5567
UNIVERSIDAD DEL VALLE DE MEXICO 5

CAMPUS CHAPULTEPEC

ESCUELA DE QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
INCORPORADA A LA UNAM

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL
EN SOLUCION ORAL, DISENO Y VALIDACION DE UN
METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION

T E S i S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A
FLOR ISSEL JIMENEZ MORGAN

DIRECTORA DE TESIS: Q.F.B. RAQUEL RUIZ ROSALES

MEXICO D.F. 2260017&&

TESIS C(“ W
FALL,f‘ DR CHIGEN




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

Issel Jiménez Morgan

Esta Tesis quiero dedicarla de manera especial a las personas que han sacrificado una
gran parte de su vida para que uno sea una persona preparada en este mundo tan dificil
en el que nos taco vivir: Mis Padres. Por lo que ahora mi esfuerzo también es suyo.

A mi papa.

Gabriel Jiménez Figueroa

Ya sé que esto no es el final, sino solo

el principio de un gran andar. Que con

tu confianza y comprensién me dejaste

la libertad de escoger el camino.

Gracias por darme la oportunidad.

Te amo A mi mamg
Flor Morgan Figueroa
Por apoyarme en todo. Que a través de
todo este camino recorrido siempre hemos
ido juntas de la mano, llegando a las metas
que me he propuesto. Ahora me toca
demostrarte que todos tus esfuerzos no
fueron infructuosos.
Te amo

A mis hermanos

Jorge Gabriel Jiménez Morgan

Mayra Jiménez Morgan )

Que con sus consejos me han ayudado

a tomar decisiones en cualquier

momento de mi vida. Todos hemos

luchado por seguir adelante y ser gente

triunfadora, apoyandonos y

ayudandonos en los momentos en que

mas nos hemos necesitado, gracias por

estar conmigo. Los amo




DEDICATORIAS

Issel Jiménez Morgan

A mi abuelita

Matilde Figueroa Becerra

A la persona que me ha ensefiado que
con amor, dedicacion y fortaleza todo se
puede lograr. Siendo mi segunda madre
y por ser la base fundamental de la
honestidad, trabajo y desempefio.
Graclas, Te amo

A Sergio

Cuando todo parece perdido, estas ahi
para ayudarme a encontrar todas las
cosas hermosas que existen y a veces
no me doy cuenta. Gracias por los
buenos momentos.

A la Nena
Aunque no lo pueda leer, me alegra
todo el dia.

A Everest

Gracias por aparecer en mi vida y a ver todo
lo que se encuentra a mi alrededor con gran
optimismo. Te quiero mucho.

Un amigo es un hermano que elegimos.
A Blanca, Eneida y Rosy. .
Por hacer los momentos mas felices y
divertidos.

A mis profesores
Porque sin ustedes no hubiera podido llegar
hasta aqui, y a ver las cosas de diferente

manera. Gracias.




DEDICATORIAS

Issel Jiménez Morgan

Gracias a todos mis amigos vy
companeros de la UVM Chapultepec. De
la  Subdireccion de Farmacopea,
Farmacovigilancia y Normas y a los
Laboratorios At/antis por sus estimulos,
Gracias por aguantarme un ratito.

Agradezco la colaboracion prestada en el
desarrollo del presente estudio a las
siguientes personas:

Q.F.B. Raquel Ruiz Rosales

Q.F.B. Santiago Salazar Lopez

Q.F.B. Osvelia Gutierrez Herrera

Q.F.B. Ubaldo Juarez Sevilla

Q.F.B. Antonio Hernandez Cardoso

Q. Ma. del Carmen Becerril Martinez

Q. Agustin Palima Diaz

Q.F.B. Esperanza Hernandez Koelig
Q.B. Benjamin Ferndndez Fernandez

La presente tesis se llevd a cabo en los
Laboratorios Atlantis S.A. de C.V.

Q.F.B. Rosa Velia Flores Sanchez

Ing. Roberto Velazquez

Q.F.l. Teresa Santoyo Guillén

Gracias por permitirme trabajar con
ustedes y a guiarme en la elaboracion
de este trabajo.




INDICE

Issel Jiménez Morgan

DESARROLLO DE UNA FORMUI:ACION DE FLOROGLUCINOL
EN SOLUCION ORAL, DISENO Y VALIDACION DE UN
METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION.

; iNDICE
INTRODUGCCION ..o et eceeetveirsessesestessereesessesassseessssssesssssssssnsensssssssessssasssssstessessnessssasssess 1
OBUETIVOS . .t tttiiirieeiiieiiiereeiereatutarsear e e ioretnsaatteressssstasiissiressesestestssnrssrsssessrsrssiseressssrness 3
1.0 FUNDAMENTO TEORICO ............... ieraverersitenearesaanninens . 4

1.1 GENERALIDADES DE ANTIESPASMODICOS....

12  GENERALIDADES DE SOLUGIONES ..o i 4
121 Déﬁnicién'y;trﬁylasiﬁcacién‘ . ; . 4.

1.2.2 Consideracionesa l‘a: fdrmﬁlécién; ..... ........................................ 7

: 1.2’.'3{:ca!r:;ctérf'stic\'as/&éi producto... ’ i 10

13" INFORMACION DEL ACTIVO. ittt 11
134 ll:’yro'p’i"e”dadés' SICOQUITICS 1. SO, 11

: : ocine :{:a‘vy“n'flér}::ah‘ismc":‘de'accldn........‘....................................;...13>

" 1.3.3 Indicaciones y uso ..

1.3.4" Toxicidad ...

1.3.5 Doslis y sobredosificacion........cccccoiiimiiniiin i 17
1.3.6 Medidas de precaucion ¥ Mangjo..........cccevviieininiiiiniiieeeniennaiecmieenarinn, 18
14 DESARROLLO FARMACEUTICO ..oooiuiiiiciitciet it ctsseeseenseenbaseesbsnese s eens 19

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION



INDICE

Issel Jiménez Morgan

1.4.1 DefiNiCiON . ...ooviieiiiiiiiiiiiinie e e e anr e 19

1.4.2 Revision bIblIografica........ccoveviieiivininniueiiineniiionmiesionrmieimeermeserennnees 20

1.4.3 Preformulacion............cciiieiieenncioiniteinnianiensses s ssiessnsesaees 20

1.4.4 Optimizacion de 12 fOrmuUla...........ciievicneriernrnmrie cosissnstiossssnoserensseesaen 22

1.4.5 Lote piloto....coovvivnieeiiiiiiinniinnine, et renrerseesesstesssstesstesntesrane 22

1.5 ESTABILIDAD ...cocoimmrmirercrennecnncsnerenessnninens i 24
1.5.1 Esquema para determinar la estabilidad............ - : 26

1.5.2 Factores que influyen en la estabilidad de los fArmacos ............cerevienrnens 2‘7
1.5.3 Estabilizacion de formulaciones....................... ‘k 28‘

1.6 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO.........cooererrevenrens oo 31
1.6.1 Métodos analiticos mas comunes ......... 32

1.7 - VALIDACION DEL METODO ANALITICO.......cocoemvrerreanne » SR 34
1.7.1 Pardmetros a evaluar.............. . .36

1.7.2 Diagrama de flujo.......ccceviennrerennens . . PR 37

2.0 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 PREFORMULACION.....c.cvvcurirereneiennnsisesnssesssssssssiserssssesessersssssssassssssestsnssesssassasens 38
2.1.2 Principio 8CtVO....cvciiiiiiertiniiinriicneiiissesssseesane it s st sesrasssesesens 41
2.1.2.1 Analisis de materia PriMa.....c.ccocoiiiiiiiieenenmieesconmninecnosnmmesnnnesieesesssans 41
2.1.2.2 Seleccion del disolvente adecuado para la formulacidn .............ceeveeneent 45
2.1.2.3 Estabilidad del principio activo .........ccceeeeeriiin it 47
2.1.2.4 Compatibilidad del principio activo con excipientes.........c.cceveeeveevvennnns 50
2.2 FORMULACION ...cocooiiriiiic ittt es e ssb sttt es 52

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION



INDICE

Issel Jiménez Morgan

2.3 PRODUCTO FINAL ..ottt ettt narennns e ssannasssteesssaennaasssenennns 54
2.3.1 Analisis del producto terminado ........cccvceviciiinniinniieiiininiieeneanesssennnns 54
2.4  DESARROLLO DEL METODO ANALITICO .....crverereernrrereriaessesansnssssnsssinsssessnssons 58

2.5
n‘é’tr‘d‘mentos y material

252 iLinearjdgd» Al SISIEMA werervreererevrrssessernsssesssresesnes S -

3 Precision del Sistema:  REpEHIBIGad................rswrsrrsrrscn 62

’2;5,4 f‘éspg‘ciﬁéidad I MELOUO rereeveecerersesesseresesssessesseessessasessseoneeeseesseee 63

'52.5.5‘ Liné”ariaad eI MBLOUO. ....veccovvreeomrrreevseseseseeesssessssssessssesesssssmssssssessssseseon 84

. ,2,.‘5.6 Exactitud del método

2‘:5.7 : Preg:iéién del método: Repetibilidad.......... O 67

258 :Prekc:ilsién del método: Reproduciblidad ’ [T O 68

26 “ES lAé'l:I.jl’DAl;DVACVELVERADA ...................... s e 69

30 ‘ ésSqLTAbés Y ANALISIS...... eeisiseesonip st ensss s snmssss s s 70

3 Esfﬁolés bs PREFORMULACION ...vcevvrrrveersnevissvesiossesissessossnesssssmnsssivssessasneens 70

- 311 "Anéllsis de materia PriMa.........iccerinerniiei it 70
3.1.2 Solubilidad .......ovvvererrereeeeen et sssaa s 7

3.1.3 Estabilidad del prinCipio activo ........veiiiiiiimiiieiniiin e 72

3.1.3.1 Estabilidad en estado sdlido....
3.1.3.2 Estabilidad en estado liQUIdO .........o.eeeiiiriiiiiii e 75

3.1.4 Compatibilidad del principio activo con los excipientes .........ccccccceenennencns 82

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION



INDICE

Issel Jiménez Morgan

32  FORMULACION
3.2.1 Formulacion final...........cccivremissmireniiiimiie i sesrinsessssesinseesnsses 86
3.2.2 Metodologia del proceso para la fabricacion de la solucién oral............... 87
3.2.21 Escalamlento del proceso ..................................................................... 88
3.3f ‘
34
35
252 Precisién del sistema: Repetibilidad
35.3 VEv;pééi‘ﬁcidad REMBLOTO ..o eerssseereseessssersnse s 107
’ 3.5.4 Linearidad del Metado............ccoiiiimemmiiiioniiiioneiimions soeneinens soveivennsnns 108
3.5.5 Exactitud del metado ...t drnnsieessisssen e 116
' 3.5.6 Precision del método: Reproducibilidad .............. peereens 119
3.6  ESTABILIDAD ACELERADA.....c...comeriornrersonsncees ettt et st ek 122
CONCLUSIONES ..coocverrersesessoessssseessssssssstosessses et sssesssosssmstoess s e 125

'REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........cc0. .

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION



FUNDAMENTO TEORICO
INTRODUCCION

Issel Jiménez Morgan

INTRODUCCION

En la industria farmacéutica es importante fa seleccion de nuevos
compuestos de farmacos potenciales, incluyendo con esto el proceso de
descubrimiento -y su preparacién en formas farmacéuticas que tengan una

biodisponibilidad elevada.

'Dvebkido a que el espasmo gastrointestinal es muy comun en bebés por la
pbqa ciapétidad que tienen de metabolizar los primeros alimentos que se les
' adrﬁinistré. se ha generado la necesidad de desarrollar un producto que cumpla
éﬁn los requisitos de calidad, seguridad, identidad y eficacia terapéutica que

ayuden a aliviar los sintomas del espasmo.

Un principio activo como el floroglucinol (un trifenol), es un relajante de los
musculos lisos, cuya accioén es particularmente eficaz en estos sitios y que la

selectividad a estos niveles no se acompana de ningun efecto depresor cardiaco.

La forma farmacéutica de elecciéon para el floroglucinol es la solucion oral

para una facil administracion en gotas para nifios o bebés.

Existe una baja probabilidad de que un nuevo compuesto, sintetizado en el
proceso de descubrimiento, llegue a ser un producto farmacéutico comercialmente
viable, esto se debe principalmente a factores cientificos y de comercializacion;

otra razén puede ser la seleccion de compuestos para su desarrollo que se
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asocian con caracteristicas fisicoquimicas inadecuadas (por ejemplo la
inestabilidad o la insolubilidad), llevando con ello a una baja biodisponibilidad o
eficacia en estudios clinicos humanos. Normalmente estos problemas se pueden
solucionar en el proceso de preformulacién, en el que se determinan las

propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de los principios activos.

En la industria farmacéutica es frecuente que los nuevos compuestos se
seleccionen para su desarrollo, sin datos de preformulacion adecuados; por lo
tanto, surgen problemas relacionados con la estabilidad, la solubilidad y la
biodisponibilidad durante el proceso de desarrollo, que podrian haberse evitado o
modificado, si los datos de preformulacién hubieran sido considerados en el

proceso de seleccién del compuesto.

En este trabajo se desarrollaron los estudios de preformulacién y formulacién
para obtener el floroglucinol en solucién oral, con la finalidad de obtener un

producto de calidad.

Para la cuantificacion del principio activo en el laboratorio de control de calidad,
se llevé a cabo el desarrolio y la validacién del método analitico para la forma

farmacéutica realizada.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar una formulacién en solucidon oral pediatrica con efecto

antiespasmaédico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Efectuar los estudios de la estabilidad del principio activo.

e Llevar a cabo los estudios de compatibilidad del principlo activo con
diferentes excipientes.

+ Desarroliar una solucién oral de floroglucinol.

s - Describir la metodologia para fabricar la solucién oral, siguiendo las buenas
practicas de fabricacién y la regulacién sanitaria requerida.

e Proponer un método analitico para la cuantificacion del principio activo en el
laboratorio de control de calidad, tanto como producto terminado y como
materia prima.

e Validacién del método analitico propuesto.

e Efectuar los estudios de estabilidad acelerada en condiciones de
temperatura y humedad indicadas en la "NOM 073-SSA1-1993 Estabilidad

de medicamentos”.

