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RESUMEN

1. Resumen

En el Centro AF de Estudios Tecnoldgicos S5.A. se desarrollo y validd un método analitico
para cuantificar Metoclopramida clorhidrato en capsulas de liberacién modificada con una dosis
de 20mg por capsula. El método analitico consiste en lo siguiente: la Metoclopramida se extrae de
la formulacion con metanol, v se inyecta a un sistema de cromatografia de liquidos de alta
resolucion  usando una columna Symmeby® C18 de 15cm de longitud x 4.6 mm de didmetro
interno rellena de particulas de 5pm, una precolumna Symmetry® C18 de 2am de longitud x
39mm de didmetro interno rellena de particulas de 5pm y una fase mévil consistente en una
mezcla de seludon de acetato de sodic y acetonitrilo en proporciones 85:15, respectivamente, a un
flujo de 1.5 mL/min y deteccién UV a 215 nm. La cuantificacion de la muestra se lleva a cabo al
comparar su respuesta con la de una Solucidn de Referencia preparada a la misma concentracion
tedrica de la muestra.

2, Introduccién:

2.1. Retrospectiva: ('

La Farmada como la medicina son tan anbiguas como la humanidad, el hombre primitivo
inici6 en la practica de la Farmacia porque conocid y padecio enfermedades y dolor; para &, la
enfermedad era concebida de diferentes formas

+  Penetracion en el cuerpo un objeto extrafo
s Pérdida o evasion del alma.
* Consecuerxia de la accion de espiritus hostiles.

Los ritos y rituales eran la herramienta para alejar al espiritu causante del dolox, esto era
reforzado ulilizando plantas y otros objetos para expulsar a los espiritus.

Intentaba responder 3 preguntas: quién, como y donde, utilizando sin duda et método de
ensayo, erroT y acierto.

En la cultura mesopotdmica, el sacerdote-mago recitaba interminables letanias,
menciocnando todo tpo de objetos y/o personas donde podria refugiarse el maleficio. El contra
hechizo consistia en arrojar al fuego un mufieco, el cual se habré apoderado de los maleficios y
enfermedades del paciente

Los sumerios fueron los primeros en usar la belladona contra espasmos, identificaron las
primeras operaciones farmacéuticas para la preparacion de medicamentos como son: desecacion,
pulverizacién, molienda, prensado, Hltracion, decantacién, maceracion, digestion y ebullicién

Ya en tiempos de la antigua Grecia y det imperio romano, la responsabilidad de controlar
los medicamentos y su elaboracion estaba en mano de los médicos, aurue en ciertas ocasiones
distribuidores les proporcionaban los medicamentos. Hipocrates 11 elimino de la practica médica
todo misticismo y con ellos a los hechicercs, amuletos y brujerias; en su ideclogia; las
enfermedades no eran engendradas por los dioses y los sintomas dejaban de ser ememigos
misteriosos a quienes se debia destruir, smo armas que kenian los médicos a favor de los enfermos.

Ya durante los siglos V11 y VIII los drabes se aduefiaren del mundo divilizado absorbiendo
la cultura greco-romana. Alrededor de las mezquitas se construyeron academias llamadas
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Su historia y propiedades farmacotégicas han sido revisadas anteriormente por Pinder y
colegas en et ano de 1976, asi como por McCallum y Albibi en 1983

2.2, Objetivos:

#% Establecer las condiciones experimentales que nos permitan cuantificar el Clorhidrato de
Metoclopramida por HPLC, de manera especifica de manera que el método pueda ser utilizado
como indicador de estabilidad.

