1.2171 6.06
Error 8 0.7356 00920 | - | -

Ya que para los analistas: 3.5065 < 38.51. El metodo

analitico propuesto es reproducible por los analistas.

Ya que para los dias: 1.2171 < 6.06. El método analitico
propuesto es reproducible en distintos dias por un mismo

analista.
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Estabilidad de 1a muestra analitica

En la tabla No. 8 se presentan los resultados obtenidos en la

determinacion de Piroxicam, después de mantener las

soluciones analiticas en las condiciones indicadas.

Tabla No. 8
Condicidén
Tiempo Por ciento de recobro
(h) Luz Blanca | Oscuridad |Refrigeracion
0 100.6 100.6 100.6
3 99.8 100.8 100.8
6 99.4 100.6 101.0
24 95.2 100.0 99.8
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Calculando el factor I se obtiene:

Tabla No. 8.1
Condicion
Tiempo Por ciento de recobro
(h) Luz Blanca | Obscuridad | Refrigeracion
3 99.2 100.2 100.2
6 98.8 100.0 100.4
24 94.6 99.4 99.2

Como se puede observar en la tabla No. 8.1, bajo las
condiciones de Oscuridad y Refrigeracion, la muestra es
estable durante 24 horas; bajo la condicion de Luz Blanca,
se observa que la muestra es estable durante © horas, pero
a las 24 horas, ya no es estable, pues se obtiene un valor
del factor I que ya no se encuentra en el intervalo de

aceptacion que es de 97.0 por ciento al 103.0 por ciento.
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V1. CONCLUSIONES.

Basandose en los resultados obtenidos al aplicar el método
analitico propuesto para la valoracion de Piroxicam, en la
forma farmacéutica de barra, para uso topico, se plantean

las siguientes conclusiones:

1.- El método propuesto para la valoracion de Piroxicam en
la forma farmacéutica de barra, es especifico, ya que la
absorbancia presentada por el placebo que contiene todos
los componentes de la formulacion, excepto Piroxicam, fue
despreciable, lo que indica que los excipientes presentes en
la barra, no producen absorbancia detectable, que pueda
afectar a la respuesta producida por el Piroxicam en las
condiciones de la determinacion.

Por otra parte, los espectrogramas de las soluciones
obtenidas a partir de la Sustancia de referencia y de la
muestra del placebo con todos los componentes de la
formulacion (al 100 por ciento), son semejantes, lo cual
corrobora que la absorbancia obtenida de la muestra

problema corresponde Unicamente al Piroxicam.
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2.- Con respecto a la validacién del sistema se concluye
que:

- El sistema es lineal, lo cual se observa en la grafica No. 1,
obtenida al realizar la valoracion de Piroxicam, sustancia de
referencia, en un intervalo de concentraciones de 80, 90,
100, 110 y 120 por ciento. Mediante tratamiento estadistico
de los datos obtenidos , se encontrd un coeficiente de
correlacion (r) mayor de 0.99 y un coeficiente de
determinacion () mayor de 0.98

- El sistema es repetible, ya que en las pruebas realizadas
con una misma solucién de la sustancia de referencia de
Piroxicam (100 por ciento), el coeficiente de variacion

obtenido (C.V.) fue menor de 1.5 por ciento.

3.- Con respecto a la validacion del método propuesto se
concluye que.

- El método propuesto es lineal, lo cual se observa en la
grafica No. 2 que muestra la tendencia lineal al valorar
Piroxicam en placebos cargados, en un intervalo de
concentraciones de Piroxicam de 80, 100 y 120 por ciento.
También se comprobé la linealidad al realizar el andlisis de

las pruebas de t, donde los valores obtenidos de la
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ordenada al origen y de la pendiente no son
significativamente diferentes de O y de 1 respectivamente;
ademas de que el coeficiente de correlacion (r) obtenido es
mayor de 0.99, el coeficiente de determinacion (%) es mayor
de 0.98, los por cientos de recobro se encuentran dentro-de
los limites (97.0 por ciento al 103.0 por ciento) vy el
coeficiente de variacion es menor del 3.0 por ciento, por lo
que existe una relacién altamente significativa entre la
cantidad adicionada y a propiedad medida.

- El método propuesto es exacto, ya que el resultado de la
prueba de t, demuestra que el valor de la media
experimental no es significativamente diferente del 100 por
ciento de la cantidad de Piroxicam, expresada en el marbete
de la forma farmacéutica estudiada.