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
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1.0 FUNDAMENTO TEORICO

1.1 GENERALIDADES DE ANTIESPASMODICOS

El espasmo puede producirse por un trastorno local, en ese caso un dafio
celular inicia el proceso contractil y se liberan hormonas locales u otras sustancias
excitantes o irritantes (o se activan reflejos locales), puede ser resultado de la
hiperactividad de los nervios autonomicos excitadores eferentes o de alteraciones

electroliticas que favorecen el aumento de la actividad neuronal y muscular.

1.2 GENERALIDADES DE SOLUCIONES

1.2.1 Definicion y clasificacion

Una solucion es una mezcla homogénea preparada mediante la disolucion
de un sdlido, un liquido o un gas en otro liquido, y representa un grupo de
preparaciones en las que las moléculas del soluto o sustancia disuelta estan

dispersas entre las del solvente.

Tomando en cuenta la naturaleza del disolvente las soluciones liquidas se
pueden clasificar en:

e Acuosas.

e Oleosas.

e Hidroalcoholicas.

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
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Tomando en cuenta la via de administracion, pueden clasificarse en:
¢ Orales.

e Locales (dérmicas).

e Oftalmicas.

* Nasales

o  Oticas.

* Rectales (enemas).

» Vaginales.

e Parenterales.

El principal componente de la mayoria de las soluciones orales es el agua.
El agua es insabora 'y carece de propiedades irritantes y de actividad

farmacoldgica, lo que la convierte en una sustancia ideal para esta finalidad.

Las principales impurezas presentes en el agua son: calcio, hierro,
magnesio, manganeso, silicio y sodio. Los cationes generalmente se combinan
con los aniones Bicarbonato, sulfato o cloruro. Los procedimientos de intercambio
iénico (deionizacion, dési’nineralizacién) eliminan la mayoria de las impurezas del

agua en forma eficiente y econdmica.

La base principal del uso de liquidos orales, es la facilidad de su
administracion en aquellos individuos que tienen dificultad en utilizar formas
solidas. Ademas, un farmaco administrado en solucion se encuentra disponible
para su absorcién, y en la mayoria de los casos, es mas rapido y eficiente en

comparacién con un comprimido o una capsuia.
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La formulacion de las soluciones presenta muchos problemas técnicos en la
industria farmacéutica. Algunos farmacos son inestables, y se incrementa atin
mas cuando se encuentra en solucién, ya que pueden sufrir hidrélisis o bien
interactuar con alguno de los otros componentes de la férmula, provocando
pérdida o disminucion de la actividad, con modificacion aparente o no de los
caracteres organolépticos del producto. Se requieren de técnicas especiales para
aquellos principios activos que tienen una baja solubilidad. La preparacion final
debe satisfacer los requerimientos de elegancia farmacéutica en cuanto al sabor,

apariencia y viscosidad.
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1.2.2 Consideraciones a la formulacion

Es muy importante conocer las caracteristicas que debe tener una solucion

oral, primero es su solubilidad y estabilidad, y otro las caracteristicas

organolépticas.

Solubilidad. La solubilidad de una sustancia es la cantidad que se
disuelve para formar una solucion saturada. La solubilidad depende
principalmente de la naturaleza y de la intensidad de las fuerzas
presentes en el soluto, el solvente y las interacciones resuitantes de
soluto-disolvente. Pero se puede obtener una solubilidad de mayores
cantidades de soluto de lo que se podria esperar, si se altera el pH de la
solucién, la temperatura o el tiempo de agitacién. La solubilidad de una
sustancia quimicamente pura a una temperatura y presion dadas son
constantes; sin embargo su velocidad de solucidn que es la velocidad a
la cual se disuelve, depende del tamafio de particula de la sustancia y

de la agitacion.

pH. Muchos agentes terapéuticos son bases o acidos débiles que al
reaccionar con bases o acidos fuertes pueden formar sales solubles en
agua, por lo que la solubilidad de estos agentes se encuentra

marcadamente influenciada por el medio en el que se encuentran.
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Cosolvencia. Los electrolitos débiles y moléculas no polares
frecuentemente tienen una baja solubilidad en agua. Su solubilidad
usualmente puede ser incrementada por la adicion de un solvente
miscible en agua, en el cual el farmaco tiene una buena solubilidad. A
este proceso se le conoce como cosolvencia, y los solventes que son
usados en combinacién para incrementar la solubilidad del soluto, se les
conoce como cosolventes. Etanol, sorbitol, glicerina, propilenglicol y
muchos miembros de los polimeros del polietilenglicol representa un
numero ilimitado de cosolventes que pueden ser utilizados vy

generaimente aceptados en formulacién de liquidos acuosos.

Solubilizaciéon por tensoactivos. También llamada solubilizacién
micelar, se lleva a cabo con tensoactivos para solubilizar un compuesto
poco soluble en agua y formar una solucién coloidal transparente y
termodinamicamente estable. El tensoactivo debe elegirse por su
eficiencia y tomando en cuenta sus efectos sobre el producto o su
accién, ya que se ha observado que pueden modificar la absorcién
intestinal del principio activo o disminuir la potencia de los

conservadores presentes en la formulacién.

Formacién de complejos. Compuestos organicos en solucién que
generalmente tienden a asociarse con otro para aumentar la solubilidad.
Cuando la formacién del complejo ocurre, la solubilidad total es igual a la
solubilidad del compuesto libre mas la solubilidad del complejo en

solucion.
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Hidrotropia. Consiste en aprovechar el efecto de una segunda
sustancia, Wamado agente hidrotrépico, que se encuentra en una
cantidad muy grande. Las soluciones hidrotropicas no presentan
propiedades coloidales.

En la practica el uso de formacion de complejos y la hidrotropia se
encuentra limitado para incrementar la solubilidad de los liquidos
utilizados en la industria farmacéutica, por dos razones, la primera
porque se necesitan altas concentraciones y la segunda porque muchos

de los agentes tienen actividad fisiolégica.

Meodificacidn quimica del farmaco. Cuando un compuesto es poco
soluble en agua, se puede modificar quimicamente, introduciendo un
grupo polar en la molécula de tal manera que aumente su solubilidad. Al
ser esto una nueva sintesis, se tiene que evaluar el efecto terapéutico,
con tal de asegurar que es equivalente al del compuesto original;
haciendo evaluacién clinica y estudios de toxicidad aguda y crénica.
Normalmente se lleva a cabo esta opcién cuando ya se agotaron los

otros métodos de solubilidad.
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1.2.3 Caracteristicas del producto

Conservacion. Una solucién oral es muy facil que se pueda contaminar, ya
que su manejo no es en un ambiente totalmente estéril, por lo que se deben

utilizar conservadores para disminuir la contaminacién microbiana.

Caracteristicas subjetivas del producto. Es muy importante la “elegancia
farmacéutica”, ya que esto significa la aceptacion del cliente, tales como el olor, el

sabor y la apariencia que tiene la forma farmacéutica.

Método de manufactura. La elaboracién de las soluciones es
verdaderamente simple, las soluciones diluidas se realizan adicionando el o los
solutos al disolvente con agitacion constante hasta la homogenizaciéon, Cuando
estas soluciones son mas concentradas o que el soluto se disuelve mas
lentamente, se utiliza calor en el procedimiento. Los excipientes deben ser
disueltos antes de mezclarse con el resto del lote, con el fin de asegurar la

disolucion completa del principio activo

Estabilidad en solucién. Existe menos estabilidad de!l principio activo en
solucién que en sistemas sdlidos o en suspensidn. Una solucion oral debe retener
la viscosidad, el color, la claridad, el sabor y el olor a lo largo de su tiempo de vida.
Todas estas caracteristicas deben ser evaluadas durante el transcurso de la
estabilidad. Estos estudios deben incluir los efectos del pH, cosolvente, luz, '

temperatura y oxigenacion.
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1.3 INFORMACION DEL ACTIVO

FLOROGLUCINOL

H

HO OH

1.3.1 Propiedades fisicoquimicas

Aspecto. Polvo blanquecino cristalino, inodoro.

PM. 1264

CAS. 108-73-6

Sinénﬁnos. 1,3,5 Benzenotriol, FI‘oro'glﬁéina‘, 1,3.5-trihidroxibenceno
Aislado de Eucalyptus kino y Acacia arabia.

Solubilidad. Moderadamente soluble en agua, 11.3 g/L (25°C)

Soluble en aicohoies.

Soluble en acetona.

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
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pKa. 8.35(25°C)
Temperatura de fusién.  117°C (sl es dihidratado)
217-219°C (anhidro, en calentamiento rapido)

200-209"0 (anhidro, en calentamiento lento)

TemperatLJ(a de'}eb'l.llbliclén.’ " Se sublima con descomposicion.

Devnsidad ré]ativé aparente. Aproximadamente 0.5 g/L.

Estab/I/dad
' -}-7, yEstabIe en condlclones normales de temperatura.

. Evltar el uso de oxidantes fuertes y halégenos; puede ser inflamable con los

el primeros y con el cloruro e hipoclorito puede dar productos que daiien la

at_mésfera.
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1.3.2 Farmacocinética y mecanismo de accién

Farmacocinética

* Biodisponibilidad. Oral: 47%'

* Metabolismo. El floroglucinol es excretado en orina principalmente como
glucurono- y sulfo- conjugados.! E! tempo de vida media es de 1.5 horas.'
La concentracion media en plasma es de aproximadamente 1.5 horas, y

después de seis horas se detecta una concentracion de 9 mg/mL

Mecanismo de accion. El floroglucinol pertenece al grupo de medicamentos
antimuscarinicos sintéticos, los cuales poseen una accion relajante directa o
especifica sobre el musculo liso sin antagonizar con la acetilcolina. Este
mecanismo de accién se traduce en una accion terapéutica en el dolor de tipo

colico o espastico demostrado en tracto gastrointestinal y genitourinario.

En pruebas tanto in vitro como in vivo indican que el floroglucinol tiene
propiedades anticolinérgicas muy débiles y ejerce directamente su principal accién
por la relajacion de las céluias del musculo suave. Parte de sus propiedades
relajantes del florogiucinol, se encuentra atribuido a la inhibicion del catecol-O-
metiltrasferasas.® Su derivado trimetoxibenceno, el cual es utilizado en
combinacion con el floroglucinol, ya que ayuda tanto farmacolégicamente’ como
toxicolégicamente,* aumentando la duracién y efecto antiespasmdédico seis veces

mas que el florogiucinol.?

{Dollo et al, 1999; Lartigue-Mattei et al, 1993)
Cahen et al, 1962.

Hattori et al, 1969.

Paladino, 1972.

BN -
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1.3.3 Indicaciones y uso

Indicaciones. Procesos espasmodicos dolorosos del tracto gastrointestinal,
vias biliares, urinarias y (tero. Célico renal, cdlico hepatico. Eliminacion de
célculos. Dolor residual poscélico. Hipermotilidad uterina. Distocias por

contraccion. Dismenorrea.

Vias biliares. Espasmolitico selectivo en vias biliares que favorecen la
accion miorrelajante y la dilatacion tanto del esfinter de Oddi para un mejor
vaciamiento del liquido billar, asi como en los conductos biliares facilitando el
descenso y en un alto pdrqentaje la expulsién del calculo en los casos de litiasis,

actiia en el espasmo-dolor eliminandolo rapidamente en un promedio de 5 a

10 minutos y durante un tignipo prolongado que alcanza de 4-6 horas.

» ,V/aé Urfnériasi Wli-'avorece el descenso y expulsion de calculos en la mayoria
de los casos, 'ér’n'i‘ot‘ros. la migracion calculosa tiene lugar hasta el meato urinario,
lo qué' permite la extraccion instrumental del calculo, asi mismo, actia en el
eépasmo dolor, eliminando el dolor renal y en general los producidos por litiasis,
debido a que proporciona una analgesia por espasmolisis que se manifiesta en
unos cuantos minutos y con duracion de accién de 12 horas como promedio,

puede utilizarse conjuntamente a terapia antibidtica.
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Uso. Agente espasmolitico. El floroglucinol es un antiespasmoédico no
atropinico que actua disminuyendo selectivamente la contraccién del musculo liso.
Su accién fundamental es musculo-tropica. Inhibe muy poco la motilidad del
intestino, pero relaja el tracto gastrointestinal cuando existe un espasmo. La

accnfm antlespasmédica del floroglucinol es muy selectiva sobre el uréter, tracto

_blllaf y utero. ‘en menor escala sobre la movilidad intestinal del sistema vascular.

':'Debido a su acc:én no atropinica, puede ser administrado a pacientes con

: glaucoma con hlpertroﬂa de prdstata, aunque en estos casos debe evaluarse la

: relacién iesgo benefcxo. El trimetoxibenceno es un derivado del floroglucinol

’cbcfincebldo. para: plrdlongar la accién de éste., Tiene iguales acciones

farmacoldgicas, " diferenciandose sélo en la potencla y duracién del efecto.
ESpésmélisis de las fibras musculares lisas de las vias biliares, urinarias y

uterinas.

1.3.4 Toxicidad

Informacion sobre su toxicidad.

e El producto se considera de baja toxicidad sistémica, tanto en sobre
exposicién, como a largo plazo.

e Afecta al sistema nervioso central (depresion, debilidad), en tiempos
prolongados daio hepatico (necrosis), en rifiones (nefritis), al corazén
(arritmias, extrasistole).

+ No existe evidencia de efectos cancerigenos.
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Toxicidad experimental,
e Oral
o RataDLsg: 4000 mg/kg
o Topos DLss: 4550 mg/kg.
e Dérmica.
o RataDLso> 2600 mg/kg.
e Intraperitoneal

o RataDLsp: 3180 mg/kg

Efectos sobre la 'reprodl‘.lccién. Reduce la fertilidad.

Contraindicaciones.’ No ‘administrar a pacientes con hipersensibiidad conocida

a cualqiji'eiraJ o"r'n'p'ornentes de la férmula. Carcinoma del higado y pancreas,

despfopé'fcxép-pélv:ca en la labor de parto.