# Ajustar el método para que sea ufil en determinaciones al producto terminade como
uniformidad de contenido.

# Validar dicho método analitico

3. Generalidades
3.1. Monografia del Fdrmaco +*%

3.1.1. Descripcion:
Polvo cristatino blanco o casi blanco, inodoro ¢ practicamente inodoro.

3.1.2. Nombres Comerciales:
Elieten (Nipon Kayaku, Tokio, Japén)
Emperla (Neofarma - Helsinki}
Maxeran (Delagrange - Paris)
Plasil (Lepetit - Milan)
Peraprim (taiyo, Gifuken - Japon)
Primperan (Delagrange - Paris)
Reglan (Robins, Richmond, USA)

3.1.3. Formula y peso molecular:

La formula condensada del Clorhidrato de Metoclopramida es CuH»CIN:Cs. HCLHLO. Su
peso molecular es de 354 278/

Formutia desarrollada:

s

CONE CBy CHy N
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GENERALIDADES

3.1.4. Espectro al ultravioleta:

El espectro al ultravioteta del Clorhidrato de Metoclopramida en agua fue obtenido con un
espectrofotémetro Beckman Mod.24 y es mostrado en ia figura 1

3.1.5. Punto de fusion:

Empleando el métode USP, el Clorhidrato de Metoclopramida furkde en un intervalo de
182°-185°C y con microscopia krmica empieza a fundir en 181°C y es completa en 183°C.

3.1.6. Solubiiidad:

A 25°C el Clorhidrato de Metoclopramida es soluble en 0.7g de agua, 3g de etanol (9%} ¥
en 55g de cloroformo, siendo practicamente insotuble en éter.

3.1.7. pka:

El Clorhidrato de Metoclopramida muestra dos constantes de ionizacion pki= 9.71 y pka=
0.42 La determinacion fue realizada espectrofotométricamente en solucion acuosa y los valores son
el promedio de las 16 determinaciones con una desviacion estancar de 0.03 y 0.02

3.1.8. Coeficiente de particién:
LogP=2.667



3.1.9. Estabilidad

La méixima estabilidad del Clorhidrato de Metoclopramida fue encontrada en un pH= 7.6,
mientras que la degradacion maxima fue a pH= 2 uno de los productos de degradacion es N,N-
dimetiletitendiamina

3.2. Farmacologfa: ‘*'%

3.2.1. Farmacodnética:

La Metoclopramida se absorbe con rapidez y por completo después de su administracion
oral, pero el primer pasc hepatico reduce su biodisponibilidad en alrededor del 75%.

Se distribuye con rapidez en la mayoria de los tejidos y airaviesa facilmente la barrera
hematoencefélica y la placenta, las concentraciones del farmaco en la leche materna pueden exceder
a las plasmaticas.

Hasta un 30% se excreta sin cambios por la orina. El resto se elimina por orina y bilis
después de su conjugacion con sulfato o acido glucurénico de tal forma que se elimina por orina el
85% det farmaco. La vida media del farmaco en la circulacion es de 4 a 6 horas, pero puede
prolongarse hasta 24 horas en los pacientes con alteracion de la funcion renal.

Lo anterior se demuestra por estudios de farmacologia de CH-Metocdlopramida en ratas
perros ¥ humanos

0

Purros

71.9 5.7 653 ——m——
85 44 6.9 18.3 8.7

10 17 10 08 a8
U= Excrecidn urinaria F Excrecidn fecal % de dosis adminisirada

plais 2 W) Excrecion de C'-Metodopramida en ratas perros y humanos

La farmacocnética de la Metoclopramida fue estudiada en voluntarios masculinos
normales después de una dosis de 10mg por via intravenosa. La forma de la curva plasmitica en
estos sujetos se adecua a un modelo de dos comparbimentos con una distribucion de T1/2
a =4.6min y una eliminacion T1/2 B =165.7min. el aclaramiento plasmilico fue de 10.9mL/min/g.
G. Berner y colaboradores reporiaron una biodisponibilidad de formulaciones comerciales

3.2.2. Farmacodinamia:

La Metoclopramida causa la mayoria de los efectos sobre el sisterna nervioso central (CNS)
que son caracteristicos por un bloqueo dopaminérgico. Aungque no tiene efectos antimicoticos de
utilidad, puede causar sintomas extrapiramidales de significancia, especialmente en altas dosis
intravenosas; esto sintomas pueden ser usualmente prevenidos o tratades por la administracién de
difenilhidramina o benzotropina