_ El método propuesto es repetible, ya que en las
determinaciones realizadas en una muestra de placebo
cargado al 100 por ciento, e! coeficiente de variacion fue
menor de 3.0 por ciento.

- El método propuesto es reproducible, ya que al realizar las
pruebas de valoracion de Piroxicam, en una muestra de
placebo cargado al 100 por ciento, bajo diferentes factores

de variacion, los resultados cumplen satisfactoriamente con
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los criterios de aceptacion especificados para el coeficiente
de variacion (C.V.)}, siendo éste menor de 3.0 por ciento.
Respecto al andlisis de varianza efectuado, no se presenta

efecto alguno debido al factor analista ni al factor dia.

4.- Las solucion final de la muestra analitica obtenida al
aplicar el método propuesto es estable, durante 24 horas,
bajo las condiciones de obscuridad y refrigeracion. Expuesta

a la luz blanca, es estable solamente durante 6 horas.

Conclusién final

Los resultados obtenidos muestran que los parametros
evaluados en el método propuesto, cumplen
satisfactoriamente con los criterios de aceptacion
establecidos en la validacion de métodos analiticos. Asi, se
demuestra que el método propuesto es confiable como
indicador de control de calidad, para la cuantificacion de
Piroxicam en una forma farmacéutica para uso topico

{barra).

71




ANEXO |

1. LINEALIDAD DEL SISTEMA

1.1 Tabular los resuitados con base al siguiente formato:

Concentracion de la
Dilucién de la solucion
Patron (x) Propiedad medida {y)
X, Yir Y12 oo Y
X2 ' Yo Y22 .- Yon
X, Yar Ye - Y

t = Numero de diluciones

n = Numero de replicaciones (propiedad medida) de cada

ditucién de la solucion patrén.
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Ecuaciones matematicas para determinar la linealidad del

sistema:

1.2 Calculos preliminares para el coeficiente de correlacion y

coeficiente de determinacion:

IX=En(x, +X,+ .. FtX)

LY S Y PVt o P Yt Y Pt byttt
TVt .ot Ya

=N (X2 %7+ .+ x2)

RGeS RS S R R IR B L U S Pl S 8%
+ Yl22 .t y{nz

XY = X(Yar ¥ Yoz ¥ Vi) F XoYr t Y2t Yan) * -

+X{(Yn * Yo ¥ o * Vi)

n = Namero de replicaciones (propiedad medida) de cada
dilucion de la solucién patrén.

x = Concentracion de las diluciones realizadas a la solucion
patrén.

y = Propiedad medida.
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12 Calculos finales para coeficiente de correlacion y
coeficiente de determinacion:

Va
[ nt (Exy) - (Ex) (Zy)

nt(Zx?) - (Zx)] [Nt (Zy%) - (Zy)*]

[ nt (Zxy) - (Zx) (Zy) I*

[Nt(2x%) - (X)) [nt (Zy) - (Zy)’]

1.4 Calculos preliminares para el coeficiente de variacion:

1.4.1 Calcular para cada punto de la linearidad del sistema

del sistema el siguiente factor (F)

Propiedad medida (y)

Conc. de la dilucion de la solucién patron (x)
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1.4.2 Calcular la suma de factores, la suma de cuadrados y

la media del factor.

SF=F, +F,+F +  +F,+F,+F,

TF2=F 2+ F24+F 2+  +F2+F2+F7
ZF

=R

N

Donde: N = nimero de puntos de la linealidad del sistema

1.5 Calculos finales para e! coeficiente de variacion.

V2

N (£F?) - (EF)?
DE

N (N - 1)
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DE
SRV p— x 100

!

Donde

DE = Desviacion estandar

C.V. = Coeficiente de variacion

2. PRECISION DEL SISTEMA

2.1 Tabular los resultados

Yi. Y2 Yo o0 W

2.2 Calculos preliminares

Ty=y, *y,ty;+ ... Ty,

Tyl =y 2yl byttt
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y Z oammmmm———
N
_ . A
N (Zy%) - (Zy)?
DE =
N(N-1)
Donde:

y = Propiedad medida

N = NUimero de repeticiones

2) Célculos finales:

DE
CV. = x 100
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3. LINEALIDAD DEL METODO.

3.1 Tabular los resultados

Cantidad Adicionada (x)

Cantidad Recuperada (y)

Xio Xz o Xyp
Xz1» Xzzs oo XKoo
Xy Xgr oon Xan

3.2 Célculos preliminares

IX S X P X X Xyt Xy F

+ xln
Ly =y tyet..

* Yin

2 — 2 2 2 2 2
ZX —X-” +X12 +...+Xm +XZ1 +X22 +...