Advertencias. No debe refrigerarse ni exponerse a bajas temperaturas. Con el
tiempo el contenido puede variar de color, tal circunstancia no altera las
propiedades terapéuticas del mismo. Raramente puede producir rash cutaneo.
Debe tenerse especial precaucion al administrarse este medicamento a pacientes
con insuficiencia renal y/o hepatica severa; primer trimestre de embarazo o

lactancia.
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Reacciones secundarias y adversas. A dosis habituales por lo general carece
de efectos anticolinérgicos del tipo de sequedad de mucosas, taquicardia,
retencion urinaria, alteraciones oculares y gastrointestinales como nduseas y
vomito. Cuando se presentan suelen ser de leve intensidad. A dosis muy altas se
logra reproducir esta sintomatologia, por lo que se considera un medicamento

seguro con muy escasos efectos adversos.

Interaccidnes medicamentosas. Puede administrarse con cualquier otra
medicacion (antibidticos, ocitocicos, sustancias de contraste, etc.). Al administrar
conjuntamente con opidceos, analgésicos y otros antiespasmédicos, pueden
disminuir los efectos espasmoliticos, por lo cual este tipo de asociaciones no es
recomendable. No se debera administrar con morfina y sus derivados, debido a

que estos farmacos poseen accién espasmdgena en el musculo liso.

1.3.5 Dosis y sobredosificacién

Dosificacion. La dosis oral usual de adulto es de 80 mg de floroglucinol

6 veces al dia. La dosis rectal usual es de 150 mg tres veces al dia.

Sobredosificacion. La ingestién accidental o administraciéon exagerada
puede producir constipacion y en raros casos, disminucién de la presién arterial.
En caso de ingestién exagerada detectada a tiempo se debera proceder al lavado
gastrico. Los sintomas de intoxicaciéon se controlaran segun criterio médico, de

acuerdo al cuadro clinico.
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1.3.6 Medidas de precaucién y manejo

Medidas de precaucion.

Al contacto con los ojos provoca irritaciones que pueden durar hasta
24 horas, lavar inmediatamente con abundante agua, por lo menos
10 veces, asegurandose que no queden particulas sélidas en contacto con
el gjo.

Al inhalar provoca irritaciones en las vias respiratorias como tos, dispnea.

‘Dependiendo de su concentracion y del tiempo de exposicion; aerear la

atmosfera.

Al contacto con la piel provoca inflamacién notable, con eritema o edema.
Inmediatamente enjuagar con abundante agua y eventualmente lavar las
areas del cuerpo'que estuvieron en contacto con el toxico, si persisten las
mole_stlés por‘més de 10-15 minutos, llevar con el médico.

Al inger : 'pL}ecjie“haber irritacion digestiva, nausea, vomito, hipermotilidad

interna, diarrea; enjuagar la boca con abundante agua, sin deglutir; no

prqucér"él ‘\‘kéhito. Se puede administrar carbén suspendido en agua o

" aceite medicinal de vaselina mineral.

Medidas 'de" manejo

Evitar el contacto y la inhalacién de los polvos.

Usar lentes de seguridad.

Proteger el producto del contacto con el aire.

No mezclar con fuertes oxidantes o peréxidos, bases.

Guardar en recipientes de vidrio o polietileno
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1.4 DESARROLLO FARMACEUTICO

1.4.1 Definiciéon

Conjunto de pasos y procedimientos, con el objeto de fabricar a nivel de
produccion una forma farmacéutica de calidad uniforme, que mantenga sus
caractérlsticas fisicas y quimicas durante el tiempo que esté en el mercado y que

sea biodisponible y segura.

La metodologia propuesta para todo medicamento a desarrollar, consiste en
los siguientes pasos:

1. Revisién bibliografica.

2. Preformulacion.

3. Optimizacion de la formula.

4

. Realizacién de los lotes pilotos.

Cuadro 1. Diagrama de pasos para el desarrollo de un producto.

[ Revision bibliogréﬁc:l

Preformulacién

v
‘ Compatibilidad principio
( Estabilidad del principio activo J activo-excipientes - :

L Optimizacion de la férmula ]——’ LDesarrollo del método analitico ]

Realizacion de la misma . ) o
( mediante los lotes pilotos ] FVahdacmn del método analitico ]

Producto final
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Después del desarrollo del medicamento, se somete a los lotes piloto a
estabilidad acelerada con la finalidad de demostrar que el producto mantiene las
caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas, microbioldgicas y biolégicas entre

los limites especificados.

1.4.2 Revision bibliografica

Antes de comenzar cualquier trabajo de investigacién en el laboratorio debe
realizarse una buUsqueda bibliogréfica exhaustiva acerca del principio activo, el
posible producto, proceso de fabricaciéon, métodos de evaluacion. Es importante
analizar lo que otros han hecho anteriormente y tratar de ahondar més en el tema,

ya que esto ahorra tiempo y recursos.

La industria farmacéutica no cuenta con el tiempo o los recursos necesarios
para operar empiricamente con multiples formulaciones en un programa de

prueba de estabilidad y determinar de ese modo cual es la mas estable.

1.4.3 Preformulacién

Es ia etapa del desarrollo en donde se caracterizan las propiedades fisicas,

quimicas y mecanicas de un nuevo farmaco con el objeto de desarrollar formas
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farmacéuticas estables, seguras y eficaces. En esta etapa, el trabajo experimental
se centra en la solubilidad y estabilidad del principio activo. Los estudios tipicos
consisten en solubilidad con relacion al pH, compatibilidad con los excipientes a
utilizar en la formulacién, ya que existe la posibilidad de que los excipientes
puedan alterar la estabilidad del principio activo y por lo tanto deben seleccionarse

adecuadamente.

Los estudios de interaccién entre el principio activo y el excipiente se disefian
con €l fin de determinar una lista de excipientes que pueden utilizarse de manera

sistematica en las formas farmacéuticas finales.

Es muy importante un ensayo indicador de estabilidad. En esta etapa de
evaluacion de la estabilidad consistente en un proceso de seleccién preliminar, no
es necesario conocer con exactitud la cantidad de sustancia degradada. Esta
evaluaciéon se basa en un efecto del todo o nada. El objetivo consiste en
identificar los excipientes que no ejerzan ningun efecto sobre la estabilidad del
componente activo. El método analitico 'de eleccidn es la cromatografia liquida de
alta resolucion, pero el desarrollo del ensayo requiere demasiado tiempo y
depende de la identificacion de las impurezas sintéticas y de los productos de
degradacion; por lo que, se prefiere la cromatografia de capa delgada para
determinar si la molécula del activo se degrada. Las muestras de la sustancia
quimica generalmente son expuestas a distintas condiciones de luz, calor y
humedad en presencia y en ausencia de oxigeno. Esta informacion es de suma
importancia ya que se pretende estabilizar la molécula del activo en su forma

farmacéutica. La sustancia quimica se coloca en frascos sellados, con humedad y
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sin ella, y se almacena a temperaturas elevadas diversas que pueden variar en
cierto grado entre los distintos laboratorios. La sensibilidad a la luz se mide por
exposicion de la superficie del compuesto a la luz. Las muestras se monitorean

regularmente para detectar posibles cambios fisicos.

1.4.4 Optimizacion de la formula

Una vez que ya se escogieron los excipientes a utilizar en la etapa de
preformulacion, se procede a fabricar lotes de regular tamaiio en los que se varian
los niveles de los excipientes dentro de los intervalos establecidos, con el fin de
mejorar la calidad del producto y la cuantificacién del producto. El objeto de
optimizar la férmula es obtener el menor numero posible de excipientes y
conseguir una concentracion minima efectiva, asi se puede minimizar el costo del

producto y las caracteristicas de calidad.

1.4.5 Lote piloto

Ya que se tiene optimizada la férmula, es decir ya que se tienen las
concentraciones de los ingredientes de la férmula, se procede a elaborar la
fabricacién del medicamento, por un procedimiento representativo y que simule
aquel que sera utilizado durante la produccién rutinaria para su comercializacion,

esto se lleva a cabo, principalmente para:
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* Comprobar que el proceso de manufactura desarrollado en el

laboratorio, puede reproducirse a una escala mayor.

e Descubrir operaciones que por diferentes razones sean inaplicables

en la planta de fabricacién.

* Conocer las posibles fallas y dificultades del proceso o de la férmula,

con la finalidad de corregirlas.

* Reducir los costos de produccion sin alterar por ello la calidad del

producto.

El laboratorio piloto debe probar que el producto desarroltado por el drea de
investigaciéon puede ser producido a escala industrial, cumpliendo con respecto a

las normas de calidad establecidas.

Estos Iotes pilotos se someten a pruebas de estabilidad acelerada,
principalmente para determinar o establecer la vida Gtil del medicamento, asi como

sus condiciones de almacenamiento.
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1.5 ESTABILIDAD

El objetivo de los estudios de estabilidad es proveer evidencia documentada
de como las caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas, microbioldgicas y
bioldégicas del medicamento, varian con el tiempo bajo la influencia de factores
ambientales tales como la temperatura, la humedad y la luz; y establecer las
condiciones de almacenamiento adecuadas y el periodo de caducidad

(NOM 073).

La evaluacién de la estabilidad de un producto farmacéutico se divide

principalmente en los siguientes aspectos:

» Estudios quimicos. Debe tener una seguridad quimica. Los componentes
que forman parte de la preparacion deben permanecer sin cambio quimico

alguno.

e Estudios fisicos. El medicamento debe aparecer ante el consumidor fresco,
elegante y profesional, sin importar el tiempo que hubiese permanecido en
el anaquel. Si existe alguna modificacién de las propiedades fisicas, tales
como el color o la turbidez, puede ocasionar que el paciente pierda

confianza en el producto.

* Estudios biofarmacéuticos. Es decir que tenga una estabilidad terapéutica y

toxicoldgica.
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s Estudios microbiologicos. La esterilidad, o la resistencia a la invasién de
microorganismos, debe permanecer sin cambios. Durante el
almacenamiento, la eficacia de los preservativos o conservadores debe

cambiar solamente dentro de Iimites especificados.

La estabilidad de medicamentos incluye no solo la durabilidad del ingrediente
activo y los excipientes sino también la del producto final; este tiene que ser capaz
de soportar las condiciones a las que podria estar expuesto, como calor, frio, luz,

humedad, vibracién durante el transporte, almacenamiento y uso.

Es necesario tener formas seguras de evaluar objetivamente la estabilidad de
un producto, entre las cuales se incluyen el tener personal adiestrado, equipo apto
y procedimientos aplicables. Un método indicativo de estabilidad debe poder
determinar cuantitativamente el ingrediente activo en presencia de productos de

descomposicidn u otros productos de reaccion.

Los parametros a evaluar en una solucion oral, segun la NOM 073-SSA1-1993,

Estabilidad de medicamentos, son los siguientes:

a) Caracteristicas organolépticas. c) La concentracién del farmaco.
(color, olor, sabor, claridad) d) Limites microbianos.
b) pH.
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1.5.1 Esquema para determinar la estabilidad

Para iniciar los estudios de estabilidad es preciso conocer su pureza, ya que la
descomposicion de un farmaco, puede ser catalizada por impurezas. Y para ello es
preciso conocer el método de preparacién del farmaco. El esquema puede dividirse

en dos partes.

a) Exposicién del activo a pruebas aceleradas para conocer su periodo de vida
en las condiciones de almacenaje. El deterioro que sufre un producto al ser
expuesto por un mes a 45°C es el mismo que sufre a 20°C en un afo. Dos
meses en esas condiciones equivalen al deterioro de dos aios, y tres meses

al de tres afios.

b) Exposicién a condiciones mas realistas durante un perlodo mas prolongado;
en condiciones normales durante dos o tres afos, para confirmar las

conclusiones a las que se llegaron en los ensayos anteriores.
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1.5.2 Factores que influyen en la estabilidad de los farmacos

Existen

factores que influyen notablemente en el deterioro de los

medicamentos, los cuales se mencionan a continuacion:

Temperatura. El aumento de la temperatura normalmente aumenta

la velocidad de una reaccion.

pH. La velocidad de degradacién de algunos farmacos esta

estrechamente ligada al pH.

Luz. Las alteraciones fotoquimicas muchas veces se relacionan
con la formacién de otros compuestos o radicales libres que actuan

para propagar la descomposicion una vez instaurada.

Humedad. Esta descomposicién afecta principalmente a
compuestos que tienen una presentacion sélida como comprimidos

o tabletas.

Oxigeno. La descomposicién oxidativa es un tipo importante de
reaccion de degradacion. Esta se relaciona directamente con el
oxigeno atmosférico. El oxigeno es mas soluble en el agua a
temperaturas bajas, de manera que las reacciones dependientes del
oxigeno a veces pueden desarrollarse con mayor rapidez a bajas

temperaturas.
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1.5.3 Estabilizacién de formulaciones

La mayoria de los farmacos son compuestos organicos de alta pureza que
poseen una estabilidad interna que puede predecirse de su estructura quimica y sus
propiedades fisicas. La estabilidad interna cambia bajo ciertas condiciones
ambientales; se puede establecer aproximadamente el tipo y extensién de este
cambio. Las condiciones ambientales de almacenamiento de una formulacién
pueden controlarse facilmente y se pueden monitorear los cambios en el
almacenamiento de modo que desde el punto de vista de prediccién de estabilidad,

las condiciones de almacenamiento pueden ser conservadas.

Existen las siguientes posibilidades de estabilizacién:

a) Exclusion de oxigeno. La condicién para la preparaciéon de soluciones libres
de oxigeno, es la ausencia de éste en los solventes usados en la produccién
del medicamento y en la atmésfera en la que Ia solucién se prepara. Sin
embargo solo se puede llevar a cabo en inyectables unidosis; en cambio, la

solucidn oral, requiere de abrir el frasco continuamente.
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b)

c)

d)

Incrementando el potencial redox disminuyendo el pH. Esto generaimente

puede hacerse ajustando el pH con la adicién de acidos, o amortiguadores.

Aplicacién de antioxidantes. Se basa en la capacidad de los antioxidantes de
enlazarse al oxigeno; esto es particularmente necesario cuando el factor mas

importante en la estabilizacién es la captura de trazas de oxigeno.

Uso de agentes quelantes. Los antioxidantes funcionan mejor en presencia de
algunos compuestos sinérgicos (acido citrico, acido tartarico, EDTA) cuyo
papel principal es enmascarar los iones de metales pesados que catalizan los

procesos de oxidacidn y contribuyen al ajuste del pH.

Se puede establecer una clasificacion de los productos farmacéuticos con base

en su estabilidad:

Preparaciones farmacéuticas estables. No se detecta ningtn cambio en
muestras investigadas durante un largo periodo de tiempo. Esto ocurre

raramente.