Puede ocasionar somnolencia, lasitud, estrefiimiento, diarrea, urticaria, eritema
maculopapular, pueden presentarse episodios breves de agitacion psicomotriz, sequedad de boca,
edema periorbital y de lengua. -

En el tracto gastrointestinal , la Metoclopramida estimula ta motilidad del tracto digestivo,
particularmente en la parte superior aumentando la motilidad del misculo liso desde esofago
hasta el intestino delgado proximal, acelerando el vaciado gastrico y el transite del contenido
intestinal desde el duodeno hacia la valvula ileocecal Estas acciones son importantes en sk uso
como agente procinético pero puede contribuir en los rastornos intestinales que se observan a
veces durante el tratamiento antiemético.

Fotsuacdénmﬁrmﬂmétkayaceleradoradelauwﬁﬁdadgéshb,seﬁmmmﬂad
vaciamiento géstrico acelerandose ef transito y a contraccién esofagica asi como la gastrica, la que
se coordina con el peristalismo del antro y del duodeno, incrementa la actividad y la presion
pilérica.

Su acci6n antiemética es producio del bloqueo dopaminérgico contribayende asi a la
terapéutica de la gastroparesia.

La secrecion de los diferentes compuestos del estSmago no se afectan. Sin embargo, ha
presk'msota'eelccmduch)bﬂi.ary]avesiculaseiruementa,ydesﬁnberdeOddjserelaja,sm
afectarse la secrecin pancredtica, al parecer es importante que et antro esté intacto para la accion
de la Metoclopramida.

Como todos los bloqueadores dopaminérgicos, puede incrementar los niveles de
prdxﬁm(pmdbloqueodehacdéndehdopamhammmﬁﬁibidmdehseaeck&ndeh
prolactina)

3.3. Dosis y via de administracién:
Via de administracion: oral

En ef adulto se aconsejan 3 6 4 tabletas al dia de 10 mg unos 30 minutos antes de cada comida y
antes de acostarse.

En nifios la dosis méxima es de 0.5 mg/kg en dosis divididas 3 6 1 veces al dia, si el nifo tene
menos de 6 afios no deberd recibir méas de 0.1 mg/kg en dosis dnica.

Para el tratamiento de la gastroparesia diabética puede utilizarse durante 2 a § semanas
de;mﬂkrﬂodebrapusb,pudia}doadmﬂﬁsmmmwmgddia.&bemrdarseqm
después de 10 mg pueden aparecer con més facilidad efectos toxicos.

3.4. Indicaciones terapéuticas:

Antagonistas dopaminicos tales como la Metoclopramida se usan regularmente en el
tratamjmtodemjgraf\a.Sue[-k:adaseatribuyeasuacdénanljeméﬁcaynoaaigmefecm
especifico sobre la migrafia, pero puede ser debido a sus efectos antagonistas sobre los receptores
D2 a los cuales se les atribuye los efectos relacionados con el doloer de cabeza u otros relacionados
con la migrafia, como son nauseas y vémitos.

10



GENERALIDADES

Tiene una amplio range de aplicaciones clinicas en diversos campos. En gastroenterclogia se
usa para el tratamiento de nausea, vomito e incrementa la motilidad gastrointestinal sin estimular
secreciones gastricas, pancredticas o biliares. Esto incrementa e tono y la amplitud de las
coniracciones géstricas e incrementa la peristalsis del duodenc y yeyuno, resullando en el
aceleramiento del vaciado gastrico v el transito intestinal. También incrementa e tono del esfinter
bajo esofdgico; se emplea también en los campos quirdrgico, ginecologico, radiolégico y
cardicldgico. Se usa en forma farmacéutica parenterales para prevenir las nauseas y vomito que
pueden ocurrir después del tratamiento con anbcancerigencs

Induce la liberacién de prolactina desde ia pituitaria anterior por el bloqueo de la accién de la
dopamina como un inhibidor de la secrecién de la prolactina, y causa un incremento trascendental
en los niveles de aldosterona circulantes. A esto se debe su utilidad en la induccitn de la lactancia.