+ thz * xtn2

Yt Y Yt

Yio Yz - Yia

Yoi, Yoo 0 Yon

Yir Y22 o0 Y

Xt F XX T

* Y oot YatYe t...
+ X2n2 + .+ xnz

2, 2 2 2 2 2 2 2
SV E Y Y e F Y Y Y Tt Y Y Yy

2 2
+ Yl2 .. Ym

TXY = Xpp Vo1 ¥ X2 Va2 ¥ oo F X0 Yin ¥ Xp1 Yar ¥ Xaa Yoo F oo ¥ Xan

+ y2n + ..

+ Xy Yut X Yet ot XY

TSTA TESIS T

o
AR
L

st L F ¢

~ .
- - e~

T f}r THT N L T

1

[ ]

BN

[

=




3.3 Calculo de la pendiente (m) de la linea de regreston.

nt{Zxy) - (Zx) (Zy)
ms= -

nt (2x?) - (Ex)?

3.4 Calculo de el intercepto (b) de la linea de regresion.

Zy - m (Zx)

nt

Para la linealidad del método, ademas efectuar los

siguientes calculos:
a) Prueba de “t de Student” para la pendiente:
Ho: m=a

H: m=a a=1
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Sy/x

b) Prueba de “t de Student” para la ordenada al origen:

Ho: b=p
H:. b=p =0
b-p
tcal = - -
Tx? | Ve
S y/x
nT{x-x)

Desviacion Estandar en la direccion y (Sy/x)

~ —

Sy/X =| mmmmmmmmmemes
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c) Intervalos de confianza:

- Desviacion estandar para la ordenada al origen (Sb).

_ Y
¥ x?t

Sb = Sy/x

nLZ(x-x)]

— —

c.1. Limites de confianza para la ordenada al origen.

LC, =b £ [ty (e, 0.9?5)] [Sb]

- Desviacion estandar para la pendiente (Sm)

Sy/x

Sm=

[Z(x-xY]7
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¢.2. Limites de confianza para la pendiente.

LC,=mz[t, (n-2.09?5)] [Sm]

donde:

m = valor experimental de la pendiente

o = valor tedrico de la pendiente = 1

b = valor experimental de la ordenada al origen

B = valor tedrico de la ordenada al origen = 0

x. = cantidad adicionada de! farmaco

y; = cantidad encontrada del farmaco

x = media de las cantidades adicionadas

Sx = desviacion estandar de las cantidades adicionadas

N = nimero de replicaciones de cada dilucion.

t = numero de diluciones

n = namero de determinaciones

y. = Los valores de ¥, son los puntos sobre la linea de
regresion calculada y corresponden a los valores
individuales de x,. Los valores de ¥, para un valor dado de X;

son faciimente calculados de la ecuacién de regresion.
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3.5 Calculo del coeficiente de determinacion (r°).

[Nt(Zxy)-(Zx)(Zy)]”

[Nt{Zx®)- (X PIINt(Zy*)-(Zy )]

3.6 Calculo de coeficiente de correlacion (7).
r=(r*)”*

Los datos de la curva de calibracion se sujetan a un analisis
de varianza en donde los parametros de evaluacion son las
F resultantes de la distribucion y tratamiento de datos. Por lo
tanto, se tienen F de regresion y F de falta de ajuste a la
relacion lineal simple. Este andlisis de varianza phede no
realizarse, ésto dependiendo que tan cerca se encuentren

los valores experimentales de los valores teoricos.

3.7 Construccion de la tabla de analisis de varianza.
a) Scr = Suma de cuadrados de regresion.

Ser = (m) (Zxy) + (b) (Zy ) - (Zy '/ n
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b) SCer = Suma de cuadrados del error de regresion.
SCer = Zy” - (m) (Zxy) - (b} (Zy)

¢) SCep = Suma de cuadrados del error puro.

SCep = Zy* - (Zy2)/r

d) SCfa = Suma de cuadrados de la falta de ajuste.
SCfa = SCer - SCep

Tabla 1
Fuente de Grados de Suma de Media de
variacion Libertad Cuadrados | Cuadrados Fexp
MCr
Regresion 1 SCr < 8Cr Fr =eeeeees
MCer
SCer
Error de n-2 scer | s
Regresion gler
SCfa Mcfa
Failta de (n-2) - t{r-1) SCfa Ffa=
Ajuste g.l.fa. Mcep
SCep
Error t{r-1) SCep | -
Puro g.lenp
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t = Numero de concentraciones
r = Numero de replicaciones por concentracion

n = rt = Numero de pares ordenados.
4, REPETIBILIDAD

Ecuaciones matematicas para la evaluacion de

repetibilidad
4.1 Determinar la media ( y ) de los resultados
2y,

N

4 2 Determinar la desviacion estandar de los resultados

_ Y
N (Zy?) - (Zy)*

N(N-1)
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4 3 Determinar el coeficiente de variacion
CV. = —meomee x 100

y
5. EXACTITUD AL 100 por ciento

Ecuaciones matematicas para la evalucion de la exactitud

del método.