Preparaciones farmacéuticas adecuadamente estabilizadas. No se detecta
cambio en las muestras del estudio después de un periodo nomal de tiempo

en condiciones experimentales normales.
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s Preparaciones con cambio dentro de ciertos limites. Estas formulaciones

cambian dentro de limites especificados dentro de un periodo de tiempo dado.

* Preparaciones inestables. La preparacién es inaceptable.
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1.6 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO
PARA LA VALORACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

El proposito del método analitico es cuantificar la potencia y la concentracién del
activo en el medicamenio. Los medicamentos deben cumplir con las normas de
calidad, por lo que es necesario desarrollar un método de analisis que sea especifico

para dicho activo y presentacidn farmacéutica.

Las consideraciones que se deben tomar para la eleccién del método analitico

son las siguientes:

+ Consistente con el nivel del analito.

* Disponibilidad de instrumentos y equipo.

* Rapidez en los resultados.

e Costo.

e Factores de seguridad.

» Respuesta lineal de la variable dependiente.
* Precision en los resultados.

e Reproducibilidad de los resultados.

+ Exactitud de los resultados.

e« Especificidad.

e Tolerancia.
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1.6.1 Métodos analiticos mas comunes

En general, los métodos analiticos mas utiles en la determinacién de estabilidad

son los siguientes:

a) Cromatografia. Es un proceso de migracion diferencial en el cual los
componentes de una mezcla son transportados por una fase mdvil, gas o
liquido y son retenidos selectivamente por una fase estacionaria que puede
ser un liquido o un solido. La cromatografia permite la separacion de

sustancias que se encuentran en una mezcla.

b

~

Espectrofotometria. Consiste en la medida de la absorcion, por las diferentes
sustancias, de una radiacién electromagnética de longitudes de onda situadas
en una banda definida y estrecha, esencialmente monocromatica. En algunos
casos, la espectrofotometria puede hacerse mas especifica transformando
compuestos con baja absorbancia UV, en derivados con mucha mayor
absorbancia que el compuesto original por medio de una reaccién colorida.
Los espectros UV y visible de una sustancia, no tienen en general, un alto
grado de especificidad. Sin embargo, son muy adecuados para las
valoraciones cuantitativas y en el caso de muchas sustancias, constituyen un

medio util adicional de identificacién.
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¢) Analisis volumétrico. Es un término para métodos cuantitativos, en los cuales
la cantidad de sustancia analizada se calcula a partir de la concentracién
conocida y de la cantidad medida (generalmente en volumen) de la solucién
reactiva (titulante), que se afiade a la solucion de la muestra hasta que la
sustancia analizada se haya consumido en una reaccién definida con dicho

reactivo. Al proceso se le llama titulacion.

d) Determinaciones de actividad biolégica. Se utiliza en el caso de antibidticos.
Este método compara la respuesta de un microorganismo especifico y
sensible, frente a un estandar de actividad conocida y una muestra, bajo

condiciones similares de ensayo.
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1.7 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Es muy importante establecer la confiabilidad de! método analitico, ya que es un
elemento importante para construir la calidad del medicamento. Por lo que la
validacién de dicho método permite cumplir con esta finalidad; ya que es un proceso

de evaluacién, de aceptacién de pruebas y resultados.

Segun la NOM 073-SSA1-1993, Estabilidad de medicamentos, define como
validacién a la accién de probar que cualquier material, proceso, procedimiento,
actividad, equipo o mecanismo empleado en la fabricacién o contro! debe lograr los

resultados para los cuales se destina.

La validacién de un método analitico debe cumplir con las caracteristicas de

linearidad, exactitud, precision, reproducibilidad, repetibilidad y especificidad.

» Linearidad. Es su habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una transformacién
matematica bien definida, son proporcionales a la concentracién de la

sustancia dentro de un intervalo determinado.

e Exactitud. Es la concordancia entre un valor obtenido experimentaimente y el

valor de referencia. Se expresa como el porcentaje de recobro obtenido del
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analisis de muestras a las que se les han adicionado cantidades conocidas de

la sustancia.

* Precision. Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de
una muestra homogénea del producto. Usualmente se expresa en términos

de desviacion estandar o del coeficiente de variacion.

e Reproducibilidad. Es la precisién de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo
condiciones diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo

y/o diferentes laboratorios utilizando ef mismo y/o diferentes equipos).

* Repetiblidad. Es la precisién de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo

las mismas condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio).

» Especificidad. Es la habilidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida Unicamente a la sustancia de interés y no a ofros

componentes de la muestra.
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1.7.1 Parametros a evaluar

e Linearidad del sistema.

e Precision del sistema: Repetibilidad.
¢ Especificidad del método.

e Linearidad del método.

o Exactitud del método.

e Precision del método: Repetibilidad.

¢ Precisiéon del método: Reproduciblidad.
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1.7.2 Diagrama de flujo

Cuadro 2, Diagrama de pasos para la validacion de un método analitico.

Determinar la Determinar la

linearidad del Cumple con _Si__, especificidad del
sistema. :2 ';;"t':;g: método analitico.

METODO
VALIDADO

Cuantificacion
del analito en
presencia del

Cumple con placebo.

criterios de
aceptacién. Revisar el método analitico
propuesto y realizar las
modificaciones necesarias
T para evitar interferencias.
Determinar la Determinar la
roducibilidad del
R atado. 4 ' finearidad del método.

o oo

Cumple con
criterios de
aceptacion.

Cumple con
criterios de
aceptacion.

Determinar repetibilidad
del sistema y exactitud
del método.
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2.0 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 PREFORMULACION

Material utilizado

Tubos de ensayo de diferentes tamarios con tapén.
Frascos de vidrio, color &mbar de diferentes tamarios.
Espatula cromo-niquel

Vasos de precipitados.

Lampara de luz ultravioleta.

Luz natural.

Placas de gel de silice.

Instrumentos utilizados

e Balanza anaiitica.
Tipo: Electrénica.
Marca: Ohaus.

Modelo: Explorer.
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e Potenciémetro.
Marca: Fisher Cientific.
Modelo: Accumet-930 .
Serie: 2165.

s Espectrofotémetro.
Marca: Perkin-Elmer.
Modelo X-3 Lambda 3
Serie 69144
Longitudes de onda: UV 190 nm a 380 nm
Visible 380 nm a 780 nm

s Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién
Columna XTerra™ MSC18, 3.5 um, 4.6 mm x 100 mm.
Instrumento 1
Integrador: Waters. Tunable Absorbance. Millipore. Modelo 484.
Bomba: Isocratica. Waters. Millipore. Modelo 510.

Detector: Waters. Data Module Millipore. Modelo 746,

Instrumento 2
Integrador:  Waters Millipore. Programa de computacion Millenium 32
para WM.
Bomba: Isocratica. Waters Millipore. Modelo 1515
Detector: UV-Visible 2 canales. Waters Millipore, Modelo 2487
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Equipos

Estufas de calentamiento a temperaturas de 30, 40 y 60°C.

Reactivos

Floroglucinol

Excipiente 1 (Antioxidante)
Excipiente 2 (Agente quelante)
Excipiente 3 (Estabilizador de pH)
Excipiente 4 (Conservador a)
Excipiente 5 (Conservador b)
Excipiente 6 (Cosolvente)
NaOH 1N

HCI 1N

H20 desmineralizada

H20>

Glicerol

Metanol

Hexano
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2.1.2 Principio activo

2.1.21 Analisis de materia prima

La técnica se sigue de acuerdo a los métodos generales de analisis de la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 72 Edicion.

DESCRIPCION. Polvo fino cristalino blanco o casi blanco. inodoro, de sabor dulce.

SOLUBILIDAD. Soluble en agua 1g/100 mL (20°C), soluble en metanol, éter,

acetona, etanol.

ENSAYOS DE IDENTIDAD.

A) MGA 0351. El espectro IR de una dispersién de la muestra en bromuro
de potasio corresponde a la de una preparacién similar de la Sref de

floroglucinol.

B) MGA 0361. El espectro UV de una solucién de la muestra (80 pug/mL) en
metanol, exhibe méximos y minimos solamente a las mismas longitudes

de onda, que las de una solucidn similar de la Sref de floroglucinol.
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<)

D)

E)

F)

Una solucién formada por 100 mg de vainilla, 1 mi. de agua, 1 mL de
alcohol isopropilico y 6 mL de &cido clorhidrico concentrado, se torna

naranja-rojizo en presencia de pequeias cantidades de floroglucinol.

Disolver 10 mg de la muestra en 20 mL de agua, adicionar 5 mL de SR

de cloruro férrico. Se desarrolla un color violeta claro.

Una solucién acuosa (1:100) de la muestra produce un precipitado de

color blanco con la SR de subacetato de plomo.

Una solucién acuosa (1:100) de la muestra cambia el color del papel

tornasol, de azul a rojo.

TEMPERATURA DE FUSION. MGA 0471.
117°C (si es dihidratado)

217-219°C (anhidro, en calentamiento rapido)

200-209°C (anhidro, en calentamiento lento)

AGUA. MGA 0041. No mas de 1.0 por ciento.
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VALORACION
a) MGA 0361. Espectrofotométrica UV.

Preparacion de la muestra. En un matraz volumétrico de 50 mL, depositar 50 mg
de la muestra, disolver y llevar a volumen con agua. Pasar 3 mL de esta solucién a
un segundo matraz volumeétrico de 25 mL, llevar al aforo con agua y mezclar.
Preparacion de la sustancia de referencia. Disolver una cantidad adecuada de la
Sref de floroglucinol en agua para obtener una solucién que contenga 80 ug/mL.
Determinar las absorbancias de las preparaciones en celdas de 1 cm a la longitud de
onda de maxima absorbancia de cerca de 267 nm, utilizando agua como blanco de
ajuste. Calcular la cantidad en porcentaje de floroglucinol en la muestra, mediante la

siguiente férmula:

Am x Cref x PurRef = % Pureza

Aref Cm

En donde, Am es la absorbancia de la muestra, Aref es la absorbancia de la Sref de
floroglucinol en la preparacion de referencia, Cref es la concentracion en ug/mL de la
preparacién de referencia, Cm es la concentracion teérica de la preparacion de la

muestra en ug/mL y Pur Ref es la pureza de la preparacion de referencia.
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b) MGA 0241, Cromatografia de liquidos de alta resolucion. CLAR.

Soporte Columna L2.

Fase movil Preparar y filtrar una mezcia desgasificada de acetonitrilo-agua
(2:8). Hacer los ajustes necesarios.

Preparacién de referencia. Disolver una cantidad adecuada de la Sref de
floroglucinol en agua para obtener una solucién que contenga 100 pug/mL.
Preparacién de la muestra. En un matraz volumétrico de 50 mL, depositar 50 mg
de la muestra, disolver y llevar a volumen con agua. Pasar 1 mL de esta solucién a
un segundo matraz volumétrico de 10 mL, llevar al aforo con la fase mévil y mezclar.
Condiciones del equipo. Detector de 267 nm; columna de 100 mm x 4.6 mm
empacada con L2; velocidad de flujo 1 mL/min.

Procedimiento. Filtrar con membrana de 0.45 u e inyectar 10 uL de la preparacion
de referencia y de la preparacion de la muestra, registrar los cromatogramas y medir
las respuestas de los picos mayores. El tiempo de retencion relativo es de 2.0.
Calcular la cantidad en porcentaje de floroglucinol en la porcidon de la muestra

tomada por la férmula siguiente:

Am’ x Cref x PurRef = %Pureza

Aref Cm

. - En donde, Am es el area bajo el pico de la preparacion de la muestra, Aref es el area

bajo el pico de la preparacion de referencia, Cref es la concentracion en ug/mL de la
preparacion de la referencia, Cm es la concentracion tedrica de la preparacién de la

muestra en pg/mL y Pur Ref es la pureza de la sustancia de referencia.
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2.1.2.2 Seleccion del disolvente adecuado para la formulacién

tomando en cuenta su solubilidad

Se realizé la determinacion de la solubilidad del principio activo con los siguientes
disolventes:

e Agua

e Propilenglicol

e Glicerina

e Sorbitol

El vehiculo mas empleado para las soluciones es el agua desmineralizada.

El alcohol, a pesar de ser el segundo disolvente que se desea por eleccion, se
elimind su uso, ya que la solucion oral se pretende sea destinada a la poblacién

infantil.

La glicerina interviene en soluciones formando parte del vehiculo para mejorar la
solubilidad de muchas sustancias; gracias al sabor dulce que posee, a su viscosidad

y a su alta densidad, favorece su empleo en dichas preparaciones.

El propilenglicol, siendo de mds facil manejo ya que es menos viscoso que la
glicerina, tiene un sabor menos agradable y es un eficaz disolvente en preparaciones

de uso oral.
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El sorbitol presenta demasiada estabilidad y facilita la absorcién del principio

activo, ademds de tener un sabor dulce.

Al ser muy dificil su solubilidad por la alta viscosidad de los disolventes se
opto por algun cosolvente, y con tal de obtener la cantidad de disolvente a la minima

necesaria para la solucién oral de floroglucinol se utilizaron los siguientes sistemas

Tabla 1. Matriz de trabajo variando el porcentaje de cosolvente.

rcentaje del cosolvente
10 % ) 20 % 30%
TIpO de cosolvente
Cosolvente 1 R 3
4 5 6

Cosolvente 2

Se observo que al 20% y 30% en los dos cosolventes se tenia buena

solubilidad, ademas de ser transparentes y con buen fluido de la solucion

Al principio activo se le realizaron pruebas de estabilidad en solucién con sus

TESI CON

vehiculos, utilizando los dos cosolventes.
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2.1.2.3 Estabilidad del principio activo

Se necesita tener una técnica analitica adecuada para la determinacién de
compuestos de degradacién del principio activo, por ejemplo Cromatografia en capa
fina, en este caso se utiliza ésta, debido a que presenta ventajas sobre otras técnicas

tales como HPLC o cromatografia de gases.
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Se somete el principio activo durante 28 dias a condiciones como las
mencionadas en la siguiente tabla:

Tabla 2. Condiciones para determinar la estabilidad del activo.