3.5. Interacclones medicamentosas:

Todos los anticolinérgicos, incluyendo la atropina, disminuyen la motilidad gastrointestinal
que ccasiona la Metodopramida, potencializan los sintomas extrapiramidales y ef nesgo de
desencadenar crisis convulsivas ceando se adminisira conjuntamente con tioxantenos, fenotacinas
y butirofenonas.

Se debe evitar el uso de Metodopramida conjuntamente con antidepresives triciclicos
adrenomirmréticos o inhibidores de monocamincoxidasa, y por o menos se debe dejar un intervato
de 2 semanas entre un medicamento y otro.

La Metoclopramida antagoniza el efecto vascular de la dopamina y reduce la biodisponibilidad
de la cimetidina hasta un 30%.

3.6. Precauciones en relacion con efectos de carcinogénesis,
mutagénesis, teratogénesis y sobre la fertilidad:
No hay datos de alteraciones en la fertilidad como causa del uso de Metoclopramida, sin
embargo, debera recordarse que causa elevacion de niveles de prolactina en sangre que producen
incluso galactorrea.

No hay datos de mutagénesis ni carcinogénesis con el empleo de Metoclopramida

4. Fundamentos tedricos:
4.1. Eméticos y antiemébticos: (729

Como ya se ha citado en diversas ocasiones en este documento, el Clorhidralo de
Metoclopramida se clasifica come un Antiemético y su prindpal uso es para prevenir y/o
contrarrestar las nauseas y el vomito. Para poder comprender mucho mejor io anterior le daremos
un breve repaso a o que es el reflejo del vomilo, asi como también sefialaremos tanto qué es un
compuesto emético como qué es un compuesto antiemético




4.1.1. Reflejo def vomito:

La émesis es un complejo reflejo de protercion que no se halla bien desarrollado en todas
las espedes aunque si en tos camivoros. Los farmacos que causan o aminoran los vomitos
generalmenite Jo hacen modificando a los neurctransmisores responsables para la transmision de la
sefial desde varios sitios. La penetracion de los farmacos en cada sitio varia, complicando la
efectividad de un tratamiento emético o antiemético. La émesis es controlada a través del centro del
vomito que estd localizado en la formacion reticular lateral del bulbe raquideo. En ese sitio, el
centro estd protegido por la barrera hemato-encefilica. Asimismo aunque varias vias aferentes
pueden ser responsables de iniciar la émesis, todas las sefiales son coordinadas por el centro del
vomito. Los impulsos hacia el centre del vomito en el bulbo raquideo pueden provenir de los
centros superiores, como la corteza cerebral y el sistema limbico. El vémito psicogénico v aquel
proveniente de estimulos visuales y olfatorios se originan en la corteza cerebral, aunque los
traumas craneanos y el aumento de la presion intracraneana inicia el vémito mediante las vias del
sistema limbico. La acetilcolina es el neurotransmisor aferente primario que media al vomito desde
los centros superiores, aunque la histamina acta como transmisor secundario por via de los
receptores HZ.

Los compuestos quimicos provenientes de la sangre pueden estimular la zona
quimiorreceptora gatillo (ZQG), localizada en el area postrema de las paredes laterales del 4°
venitriculo. Esta d4rea no posee una barrera hemato-encefdlica completa por lo tanto es mas
rdapidamente accesible que el centro emético a los farmacos o toxinas que circulan por la sangre.

Las manifestaciones iniciales de la respuesta con frecuencia involucran nauseas, donde el
tono géstrico es reducido, la peristalsis géstrica esté reducida o ausente, y el tono del duodeno y la
parte superior del duodeno son incrementados. Por ultimo la porcién superior del estomago se
relaja mientras ef piloto oprime, y las coordinadas contracciones del diafragma y los musculos
abdominales permiten la expulsion del contenido géstrico.