5.1 Calcular e} porcentaje de recobro R en cada una de las

muestras.

5.2 Calcular la media aritmética del porcentaje de recobro.

5.3 Calcular la desviacion estandar del porcentaje de

recobro.
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Yo

N (£R?) - (ER)?

N(N-1)

L B

5.4 Determinar el Coeficiente de variacion

CV.= e x 100
R

5.5 Prueba de “t de Student” para la media.

Ho:R=p donde: u = 100 por ciento
Ho:R=p
R-p
foy = mmmmmmmmmmmen donde: oy =S/ (N)”
cy
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- Intervalo de confianza de! porcentaje encontrado (1. C.)
1 C.=R % to 00 [0V]
6. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

6.1 Tabular los resultados de acuerdo al siguiente formato:

Analista (i)
por ciento de recobro
Dia (j) 1 2

Yin Ya11

1 Yz Ya12
Yi1a Ya13

Yiz Yoz

2 Yizz Yoz
Yiza Yo

Donde “y" es el resuitado de cada analista (primer subindice)
en cada dia (segundo subindice) para cada repiticion (tercer

subindice).
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6.2 Calcular las siguientes sumatorias

¥ = Vi ¥ Yo ¥ Yz ¥ Yozt F Y223)

TYZ = (Yirr * Yorz + Yars ¥ Yazs * iz * Yaza) * (Vars + Varz ¥ Yaus *
Yoor ¥ Yoo ¥ Yaz)* _

SY2 = (Yaur + Yoo ¥ Yara * You ¥ Voo ¥ Vauo) + (Vios ¥ Yiez Yoz *
Yoo * Yoo * Yoo’

Ty = (Yoo + Yoz * Yara + (Vaze * Yazz * Yizs) ¥ (Vaus + Vavo
+ Yo+ (Voo * Yoo+ Yazs)

Zyijkz = [y ) + (Yi2)* (YqaP * ot (YZza)Z]

6.3 Calcular la suma de cuadrados del analista (SCa), con la
siguiente formula.

zy! (Y
o] OF: [

jk ijk

6.4 Calcular la suma de cuadrados del dia (SCd), con la
siguiente férmula.

Ey'liz Ty
SC = mmmmeememe = mmmmmmeee

k jk
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6.5 Calcular la suma de cuadrados del error (SCe) con la

siguiente férmula

Tyl - IV
SCe = —-meemmmmmmmem e
k
6.6 Con los datos anteriores construir la tabla de Analisis de
Varianza.
Fuente de | Grados de | Suma de Media de
Variacion Libertad |Cuadrados | Cuadrados Fcal Ftab
SCa MCa
Analista (i)| gla = a-1 SCa Mca=------- Fa=--------- Fgla/gld
gla MCad
SCd MCd
Dia () gld=(j-1) SCd MCd=------- Fd=----mem- Fgld/gle
gld MCad
SCe
Error gle=ij (k-1) SCe Mce=-mmem | memeem | e
gle
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6.7 Analizar la interpretacion de los resultados

Si Fa < Fgla,gld;0.05 E! método analitico es reproducible

por los analistas.

Si Fa 2 Fgla,gid;0.05 El método anélitico no es reproducible

por los analistas

Si Fd < Fgld,gle;0.05 E! método analitico es reproducible en

distintos dias por un mismo analista.

Si Fd 2 Fgld,gle;0.05 E! método analitico no es reproducible

en distintos dias por un mismo analista.

7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

Los resultados obtenidos se tabulan con base en el

siguiente formato, para calcular el coeficiente de variacion.
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Condicién

Tiempo por ciento de
recobro
(h) Luz blanca Oscuridad Refrigeracion
0 12 iz Y3
3 Ya Ys Ys
6 Y7 Ys Yo
24 Yio Yai Y1z

Calculo del coeficiente de variacion:

Para cada condicion/tiempo/muestra, calcular el factor (1)

con la siguiente formula:

(analisis muestra/condicion/tiempo)

(analisis inicial)
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