CONDICIONES DE USO DE AGENTES
ESTADO FISICO TEMPERATURA Y LUZ DESESTABILIZANTES
Luz Natural, temperatura ambiente.
Sélido 60°C, protegido de la luz,
Producto normal
Temperatura Con NaOH 1N
ambiente y protegido de la luz. Con HCI 1N
. Con H20,
Liquido En Producto normal
‘ Agua 60°C y protegido de la luz. Con NaOH 1N
L Con HCI 1N

Temperatura ambiente
expuesto a luz natural Producto normal
Producto normat

Temperatura Con NaOH 1IN
Sy ambiente y protegido de la luz. Con HCI 1IN
o En Con H;0;
. L(quidp _G‘Ilceroll . Producto normal
R RO - 60°C y protegido de la luz. Con NaOH 1N
Con HCI IN
Con H;02
Producto normal
A temperatura amblente Con NaOH 1N
expuesto a la juz natural. Con HCI 1IN
Con H20;
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Continuacion de la tabla 2...

ESTADO FisIicO

CONDICIONES DE
TEMPERATURA Y LUZ

USO DE AGENTES
DESESTABILIZANTES

Producto normal

Temperatura Con NaOH 1N
Ambiente y protegido de Ia luz. Con HCI' 1IN
Con H20;
Liquido En Producto normal
Propilenglicol]  60°C y protegido de Ia luz. Con NaOH 1N
Con HCI 1N
Con H20;
A temperatura ambiente
expuesto a la luz natural. Producto normal
) Producto normal
=B Temperatura Con NaOH 1N
Cqsolyente 1] ambiente y protegido de la luz. ..-Con HCI 1N
R ~Con H;0;
'quUidp Producto normal
' ’ 60°C y protegido de la luz, Con NaOH 1N
Con HCI 1N
Con H;0: '
S Producto normal
CEnc Temperatura Con NaOH 1N
) Cosolvente 2 Amblente y protegido de la luz Con HCI IN
' Con H;02
Producto normal
60°C y protegido de ia luz. Con NaOH 1N
Con HCI 1IN
Con H0:

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,

DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION

-49-



PARTE EXPERIMENTAL

Issel Jiménez Morgan

2.1.2.4 Compatibilidad del principio activo con excipientes

En este estudio se pesaron 200 mg de floroglucinol y se colocaron en 100 mL del
cosolvente (concentracion que se pretende tenga la forma farmacéutica), y se
sometieron a pruebas de estabilidad de la solucién con los excipientes que se

mencionan en la siguiente tabla.

Tabla 3. Exciplentes que se sometieron a las pruebas de compatibilidad con el activo.

Excipientes

Antioxidante

Agente quelante
Estabilizador del pH

Conservador a

Conservador b

Cosolvente

Se siguié un programa de muestreo cada tercer dia durante cuatro semanas, lo

que se evalué fueron los siguientes aspectos:

e Cambios fisicos:
= Color de Ia solucién o del polvo.

= Presencia de precipitados en la solucién.
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e Cambios quimicos:
= Tanto para la compatibilidad con excipientes como para la
estabilidad del principio activo, se utilizo la técnica de
cromatografia en capa fina para la separacién del principio
active, excipientes y de algtin producto de degradacion, usando
las siguientes fases:
o Lafase movil: mezcla de hexano-metanol (1:1).

o La fase estacionaria: gel de silice.
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2.2 FORMULACION

Floroglucino! 20.0mg
Vehicuio c.b.p. 1.0mL

Se hicieron evaluaciones de prueba donde variaba la concentracion de los

excipientes.

Para la obtencion de la cantidad de excipientes minima necesaria para la solucién

oral de floroglucinoi se utilizaron los siguientes sistemas de matrices:

Tabla 4. Matriz de trabajo, variando antioxidante y agente quelénle.

Antioxidante

0.01 % 0.05 % 0.1 %
Agente quelante ) o

0% T Z
007 % ' 3

0.05 %

01 % 70 77 BT
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La otra matriz de trabajo probada es la siguiente:

Tabla 5. Matriz de trabajo, variando los conservadores.

.- Conservador a

RS 0.015 % 0.10%. 0.2%
Conservador b - L .

0% . v
6.01% s ‘ o
5.015 % 7 B R e
0.02 % 10" 7 —F

En las formulaciones de prueba se evaluaron los siguientes aspectos:

* Solubilidad de todos los excipientes de la formulacién en el vehiculo.

e Claridad y color de la solucién.

¢ pH de Ia solucion resultante.

e Ciclado térmico. Consistid en exponer la solucién obtenida a condiciones de

24 horas por 24 horas a 5°C y a temperatura ambiente. Mediante la

cromatografia en capa fina se evalué la estabilidad quimica de la solucién

resultante.
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2.3 PRODUCTO FINAL
2.3.1 Andlisis del producto terminado

La técnica se sigue de acuerdo a los métodos generales de analisis de la

Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 72 Edicién.

ASPECTO. La solucién es transparente, incolora o ligeramente amarilla y libre de

particulas extranas.

VARIACION DE VOLUMEN. MGA 0981. Cumple los requisitos.
pH. MGA 0701. Entre 4.5 - 7.5.

ENSAYOS DE IDENTIDAD.

A) MGA 0241, CLAR. El cromatograma de la solucién de la muestra presenta
un tiempo de retencidn y un area relativa, similares al cromatograma de la
solucién de referencia, preparadas como se indica en la valoracion.

B) MGA 0241, Cromatografia en capa fina.

Soporte. Gel de silice.

Fase movil. Mezcla de hexano-metanol (1:1).
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Preparacién de referencia. Pesar una cantidad de la Sref equivalente a
10 mg de florogiucinol., pasar a un matraz volumétrico de 10 mL, disolver y
llevar al aforo con metanol, mezclar. Esta solucion contiene 1 mg/mL.
Preparacion de la muestra. Pasar una alicuota de la muestra, equivalente
a 20 mg de floroglucinol a un matraz volumétrico de 20 mL, llevar al aforo
con metanol y mezclar.

Procedimiento. Aplicar a la cromatoplaca, en carriles separados, 10 ulL de
la preparacién de referencia y 10 ul. de la preparacién de la muestra.
Desarrollar el cromatograma dejando correr la fase moévil hasta % partes
arriba de la linea de aplicacién. Retirar la cromatoplaca de la cédmara,
marcar el frente de la fase movil, dejar evaporar el disolvente y observar
bajo lampara de luz ultravioleta. La mancha principal obtenida en el
cromatograma con la preparacion de la muestra debe corresponder en

tamaino, color y Rf a la mancha obtenida con ia preparacién de referencia.

C) Meazclar 1 mL de la muestra en 40 mL de agua, adicionar 5 mL de SR de

cloruro férrico. Se desarrolla un color violeta claro.

D) Una solucién formada por 100 mg de vainilla, 1 mL de agua, 1 mL de
alcohol isopropilico y 6 mL de acido clorhidrico concentrado, se torna

naranja-rojizo en presencia de pequenas cantidades de floroglucinol

E) Una mezcla de 5mbL de la muestra con 5 mL de agua produce un

precipitado de color blanco con la SR de subacetato de plomo.
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VALORACION. MGA 0241. Cromatografia de liquidos de alta resoiucién. CLAR
Soporte. Columna L2.

Fase movil. Preparar y filtrar una mezcla desgasificada de acetonitrilo-agua
(2:8). Hacer los ajustes necesarios.

Preparacion de referencia. Disolver una cantidad adecuada de la Sref de
floroglucinol en agua para obtener una solucién que contenga 100 pg/ml.
Preparacién de la muestra. En un matraz volumétrico de 20 mL, depositar 1 mL
(20 mg) de la muestra, disolver y llevar a volumen con agua. Pasar 1 mL de esta
solucién a un segundo matraz volumétrico de 10 mL, lievar al aforo con la fase movil
y mezclar.

Condiciones del equipo. Detector de 267 nm; columna de 100 mm x 4.6 mm
empacada con L2; velocidad de flujo 1 mL/min.

Procedimiento. Filtrar con membrana de 0.45 u e inyectar 10 uL de la preparacién
de referencia y de la preparacion de la muestra, registrar los cromatogramas y medir
las respuestas de los picos mayores. E! tiempo de retencion relativo es de 2.0.
Calcular la cantidad en porcentaje de floroglucinoi en la porcién dela muestra tomada

por la formula siguiente:

Am x Cref x PurRef= % Pureza
Aref Cm

En donde, Am es el area bajo el pico de la preparacién de la muestra, Aref es el area
bajo el pico de la preparacion de referencia, Cref es la concentracion en pg/mL de la
preparacion de referencia, Cm es la concentracion tedrica de la preparacion de la

muestra en ng/mL y Pur Ref es la pureza de la sustancia de referencia.
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LIMITES MICROBIANOS. MGA 0571. La muestra no contiene mas de 100 UFC/mL
de mesodfilos aerobios, 10 UFC/mL de hongos y levaduras y libre de

microorganismos patégenos.

CALIBRACION DEL GOTERO. Tomar como minimo 10 goteros y vaciar cada uno
en una probeta graduada seca con una capacidad que no exceda de 2.5 veces el
volumen a medir, evitando la formacién de burbujas y permitiendo el escurrimiento
durante un tiempo no mayor de treinta minutos. Cuando hayan desaparecido las

burbujas, medir el volumen. Cuantificar el numero de gotas por mililitro.
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2.4 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

2.4.1 Desarrollo del método analitico

El procedimiento se describié en el 2.3.1.
Al ser solamente un principio activo se pensé analizar primero por
espectrofotometria UV, pero no tenfa especificidad, el cual se demuestra en el

siguiente espectro de absorcién ultravioleta.

Gréfica 1. Espectro de absorcion ultravioleta de la muestra, placebo y producto.
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El principio activo tiene un maximo de absorbancia en 267 nm, el placebo a
254 nm y el producto terminado a 264 nm, por lo que no se puede comparar con una

sustancia de referencia y por lo tanto no existe especificidad en el método.

Por lo que se tuvo que escoger un método que fuera igual de rapido, pero mas
confiable que pudiera separar perfectamente al principio activo de sus excipientes.

La solucién es la cromatografia de liquidos de alta resolucion.
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2.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

2.5.1 Reactivos, instrumentos y material

Equipo e instrumentos

Balanza Analitica

Cromatografo de liquidos de alta
resolucion

Sonicador o Equipo para agitacion

magnética

Reactivos

Sustancia de referencia de Floroglucinol
Agua

Acetonitrilo

Antioxidante

Agente quelante

Estabilizador de pH

Cosolvente

Conservador a

Conservador b

Material

1 Vaso de precipitados de 250 mL
4 Matraces de 100 mL

4 Pipetas de 1 mL

Espatula

Pera de succion

Piseta

Afrodiscos

Agitador magnético (sl se desea)
Tubos de-ensayo

Jeringas

1 Gradiilla

Papel parafilm
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2.5.2 Linearidad del sistema

Se realizaron 3 curvas estandar, utilizando Floroglucinol (sustancia de
referencia), de acuerdo al método analitico descrito anteriormente. Para lo cual, se

utilizaron 6 concentraciones diferentes en un rango de 50 a 200 ug/mL (50% a 200%)

Cada concentracion se prepard por triplicado. Se analizaron las muestras
utilizando el método propuesto y se registraron los resultados. La linearidad de!

sistema se determiné graficando concentracion de las muestras contra area.

Los pardmetros estadlsticos evaluados son: coeficiente de variacion, de

correlacién, de determinacion y faita de ajuste.

Estos parametros nos permiten determinar si existe linearidad entre la
concentracién del analito y su respuesta (4rea), debido Unicamente a éste intervalo

estudiado.
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3 CURVAS ESTANDAR

Sustancia de referencia: Floroglucinol

Concentraciones Porcentaje
1.- 50 pg/mL 50 %
2-. 80 wghmL. . 80 %

3-0100. ugmL 100 %
4- 120 j:'ﬁf ggi(nL' 120 %
55 150 pgiml 150 %
6- 200 pgimL 200 %

- Criterios de aceptacion:

* Coeficiente de determinacion: r°>0.98

e Coeficiente de regresién: r 2 0.99

* Ordenada al origen: su valor debe ser estadisticamente igual a cero.

+ Pendiente: su valor debe ser estadisticamente diferente de cero.

e Coeficiente de variacion por nivel de concentracién € 2.0%
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2.5.3 Precision del sistema: Repetibilidad

La evaluacién de este parametro se realizé analizando por sextuplicado el

nivel al 100% de la linearidad del sistema.

Este parametro se evalué por el mismo analista y bajo las mismas
condiciones. Los criterios estadisticos evaluados son: media, desviacion estandar y

coeficiente de variacion.

Criterio de aceptacion:
e Los por clentos recuperados y los coeficientes de variacién a cada nivel y los
globales de todo el intervalo de la linearidad deben estar de acuerdo a la

tabla 6.
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2.5.4 Especificidad del método

Se analizé el placebo constituido por antioxidante, agente quelante,

estabilizador de pH, conservador a, conservador b y cosolvente.

Se determind la respuesta del placebo contra la sustancia de referencia al

100%.
Se trato de acuerdo al método analitico descrito en el punto 2.3.1 y se analizé

en el cromatégrafo.

Criterio de aceptacion:

e El placebo no debe interferir en la cuantificacion del principio activo.
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2.5.5 Linearidad del método

Se determind preparando muestras de placebos, a los que se les adicion una
concentracién conocida del activo. Se efectuaron 3 curvas a 6 diferentes
concentraciones. Las concentraciones de las soluciones finales de los placebos
cargados se encuentran dentro del intervalo de la linearidad del sistema,
considerando a 100 pg/mL el punto central, como el 100%, contandose asi el rango

analizado de 60 — 200 ug/mL, equivalente a un intervalo de 60 — 200%.

Se registraron y tabularon las respuestas comrespondientes a cada
concentracion de las muestras, considerando como valor “x” las concentraciones de

la muestra cargada y valor “y" la respuesta obtenida (% de recobro).

Los parametros estadl(sticos evaluados como criterios de aceptacion son: el
coeficiente de correlacion, de determinacién, la pendiente y la ordenada al origen.

También se hizo un andlisis de varianza para comprobar la linearidad.
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Criterios de aceptacion:

» Coeficiente de determinacién: r* = 0.98

e Coeficiente de regresién: r = 0.99

» Ordenada al origen: su valor debe ser estadisticamente igual a cero.
e Pendiente: su valor debe ser estadisticamente igual a uno.