Las neuronas de la ZQG son tamb#én mis sensibles a 1a presenda de compuestos quimicos
en el liquido cefalorraquideo (LCR} y sangre, debido a que existen terminales nerviosas que
directamente contactan con el LCR. Los vomitos causados por mediadores de origen sanguineo
(uremia, piémetra, enfermedad hepitica, endotoxemia y aquellas asociadas con enfermedad
producida por radiacién} y firmacos (digitilicos, apomorfina, analgésicos narcéticos y estrogenos)
lo realizan a través de la ZQG. El estimulo de la ZQG es inidado por los receptores dopaminérgicos
{D2) que responden a los agonistas como dopamina y apomorfina. La serotonina {5-HT) también
parece ser un importante mediador de los vémitos en esta area, particularmente los subtipos 5-
HT3. La histamina por via del receptor H1 actia como un neurotransmisor secundario en la ZQG.
La eficacia clinica de farmacos activos en la ZQG pueden reflejar selectividad hacia tipos de sub-
receptores de cada neurctransmisor. Al menos 5 sub-receptores de dopamina, ¢ sab-receptores de
serotonina y 5 sub-receptores de histamina se han identificado, aunque se desconoce actualmente
qué tipo de submeceptor es afectado por cada farmaco en particular.

4.1.2. Compuestos eméticos

Clinicamente, la émesis es inducida farmacoldgicamente para vaciar la porcién anterior det
tracto digestivo. Las indicaciones para provocarla pueden incluir la induccién para anestesia
general, si existe alguna posibilidad de presencia de alimenio en el estémago o también en el caso
de ingesti6n de venenos.
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4.1.2.1. Eméticos refiejos o de accién perfférica:

La distension de ia faringe, esdfago, estomago o duodeno con agna tibia, agua oxigenada o
solucin salina pueden inducir una respuesta emética. Ademas en el case de ingestitn de toxinas,
la administracién de agua caliente mediante un tubo estomacal puede ayudar a diluir venenos
presentes. Aunque su seguridad y eficacia varian, un miimero de substancias inducen la émesis por
irritacion del epitelio del tracto gastrointestinal H jarabe de ipecacuana es un emético comiinmente
recomenwdado para inducir el vémito en pediatria humana. Este contiene el akaloide emetina, el
que aumenta la secrecién lagrimal, salivacion y secreciones bronquiales; la émesis generalmente
ocurre aunque no en forma constante como resultado de la estimulacion periférica y central

4.1.2.2. Eméticos de accion centrai:

Aungue un mimero de farmacos son capaces de estimular la ZQG, ciertos opiaceos,
particularmente la apomorfina, son los mas comiinmente empleados. El clorhidrato de apomorfina
es un derivado sintético de la morfina con sé¥o actividad depresora marginal. Su actividad emética
predomina sobre las acciones tipo morfina y produce la estimulacién de los receptores
dopaminérgicos en la ZQG. La apomorfina puede ser administrada por cuakjuier ruta, aunque las
dosis orales deben ser mayores para compensar su reducida biodisponibilidad oral La émesis
generalmente ocurre en 2 a 10 minutos después de la administracion subcutdnea o subcorguntival
Aunque la apomorfina estimala el vémito en la ZQG, ésta también lo deprime en forma directa y
las dosis subsiguientes son menos probables que induzcan 1a émesis ain si ésta no ccurrié después
de la primer dosis. Dosis excesivas de apomorfina deprimen el sistema nervioso central,
particularmente el centro respiratorio y estin contraindicadas en la presencia de depresién central
preexistente.