* Pendiente relativa P.R. = 0.98-1.02

* Coeficiente de variacion por nivel de concentracién < 2.0%
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2.5.6 Exactitud del método

Para evaluar este parametro, se llevo a cabo el andlisis de los placebos, a las
muestras se les adiciond una concentracién conocida de la sustancia de referencia
de floroglucinol. La concentracién final de estas preparaciones fue el 100% tedrico.
La preparacion se realizé por sextuplicado de forma independiente y la cuantificacion

del analito se realizo interpolando la respuesta (dreas) en la curva estandar.

Dentro de los parametros estadisticos evaluados se encuentran: la media,
desviacion estandar, coeficiente de variacién, intervalo de confianza (100% de

recobro) y la prueba de hipétesis nula y alterna.

Criterios de aceptacion:
* Los por cientos recuperados y los coeficientes de variacién a cada nivel y los

globales de todo el intervalo de la linearidad debe estar de acuerdo a lo

siguiente
Tabla 6. Especificaciones para el método cromatografico.
Método Promedio de recobro C.V.
Cromatografico 98% -102% <2.0%

s La media debe ser estadisticamente igual al 100% de recobro.
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2.5.7 Precision del método: Repetibilidad

La evaluacion de este pardmetro se realizé analizando por sextuplicado el

nivel al 100% de la linearidad del método.

Este parametro se evalué por el mismo analista y bajo las mismas
condiciones. Los criterios estadisticos evaluados son: media, desviacion estandar y

coeficiente de variacion.

Criterio de aceptacion:
* Los por cientos recuperados y los coeficientes de variacion a cada nivel y los
globales de.todo el intervalo de ia linearidad deben estar de acuerdo a la

tabla 6.
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2.5.8 Precision del método: Reproduciblidad

Para evaluar la reproducibilidad de! método, el trabajo se efectu6 en dos dias
diferentes, por dos analistas independientes, bajo las mismas condiciones (método,
equipo, reactivos) se utilizaron muestras de producto terminado y se analizaron por

triplicado.

Los parametros estadisticos calculados fueron; la media, desviacién estandar,
coeficiente de variacién y analisis de varianza para determinar si existe una
diferencia significativa en los resultados causados por las variables en estudio asi

como por la interaccién entre ellas.

Criterio de aceptacion:
* Los por cientos recuperados y los coeficientes de variacién a cada nivel y los
globales de todo el intervalo de la linearidad deben estar de acuerdo a la

tabla 6.
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2.6 ESTABILIDAD ACELERADA

Para registro de un medicamento o modificaciones a las condiciones de
registro. Se deben llevar a cabo en tres lotes piloto o de produccion con la
formulacion y el material de envase sometidos a registro, de acuerdo al siguiente

cuadro:

Condiciones de almacenamiento: Anilisis:
40°C a humedad ambiente para formas 30, 60y 90 dias.
farmacéuticas liquidas y semisdlidas.

Para fines de registro de un medicamento con farmacos nuevos en México, el
fabricante del medicamento debe presentar ante la Secretaria de Salud estudios de
estabilidad acelerada y/o a largo plazo de tres lotes del (los) farmaco(s) efectuados

por el fabricante de los mismos, utilizando métodos analiticos validados.

Los parametros a evaluar en soluciones y suspensiones son la concentracion del
farmaco, caracteristicas organolépticas, pH, limites microbianos, y cuando proceda:
resuspendibilidad (en suspensiones), pérdida de peso {(envase de plastico), prueba
de eficacia de conservadores y/o valoracién de los mismos, esterilidad, materia
particulada y pruebas de irritabilidad ocular o en piel, éstas se deben llevar a cabo en
analisis inicial y final. Todos los estudios deben llevarse a cabo en muestras en
contacto con el tapén para determinar si existe alguna interaccion, que afecte la

estabilidad del producto.

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION -69-




RESULTADOS Y ANALISIS
ESTUDIOS DE PREFORMULACION

Issel Jiménez Morgan

3.0 RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 ESTUDIOS DE PREFORMULACION
3.1.1 Andlisis de materia prima

La técnica analitica se describe en el punto 2.1.2.1

Tabla 7. Resultados de andlisis de materia prima

DETERMINACIONES ESPECIFICACIONES RESULTADOS

DESCRIPCION Polvo fino cristalino blanco o casi Conforme
blanco. Inodoro, de sabor dulce.

SOLUBILIDAD Soluble en agua 1 g/100 mL (20°C), Conforme
soluble en metanol, éter, acetona,
etanol.

/DENT/DAD : ) Positivas B) y D) Positivas
S TEMPERATURA DE 200°C - 219°C. 218°C
. |FUSION .
~|acua Méximo 1.0 %. 0.79%

VALORACION 98% - 102% 99.3%
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3.1.2 Solubilidad

Se pesaron 2 g del principio activo y se trataron de disolver en 100 mL.

Tabla B. Resultados de solubilidad del principio activo.

Disolvente Solubilidad
Agua hid
Propilenglicol bl
Glicerol b
Sorbitol *

Muy ligeramente soluble
hd Poco soluble

ok Soluble

Al utilizar un cosolvente se tenia una mejor solubilidad, como se comprobé en
la tabla 1, donde se observa que al 20% y 30%, los dos cosolventes presentan una

solucién transparente y con buena fluidez.
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3.1.3 Estabilidad del principio activo

3.1.3.1 Estabilidad en estado sélido

Se siguidé un programa de muestreo cada tercer dia durante cuatro semanas

del principio activo disuelto y tratado segun la tabla 2.

Tabla 9. Resultados de la estabilidad del principio activo.

RESULTADOS
ESTADO | CONDICIONES { DETERMINACION SEMANA
Fisico 1 2 3 4
Luz Natural Fisica S/IC Ss/C S/C S/C
Principio Cromatografica sS/IC s/C S/C S/C
activo |60°C Fisica S/C S/IC S/IC s/IC
Sélido Cromatografica S/C sS/IC |siC |s/IC

S/C sin cambio
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A las muestras mencionadas en la tabla 9, después de 28 dias, se les realizo la
valoracién espectrofotémetricamente, y se compararon con una preparacion de

referencia, la pureza que se obtuvo se demuestra en la siguiente tabla:

Tabla 10. Resultados de la estabilidad del principio activo determinados por espectrofotometrfa UV,

Materia Absorbancia % pureza

Sdlido a temperatura
ambiente 0.4389 99.93

Sélido expuesto a la luz
solar 0.4142 94.31

Solido expuesto a 60°C | - 0.4471 1018

Sustancia de:

refék;eh:(:i‘a“ 996 L
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La siguiente grafica muestra los espectros de absorcién UV-Visible de las
muestras mencionadas en las tablas 9 y 10, al compararse con una sustancia de

referencia de floroglucinol.

Gréfica 2. Espectro de absorcion del activo evaluado a pruebas de estabilidad en estado s¢lido.
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3.1.3.2

Estabilidad en estado liquido

Se siguio un programa de muestreo cada tercer dia durante cuatro semanas del

principio activo disuelto y tratado segun la tabla 2.

Se obtuvieron los siguientes resultados de estabilidad del principio activo:

En agua

Tabla 11. Resultados de estabilidad de! activo en solucién con agua en condiciones normales.

CONDICIONES DE RESULTADOS
ESTADO| TEMPERATURA DETERMINACION SEMANA
Fisico Y LUz inicial 1 2 3 4
Temperatura fisica S/ICpp |S/Cpp |S/ICpp |S/Cpp |S/Cpp
ambiente y cromatografica |S/C S/C S/C s/C S/C
protegido de la luz :
En 60°C, protegido |{ fisica S/IC cDC cDC cbhC
Agua de la luz cromatografica |S/C S/IC S/IC s/C | SIC
A temperatura fisica S/IC CDC [CDC CDC - >
ambiente expuesto | cromatografica |S/C s/C S/C S/C :
a la luz natural o
CDC Cambio de color
S/C Sin cambio
S/C pp Sin cambio de color con precipitado
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Gréfica 3. Espectro de absorcion del activo evaluado a pruebas de estabilidad en estado liquido.
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En glicerol
Tabla 12, Resultados de estabilidad del activo en solucién con glicerol.
RESULTADOS
CONDICIONES DE SEMANA
TEMPERATURA Y | DETERMINACION ] 2 3 3
LUz pH pH pH pH
Producto | fisica SIC ]6.59 |S/IC |6.40 |[CDC |6.10 |CDC [6.28
Temp  |normal  [cromatografica | S/C S/C S/C sic
amblente, Igon fisica CDC |9.36 |CDC |9.38 [CDC |9.35 |CDC |9.28
protegido de | NaoH 1 N cromatografica | S/IC [CRT | [CRT | CRF |
iz s fisica €DC [0.28 |CDC |0.32 |COC |0.35 [CDC |0.34
HCI N Yoromalografica | S/C siIC SIC SiC
fisica SIC [4.42 |[SIC [382 [S/IC [3.50 |S/IC [3.48
Con H:0; [cromatografica | S/C SIC SiC SIC
» Producto [ fisica CDC [6.59 |[CDC (6.40 |CDC [6.10 |CDC |6.36
- 60°C, . |normal  Feromatografica | S/C SIC S/iC SiC
protegido de Ieon fisica CDC |9.36 |CDC [9.08 |CDC [9.01 |CDC [9.16
~.falz INaOH 1 N [Gromatografica | CRT CRT | [cRr | [cRY |
Con fisica CDC |0.28 |[CDC |0.62 |CDC |0.55 |CDC |0.24
HCIIN  [cromatografica |S/C SIC SIC SIC
Producto | fisica CDC |6.68 |[CDC |6.40 [CDC |6.11 |CDC 16.27
_," Temp. normal cromatografica [S/C S/C S/C S/IC .
ambiente, 'gon fisica CDC [9.35 |CDC |9.37 |CDC {9.30 |CDC |9.25
ex'::?::’ 8 |NaOH N [cromatografica | CRF 'CRf | 'CRf | W
1 et 16O fisica CDC [0.28 {CDC [0.32 {CDC |0.30 |CDC |0.28
N HCIIN  [eromatografica | S/C S/IC SiC SiIC
T eDpe Cambio de color
s/C Sin cambio
S/C pp Sin cambio con precipitado
CRf Cambio de Rf
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En propilenglicol

Tabla 13. Resultados de estabilidad del activo en solucion con propilengticol.

RESULTADOS
CONDICIONES DE | DETERMINACION SEMANA
TEMPERATURA Y 1 2 3 3
Luz pH pH pH pH
Producto | fisica SIC 645 |S/IC_]6.32 |SI/IC [6.20 [S/IC |6.09
Temp normal cromatografica |S/C SIC S/C SIC
ambiente, fEon fisica CDC | 8.51|CD |8.53 |[CDC| 8.53|CDC |8.47
protegido de | NaH 1 N [Gromatografica | S/ [CRf | CRf CRT |
iz e fisica SIC 777 [siIC_|1.78 |SIC [1.85 [SIC |81
HCIIN  Pcromalografica |S/IC SIC SiC siIC
fisica SIC |3.34 |[SIC [3.23 |SIC |3.24 |SIC [3.28
ConH;0: fcromatografica | S/C SiC S/C siC
Producto | fisica CDC |6.45 |CDC |6.35 [CDC|6.36 |[CDC |6.27
60°C,  |normal cromatografica |S/C SIC SiC SIC
protegido de g fisica CDC | 8.51|CDC | 8.53|CDC| 8.54|CDC |8.57
-1z INaOH IN [Cromatografica |CRY CRF CRI 'CRY |
‘ Con fisica cDC [1.77 1.45 [CDC(1.48 |CDC [1.48
3 HCIIN  rcromatografica | SiC s/C SiC SIC
Temp. Amb. | Producto | fisica CDC |6.45 [CDC [6.32 |CDC|6.20 |CDC 16.09
Luz Natural [normal  [cromatografica | S/C S/IC S/IC siC
.cbc Cambio de color
S/C Sin cambio
S/C pp Sin cambio con precipitado
CRf Cambio de Rf
DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION -78 -




RESULTADOS Y ANALISIS

Estabilidad en estado liquido

Issel Jiménez Morgan

En cosolvente 1

£51a TESIS NO SALR
DE LA BIBLIOTECA

Tabla 14. Resultados de estabilidad del activo en solucién con cosolvente 1.
CONDICIONES DE RESULTADOS
SEMANA
EM
T PE::ZTURAY DETERMINACION 1 2 3 4 7
pH pH pH pH
Producto [ fisica S/C [4.89 [S/C 1451 [CDC | 4.50{CDC [4.30
Temp | normal cromatografica |S/C sic sic S/IC
amblente, oy fisica CDC [8.82 |CDC | 8.94|CDC | 8.83|CDC [8.83
:"’:"9:'“ NaOH 1 N [Cromatografica | S/C CRf CRf CRf
e la luz,
Con fisica SIC | 1.67 [CDC | 1.74|CDC | 1.64|CDC |1.67
HCIIN  Feromatografica |S/C SIC SIC S/C
fisica SIC [8.82 |S/IC |8.78 |CDC | 8.85|CDC [8.95
Con H:0: [cromatografica | S/C SiC SiC SIC
Producto | fisica CDC | 4.89|(CDC | 485|CDC | 4.92(CDC [4.96
60°C, [normal cromatografica |S/C SIC siC s/iC
protegido |=o0 fisica COC | 8.82|CDC | 8.91|CDC | 9.72|CDC |9.62
dela luz. | NaOH 1 N [eromatografica | GRY CRf CRf CRf
Con fisica CDC | 1.67|CDC | 1.01|CDC | 1.01|CDC [0.50
HCIIN  fcromatografica | S/C s/c SIC siC
. CDC Cambio de color
S/C Sin cambio
"~ S/C pp Sin cambio con precipitado
CRf Cambio de Rf
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En cosolvente 2

Tabla 15. Resultados de estabilidad del activo en solucién con cosolvente 2.

RESULTADOS j
CONDICIONES DE DETERMINACION 5 SEMANA 5 2 1
TEMPERATURA Y
pH pH H H
LUZ P P
Producto | fisica SIC |5.35 |CDC | 4.84|CDC | 4.86 |CDC [4.24
Temp {normal cromatografica |S/C s/C Ss/C s/C
ambiente, 5oy fisica S/IC |7.82 |CDC | 7.85(CDC | 7.84|CDC |7.60
pdro:egiido NaOH 1 N [cromatografica | S/C CRf CRf CRf
e la luz.,
Con fisica CDC (1.65 |CDC [1.83 |CDC | 1.85|cDC [1.70
|HCIIN  [cromatografica | S/C S/IC SIC SiC
fisica SIC |4.42 |SIC [3.82 |CDC | 3.95|CDC |3.50
Con H;0: ['cromatografica | S/C S/IC SIC S/C
Producio | flsica CDC |5.35 |CDC [4.84 [CDC |4.86 |CDC |4.24
60°C, |normal  [cromatografica |S/C sIC SIC SIC
protegldo IEon: fisica CDC [7.83 |CDC |7.84 |CDC [7.83 |CDC |7.59
delaluz. |NaOH 1N [Gromatografica [S/C CRY CRT CRY
Con fisica CDC |1.64 |CDC [1.83 {CDC |1.85 |CDC |1.70
HCIIN  Feromatografica | S/C SIC S/C SIC
cDC Cambio de color
S/iC Sin cambio
S/C pp Sin cambio con precipitado
CRf Cambio de Rf
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Con los resultados obtenidos en las tablas 12 — 15, se realizd el espectro de
absorcién UV de algunas muestras que se sospechaban se estaban degradando y
con este se confirmo la degradacién del activo a pH basico. Por el valor de Rf en la
cromatografia vemos que los pH's alcalinos afectan tanto a temperatura ambiente

como a 60°C.

Grafica 4. Espectro de absorcién del aclivo evaluado en las pruebas de estabilidad a diferentes pH's.
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3.1.4 Compatibilidad del principio activo con los excipientes

Al colocarse el principio activo con los excipientes no mostré ninguna
incompatibilidad, al contrario le dio mas estabilidad, los estudios que se llevaron a

cabo para conocer la compatibilidad con los excipientes se muestran a continuacién:

Tabla 16.Excipientes que se utilizaron para estudiar compatibilidad con el activo.

Excipiente a (Antioxidante)

Excipiente b (Agente quelante)

Activo Excipiente ¢ (Estabilizador de pH)

Excipiente d (Conservador a)

Excipiente e (Conservador b)

Excipiente f (Cosolvente)

Si existe alguna interaccion significativa se busca un excipiente alternativo, si

no existe interaccion es el excipiente recomendado.
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3.2 FORMULACION

Para la obtencién de la cantidad de excipientes minima necesaria para la solucién
oral de floroglucinol, se evaluaron los resultados que se consiguieron en la

preformulacion, basandose en los estudios que se mencionaron en las tablas 4y 5.

En las formulaciones de prueba se evaluaron los siguientes aspectos:
e Solubilidad de todos los excipientes de la formulacion en el vehiculo.
* Claridad y color de la solucion.

e pH de la solucién resultante.

Tabla 17. Resultados de la matriz de trabajo, variacién de antioxidante y agente quelante.

Antioxidante
0.01% 0.05 % 0.1%
Agente quelante
0% x o= Y
001 % x ST
0.05% RS Er v
0.1 % B T A v

¥ Satisfactorio

x No satisfactorio

El principio activo cambia el color de la solucién en la que se encuentra
disuelto; por lo que al agregar el antioxidante, la solucién debe permanecer clara.
Para la determinacién de los resultados que se llevaron a cabo en este analisis se

realizo solamente inspeccion visual.
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La ofra matriz de trabajo probada es !a siguiente:

.

Tabla 18. Resultados de la matriz de trabajo, variando conservadores.

;Conﬂserkv“adora R )
' i 0015% | .040% . |  02%

Conservador.b

T002%

v'Satisfactorio

x No satisfactorio

Para la determinacién de los resultados que se llevaron a cabo en este anélisis se
realizo la prueba de limites microbianos, siguiendo el MGA 0571, método general de

analisis segun la FEUM 72 edicién.

A la solucion, por tener conservadores, se le agrego un polisorbato 80 a una
concentracion de 5%, para inactivar la accion de los conservadores, y asi permitir el

crecimiento de los microorganismos en el analisis.
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Se realizaron las siguientes pruebas para la cuantificacion de microorganismos:

o Mesdfilos aerobios. Se llevo a cabo sin ninguna dilucién porque su
cuantificacion se pudo realizar directamente, en caso de que esto no hubiera
ocurrido se utiliza como disolvente la solucién diluida de fosfatos pH 7.2. El
medio de cultivo que se uso fue el agar soya tripticaseina, con un tiempo de

incubacién de 24 horas y a una temperatura de 35°C.

» Hongos y levaduras. Utilizando el agar dextrosa Sabouraud, con un tiempo de

incubacion de 72 horas y una temperatura de 22.5 + 2.5°C.

e Patégenos. Utilizando caldo lactosado, con un tiempo de incubacién de 18-
24 horas y una temperatura de 35°C. Se resiembra un mililitro en cada uno de
los caldos de selenito-cisteina y tetrationato, para la posible cuantificacion de
Escherichia coli y Salmonella sp., respectivamente. Se hacen estas pruebas

por ser una solucion oral.

Criterios de aceptacion:
¢ Menos de 100 UFC de mesdfilos aerobios por mililitro de solucion.
o Menos de 10 UFC de hongos y levaduras por mililitro de solucién.

e Ausencia de patégenos.
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3.2.1 Formulacién final

La solucién oral de floroglucinol quedo de la siguiente manera:

INGREDIENTE
Floroglucinol
Antioxidante
Agente quelante
Conservador a
Conservador b
Estabilizador del pH
Cosolvente

Vehiculo
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3.2.2 Metodologia del proceso para la fabricacién de la solucién oral

Cuadro 3. Proceso de manufactura.

e
ooorg !
Surtido y ’
pesado de las
materias | Filtrar
primas. l_'——”—_l s

A

Disolucién de Cmee————
los excipientes Llenar los
frascos.

en agua.

y

( Trasladar el
producto a
acondicionado

Agregar el
‘principio activo.

Adicionar el
cosolvente y

|

mezclar hasta Etiquetado
homogeneizar,
y
Llevar a H—————\
volumen con Andilisis de
agua producto
terminado.

Analisis de
producto en
proceso.

Reproceso
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3.2.2.1 Escalamiento del proceso

Los equipos que se utilizaron para el escalamiento del proceso fueron los siguientes:

e Llenadora de soluciones
o Marca DE VECCHI

o Capacidad teérica 30 gpes por minuto

o Homogenizador
o Marca SILVERSON
o Modelo Bx
o No de serie 2CM0607
o Capacidad te6rica 2850rpm

e Marmita con chaqueta
o Marca INTERTECNICA
o Modelo MEF40
o No de serie 767

o Capacidad tedrica 165 L

* Tanque con agitador

o Capacidad teérica 500 L
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» Tanque contenedor de liquidos

o Capacidad teérica 200 L .

e Molino coloidal
o Marca REMSA
o Modelo 182TDTCCV
o Node serie 14

o Capacidad tedrica 4 Kg de tolva
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3.2.22 Tipo de envase, tapa y gotero

ENVASE

A) Altura total.

B) Altura de la rosca.

C) Diametro externo de la boquilla con rosca.
D) Diadmetro externo de la boquilla sin rosca.
E) Diadmetro interno de la boquilla.

F) Diametro del cuerpo.
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Determinaciones

Descripcién.

Aspecto.

Color.

Dimensiones

Especificaciones

Envase cilindrico de base plana de PVC, corona de No. 22
con capacidad de uso de 60 cm? al cuello y 74.8 - 82 cm®

al derrame.

Ningtin frasco debe encontrarse deforme, perforado, roto,
con rebabas, con burbujas de aire o material extraio

estratificado en las paredes.
Ambar transiucido.

A) 86.20 - 87.98 mm
B)9.45 - 10.22 mm
C)21.49-21.89 mm-
D) 19.35 - 19.76 mm

E) Minimo 15.30 mm
~F)37.62~39.14 mm
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TAPA

Determinaciones

Descripcion

Aspecto

Color

Dimensiones

A) Altura.
B) Diametro interno con rosca.
C) Diametro interno sin rosca.

D) Diametro externo.
Especificaciones

Tapa inviolable de polietileno de baja densidad para

corona No. 31K.

Ninguna tapa debe encontrarse sucia, deforme,

perforada, rota o con rebabas.
Blanco opaco.

A)10.96 — 11.83 mm
B) 19.74 ~20.50 mm

C)21.92 - 22.53 mm
D) 24.65 — 25.45 mm
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GOTERO
6
B
e LN
A
F
D
\ 4
= ke

A) Altura total.

B) Aitura de la bombilla.

C) Altura de la rosca.

D) Altura del cuerpo.

E) Diametro del cuerpo.

F) Altura de la tapa del gotero.
G) Diametro de la rosca.

H) Diametro de la tapa de la rosca.
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Determinaciones Especificaciones
Descripcion Gotero de polietileno de baja densidad.
Aspecto Ningtin gotero debe encontrarse sucio, deforme,

perforado, roto o con rebabas.

Color Blanco opaco.

Dimensiones A) 90 - 93 mm
B) 22 -25mm
C)11-12mm
D) 78 -83 mm
E)6~7 mm
F) 65 - 67 mm
G)24-26mm

H) 22 = 23 mm
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3.3 RESULTADOS DE PRODUCTO TERMINADO

FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL PEDIATRICA.
La técnica analitica se describe en el punto 2.3.1

Tabla 19. Resultados de producto terminado.

DETERMINACIONES ESPECIFICACIONES RESULTADOS

La solucién es transparente, incolora
ASPECTO o ligeramente amarilla, no contiene Conforme

particulas extraiias

VARIACION DE Cumple requerimientos Cumple
VOLUMEN

|1DENTIDAD - A) Positiva A) Positiva

45-75 6.01
| vaLoraciON 90% - 110% 100.4 % -
‘ LIMITES Menos de 100 UFC/mL mesdfilos aerobios,
MICROBIANOS menos de 10 UFC/mL hongos y levaduras, Cumple
ausencia de microorganismos patégenos
CALIBRACION DEL
GOTERO Cumple requerimientos Cumple
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3.4 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Como se menciono en el punto 2.4.1 se opto por la cromatografia de liquidos

de alta resolucién, ya que el método espectrofotométrico carecia de especificidad.

Se probaron varias fases mdviles con la finalidad de obtener una, que

separara adecuadamente el principio activo de sus excipientes.

Se variaron las concentraciones de los solventes y se mezclaron, la que dio

mejores resultados fue acetonitrilo al 20%.

El método analitico se describié en el punto 2.3.1, en analisis de producto

terminado.
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3.5 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

3.5.1 Linearidad del sistema

Tabla 20 Linearidad del sistema Floroglucinol.
Coeficiente
Concentracién Nivel Réplicas Areas Promedio | Desviacién de
Floroglucinol % estandar | variabilidad
pg/mL %
1 220680
50 50 2 216652 216680 3986.07 1.84
3 212708
o1 320656
2 312936 | 315655.3 | 4336.24 1.37
3 313374 E
A1 408442 BRI
2 303752 | 403617 | ‘48939 | 1.21
3 398657 BEN
-1 485576 L
2 475499 |477542.33| 7231.84 . 1.51
T3 471552 ‘
1 607873
2 593189 | 599075.3 | 7762.85 | 1.30
3 596164
1 810492
200 200 2 799439 | 804133.3 | 5711.37 0.71
) 3 802469
.- Resuiltados obtenidos en 3 curvas de calibracion para evaluar la relacion

entre la concentraciéon de Floroglucinol (ug/mL) y las areas de los picos.
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Tabla 21. Resultados y criterio de aceptacion de la linearidad del sistema.

Resultados Criterio de aceptacion
r =0.99N ‘ r20.99
? = 0.9982 2>0.98
b= 3949.94
a = 8624.50

RECTA DE REGRESION

y=mx+b

y = 3949.93x + 8625

Area = 3949.93 (Concentracién) + 8625

Concentracion = Area — 8624.50
3949.94

Capacidad predictiva del modelo empirico

Tabla 22. Prediccién del modelo empirico.

Concentracion pg/mL Area
50 206121.5
80 324619.4
100 403618
120 482616.6
150 601114.4
200 798610.9
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Intervato de confianza para b

P (3949.54 < B < 3950.34) = 95%
Prueba de hipétesis para b
Ho:b=0

Ha:b=0

taxp= 17173.64 > tiapias = 1.746
tiablas N-2, 95%

Por lo tanto la pendiente no se debe al azar.

Intervalo de confianza para a

P (-1662.54 < a < 18911.55) = 95%
Prueba de hipdtesis para a
Ho:a=0

Ha:a=0

toxp= 1.46 < tiatias = 1.746

" Por lo tanto el intercepto en “y” no difiere significativamente de cero.
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Grafica 5. Linearidad del sistema de la validacién del método analitico.
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Grafica 6. Descripcion grafica del modelo empirico utilizando el programa de validacién CAFET.
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Tabla 23. Comprobacién de la linearidad del sistema mediante ANADEVA (Analisis de varianza).

Fuente de al s:C M:C Foxp. Ftabias

variacién

Regresion 1

- 6.62* 10" 6.62 * 10" | 9096.82 4.49

Error de

regresion-

;2,99 3.71

Error puro 1.6*10%

Fr> F (1,16:0.05) Y Ffa< F (4,12,0.95)

Por lo tanto el modelo lineal es correcto para describir la relaciéon entre la

cantidad del analito (x) y !a respuesta obtenida (area y).

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
DISENO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA SU CUANTIFICACION - 101-



RESULTADOS Y ANALISIS
Linearidad del sistema

Issel Jiménez Morgan

El cromatograma de 50 pg/mL que se obtiene es el siguiente:

Gréfica 7. Cromatograma de la sustancia de referencia a 50 ug/mL.
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El cromatograma de 80 pug/mL que se obtiene es el siguiente:

‘Grafica 8. Cromatograma de la sustancia de referencia a 80 pg/mL.
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El cromatograma de 100 ug/mL que se obtiene es el siguiente:

Gréfica 9. Cromatograma de la sustancia de referencia a 100 ug/mL.
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El cromatograma de 120 ug/mL que se obtiene es el siguiente:

Gréfica 10. Cromatograma de la sustancia de referencia a 120 ug/mL.
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El cromatograma de 150 ug/mL que se obtiene es el siguiente:

Gréfica 11. Cromatograma de la sustancia de referencia a 150 pg/mL.
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El cromatograma de 200 pg/mL que se obtiene es el siguiente:

Griéfica 12, Cromagogfama de la sustancia de referencia a 200 pg/mL.
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3.5.2 Precision del sistema: Repetibilidad

Tabla 24 Repetibilidad del sistema para Floroglucinol.

Concentracién tedrica | Por ciento de recobro
de Floroglucinol encontrado %
png/mb.

100.11
100.98

100 98.89
99.58
100.29
101.22

Resultados de 6 lecturas de una misma muestra, con una

concentracién tedrica de 100 ng/mL de Floroglucinol

Resuitados Criterios de aceptacion
n= 6

x= 100.18 %

S= 087

CV=087% CV=15%

TESIS Coy ]
FALLA DF OmtGey |
ud

Eaen s NSRS
e SRR
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Grafica 13. Repetibilidad del sistema.
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3.5.3 Especificidad del método

Se analizo el placebo y se trato de acuerdo al método analitico descrito, y se

observo que no interfiere en la cuantificacién del activo.

Gréafica 14. Cromatograma del activo a 100 ug/mL.
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 Grafica 15. Gromatograma del placebo con las mismas diluci’qne‘s." :
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3.5.4 Linearidad del método

Tabla 25 Linearidad del método Floroglucinol. Concentracién tedrica, porcentaje de recobro que
representa, respuesta y concentracién experimental encontrada.

Porcentaje de Desviacién | Coeficiente de
recobro tedrico (%) Area %erecobro Media estindar | variabilidad %
252109 61.64
60 250886 61.33 61.24 0.46 0.75
248555 60.74
324805 80.05
80 320313 81.19 80.95 0.80 0.99
330021 81.60 '
307541 6088 | T
100 396270 | 98.14 99.44 | 144 | 195
L 200407 99.19 S
- 286381 120.95
o120 383164 | 2014 | 12094 080 | 086
o 489443 | 12173 a
597830 14947 N EE
150 508784 149.41 148.57  125 0.84
589831 147.14 o
793207 798.65
200 805581 20176 | 200.19 1.56 0.78
759206 200.15
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Para obtener la concentracién recuperada se siguid la férmula de la recta de
regresion que se obtuvo de la linearidad del sistema:
Concentracién = Area — 8624.50
3949.94

Tabla 26. Resultados y criterio de aceptacién de la linearidad del método.

Resultados Criterio de aceptacion
r = 0.9996 r=0.99
P = 0.9992 > 0.98

a= 1.38

b= 0.99

RECTA DE REGRESION

y=mx+b

y= 0.99x +1.38

Capacidad predictiva del modelo empirico

Tabla 27. Prediccion del modelo empirico.

Concentracién pg/mL Area
60 60.79

80 80.59
100 100.39
120 120.20

150 149.91
200 19942

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
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Intervalo de confianza para b

P (0.990 < § < 0.99902) = 95%

Prueba de hipotesis para b
Ho:b=0
Ha:b=0

toxp = 1194.70 > tiapias = 1.746
tiabtas N-2, 95%

Por lo tanto la pendiente no se debe al azar.

Intervalo de confianza para a

P (-0.096 < o< 2.86) = 95%

Prueba de hipétesis para a
Ho:a=0
Ha: ax 0
torp = 1.63 < lapias = 1.746

Por o tanto el intercepto en “y” no difiere significativamente de cero.

DESARROLLO DE UNA FORMULACION DE FLOROGLUCINOL EN SOLUCION ORAL,
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Tabla 28 Comprobacién de la linearidad del método mediante ANADEVA (Andlisis de varianza).

Fuente de g.l S:C M:C Foxp. Fiablas
variacion

Regresién 1 37894.56 37894.56 [22031.72| 4.49
Emorde | 16 | 2755 1.72

regreélérj :

‘| 1227057.65 | 306764.4 | 3.0 3.71

- Error p_ufo 112 -1227030.1 -‘102252.51;

Fr>F 3090 Y Ffa<F (310099

Por lo tanto el modelo lineal es correcto para describir la relacion entre la cantidad del analito

adicionado (x) y la respuesta obtenida cantidad del analito encontrado (y).
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Grafica 16. Linearidad del métoda de la validacion del método analitico.
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El cromatograma de 60 ug/mL que se obtiene es el siguiente:

Grafica 18. Cromatograma del producto a 60 pg/mL.
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El cromatograma de 80 jig/mL que se obtiene es 'e_l siguiénte: :

Grafica 19; Cromatogramé del productaa 80 pglmL.
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Eil cromatograma de 100 pg/mL que se obtiene es el siguiente:

Grafica 20. Cromatograma del producto a 100 ug/mL.
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El cromatograma de 120 pg/mL que se obtiene es el siguiente’:;

Gréfica 21. Cromatograma del producto a 120 pg/mi..
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El cromatograma de 150 pug/ml que se obtiene es el siguiente:

Grafica 22. Cromatograma del producto a 150 pg/ml.
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El cromatograma de 200 ug/mL que se obtiene es §I sigulente:

Grafica 23. Cromatograma del producto é 200 pg/mL.
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3.5.5 Exactitud del método

Tabla 29. Exactitud del método de Floroglucinol.

Determinacion % de recobro

1 101.21
100.08
100.18
100.63
100.04

ol al &l W N

99.91

Por ciento de recuperacion obtenido en 6 muestras independientes

Resultado Criterios de aceptacién
n= 6

x= 100.34% 98 -102 %

S= 049

C.v=049 CVs<s2%

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Intervalo de confianza para el por ciento de recobro.

IC= X % togs DE
V6

p(99.94 < u < 100.75) =95 %

Prueba de hipbtesis
Ho: X=100%
Ha: X =100 %
texp™ ;_'_@.
DE/V6

texp= 1.70 < tiabias = 2.015

Por lo tanto el método es exacto.
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Gréfica 24. Exactitud del método.
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3.5.6 Precision del método: Reproducibilidad

Tabla 30. Reproducibilidad del método para Floroglucinol

Dia Analista 1 Analista 2

(% de (% de

recuperacion) recuperacion)
1 99.76 100.13
101.03 99.19
99.53 100.51
2 100.36 99.39
: 101.69 99.30
99.61 99.71

Cuantificacion de Floroglucinol

Criterio de aceptacion

Resultados
n= 12
x = 100.02%

= 0.7608

S
C.V=10.7607 % CVs20%
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Grafica 25. Reproducibilidad del método.
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Tabla 31. Comprobacion de la reproducibilidad mediante el ANADEVA (An4lisis de varianza)

Fuente s.C g.l M.C Fexp F tabias
de
variacion

Analista | 1.1953 1.1953

37778 | 18.51

4.46

Faxp < Fiatias; €n ambos casos

Por lo tanto no debe modificarse el % de recuperacion cuando

el método analitico lo realizan uno y otro analista y/o en dias diferentes.
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3.6 ESTABILIDAD ACELERADA

Florogiucinol Solucién oral pediatrico.

Lote Piloto 01

Tabla 32. Estabilidad acelerada del LPO1.

DETERMI- | ESPECIFI-: .., f o RESULTADOS
NACION CACION:

| INiciALES |- 30DiAS - 6oDIAS | - goDiAs
i [T30°C T 40°C | 30°C | 40°C. | 30°C | 40°C

Lasoluciones f oo - o) BEn s ‘
Aspeclo transparente, Cu'm'p!‘e_ g Cumple -} Cumple | Cumple. | Cumple . | Cumple | Cumple
incolora o RRERRINE R SRS RSt B Tt '

ligeramente
amarilia, no "
conlleﬁe
pértlculas

" | extrafas

Variacién de C’qrhple:' Cumple Cm_'ﬁplé Cﬁmple St

volumen .. .

| Valoracién |e0%-110% [101.02 © |100.98 " |100.75..|99.02 ' |98.63 ' |96.35  {e5.24

Limites Cumple Cumple Cumple | Cumple |Cumple | Cumple | Cumple |Cumple
microbianos
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Floroglucinol Solucién oral pediatrico.

Lote Piloto 02

Tabla 33. Estabilidad acelerada del LP02.

DETERMI- | ESPECIFI- e RESULTADOS
NACION CACION - , - —T ;
- 60DIAS] .|| 90 DIAS
- 30°C]40°C [T30°C | 40°C |

La solucion es 5 R
Aspacto transparente, |Cumple .- Cumple. | Cumple’| Cumple” Cumpié Cumple | Cumple
incolora o 1 R : i
ligeramente
amarilla, no
contiene
particulas ;
extrafias v

Variacién de | Cumple
| votumen .

pH

Identidad - Positiva

9695 |95.92 |sa.68

Valorabidn : 9735
L/miles Cumple Cumnple Cumple | Cumple | Cumple {Cumple {Cumple {Cumple
microbianos
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Floroglucino! Solucion oral pediatrico.

Lote Piloto 03

Tabla 34. Estabilidad acelerada de LLP0O3.

DETERMI- | ESPECIFI- RESULTADOS
NACION CACION

90 DIAS
36°C 40°C

INICIALES .

La solucién es :
Aspscto transparente, Cumple' Cumple : | Cumple
incolora o ; i

ligeramente

amarilla, no

contiene
particulas
extrafas

Variacién de | Cumple
volumen

Ci.:mple" »

pH .

Positiva

< | Identidad -

95.26°

Limites Cumpie Cumple ' Cumple | Cumple | Cumple | Cumple |Cumple |Cumple

microblanos
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en el presente estudio se llega a las siguientes

conclusiones, que cubren todos los objetivos planteados.

e PREFORMULACION.

o Andlisis del principio activo. A pesar de que la materia prima no se
encuentra en ningun documento oficial, como las farmacopeas, el
principio activo cumple con las especificaciones encontradas en la
literatura farmacéutica no oficial, lo cual permitié realizar los estudios de

preformulacion y formulacién. (Tabla 7)

o Estabilidad del principio activo. Con las pruebas fisicas realizadas
se demostré que el principio activo no es muy estable, ya que cambia
muy facilmente el color de la solucidn en la que se encuentra disuelto,
aun estando protegido de la luz y a temperatura ambiente y como se
observa en las tablas 11, 12, 13, 14 y 15, la luz natural acelera el
cambio de color, por lo que se decidid el empleo de frascos color
ambar, de un antioxidante y de un agente quelante para evitar el color

amarillento de la solucién.

Con las pruebas quimicas se demostré que el contenido del principio

activo en la prueba correspondiente a la valoracién, no se altera ni con
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la luz ni con la temperatura (Tabla 9). Las pruebas con acido
clorhidrico, hidréxido de sodio y agua oxigenada se hicieron para
aumentar el riesgo de inestabilidad del principio activo, observandose
resultados aceptables a pH 4acido y en contacto con agua oxigenada.
Sin embargo a pH alcalino la muestra se degrada muy rapidamente
(Tablas 11-15 y gréafica 4). Y para evitar que llegue a ese pH
ligeramente alcalino (8.5), se le agrego el estabilizador de pH, ya que
aunque no variaba mucho con el tiempo, se debia estabilizar
adecuadamente la solucién. En esta etapa se logro reunir y obtener la
informacién acerca del comportamiento del floroglucinol, lo que facilito

el desarrollo de la formulacién.

o Compatibilidad del principio activo-excipientes. Los estudios de
compatibilidad demostraron que el uso de estos excipientes estabilizan

la solucion, tanto fisica como quimicamente.

En el aspecto fisico, el uso de excipientes ayuda en los siguientes
aspectos:

» Disolucién. En el caso del cosolvente. (Tabla 8)

= Color. En el caso del antioxidante y agente quelante. (Tabla 17)

» En su conservacién. Con el uso de conservadores. (Tabla 18)

Como en el aspecto quimico (con el estabilizador de pH, evitando su
degradacion). Por lo que se decidid que su formulacion final sea la

establecida en el punto 3.2.1.
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e FORMULACION

o Mediante los resultados de las matrices de trabajo de las tablas 17 y 18,
se establecié la formulacién que cumple con las caracteristicas de

solubilidad, claridad y color de la solucion, pH y limites microbianos.

o Se describié la metodologia del proceso para la fabricacion de la
solucién oral a escala industrial como se menciona en el cuadro 3,

siendo muy sencillo y rapido.

e DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO.

o Se desarrolld por cromatografia de liquidos de alta resolucién, para la
cuantificacidon rutinaria del principio activo de la solucién oral en el
laboratorio de control de calidad, demostrando ser confiable, preciso,
reproducible y rapido. Se intento desarrollar el método por
espectrofotometria UV, pero este carecia de especificidad, como se

comprueba en la grafica 1.

o Linearidad del sistema. El sistema es lineal en las concentraciones

de 50-200 ug/mL de floroglucinol. (Tabla 23 y graficas 5 y 6)
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o Precision del sistema. E! sistema es preciso para floroglucinol, ya que
la variacién sobre mediciones repetidas es menor a la especificada.

(Tabla 24 y grafica 14)

o Especificidad del método. El método es especifico, ya que el placebo
no interfiere en la cuantificacién cromatografica del floroglucinol.

(Graficas 15y 16)

o Linearidad del método. E! método es lineal en las concentraciones de

50 — 200 pg/mL de floroglucinol. (Tabla 27 y graficas 17 y 18)

o Exactitud del método. E! método es exacto, ya que puede recuperar
las cantidades adicionadas de floroglucinol a cada uno de los placebos
en intervalos de concentraciones utilizadas en la linearidad del método.

(Tabla 27 y grafica 19)

o Precision del método: repetibilidad y reproducibilidad.

« E| método es repetible a los niveles de concentracion probados

para floroglucinol. (Tabla 28 y grafica 20)

= El método es reproducible por diferentes dias y diferentes

analistas. (Tabla 30 y gréfica 21)
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« ESTABILIDAD ACELERADA.

o Se logro que la formulacién sea estable en frascos de polietileno, el
cual es mas econémico que el frasco de vidrio. La solucion oral
pediatrica obtenida es estable fisica, quimica y microbiolégicamente
durante un periodo de 24 meses al menos como lo demuestran las
pruebas de estabilidad acelerada, aunque se debe confirmar con la

estabilidad a largo plazo.

Finalmente se concluye que se desarrollo una formulacién de un
antiespasmaddico en solucién oral acuosa, ayudandose de un cosolvente para la

disolucién total del principio activo en el vehiculo, sin el uso de alcohol.

Este trabajo ofrece a la poblacién -infantii menor de un afio un producto

antiespasmadico, que ayude a aliviar las molestias de los célicos gastrointestinales.
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