4.1.3. Antieméticos

Los antieméticos controlan la émesis por medic de una accién central o periférica. Ambas
acciones dependen de y pueden correladonarse al bloqueo de la transmisitn en los sitios
receptores. Los antieméticos de accion central bloquean los impulsos a los centros superiores y al
centro emético agrupandose entre ellos los anticolinérgicos muscarinicos, antidopaminérgicos gue
bloquean Yos receptores dopaminérgicos en la ZQG y los antihistaminérgicos que bloguean los
receptores H1 en el aparato vestibular y secundariamente en la ZQG y en el centro emético. Los
agentes antieméticos poseen un amplio o limitado efecto dependiendo de cual centro se deprima.

4.1.3.1. Antieméticos de accién central

Aparato vestibular: los vémitos causados por mareo o por enfermedad del oido interno son
mediados por el aparato vestibular. Aunque la eficacia depende del efecto directo sobre jas vias
neurales provenientes del aparato vestibular, las acciones pueden ser indepervlientes de las
potencias sedantes o antihistaminicas.

4.1.3.1.1. Antimuscarinicos:

Los alcaloides de la belladona, especialmente hioscina (escopolamina} y compuestos
sintéticos asi como la diciclomina clorhidrato v el ioduro de isopropamida son agentes antieméticos
efectivos. Su accién es de corta duracion (hasta 6 horas) y la xerostomia, sedacion y otros efectos
colaterales pueden ser anticipados.



4.1.3.1.2. Fenocliazinas:

Estos anteméticos de amplio espectro controlan la émesis inducida por muchas causas
centrales, ademas de la estimulacién laberintica. Las fenotiazinas bloquean la émesis mediada por
la ZOG en dosis bajas debido a sus efectos antidopaminérgicos y antihistaminicos. En altas dosis
{quizés no farmacoldgicas), sus efectos anticolinérgicos pueden también hacerse presentes en otros
sitos centrales, induyendo el centro del vémito. Una variedad de derivados fenotiazinicos (ej:
clorpromazina, proclorperazina, triflupromazina, perfenazina, trifluoperazina y mepazina) son
empleados como antieméticos. Los efectos adversos primarios asociados con su empleo como
anbeméticos son la sedacién e hipotension, debido al boqueo-alfa periférico. La seleccién de una
fenotiazina particular puede basarse en evitar sus reacciones adversas. El reemplazo de flaidos
deberd ser inshtuido, si es necesario, antes de administrar una fenotiazina.

4.1.3.1.3. Derivados de la butiferona:

El haloperidol y droperidol, que son empleados como tranquilizantes mayores, son
también potentes ankeméticos debido a su actividad antidopaminérgica. Estos firmacos raramente
se usan como antieméticos debido a sus efectos colaterales (similares a aquellos encontrados con el
grupo de las fenotiazinas).

4.1.3.1.4. Metoclopramida:;

Esta bloquea efectivamente la émesis mediada por la ZQG. Debido a su potente accion
antagonica de la dopamina se crey$ que ésta era la responsable de la inhibicion del ZOG;
evidencias recientes indica que el antagonismo de los receptores 5-HT3 es el mecanismo mas
probable, particularmente cuando se administra en dosis elevadas. La Metoclopramida aragoniza
efectivarnente la émesis inducida por apomorfina y es 20 veces mis potente que la fenotiazina.. La
Metoctopramida es indicada para el control de la émesis inducida por una amptia variedad de
causas periféricas y de origen sanguinec. Las dosis elevadas de Metoclopramida, particularmente
cuando se combinan con dexametasona, han sido usadas para tratar la émesis asociada con la
quimioterapia antineoplasica en pacientes humanos.

La Metoclopramida parece antagonizar competitivamente la relajacion arterial renal
inducida por la dopamina. El efecto es dosis dependiente y ha sido documentado en modelos de
perfusion renal en varias especies.

4.1.3.1.5. Glucocorticoides:

Los glucacorticoides y particularmente la dexametasona, se caracterizan por sus efectos
anHeméticos, aumque su mecanismo de accion no se entiende [a dexametasona vy
metilprednisolona han sido empleados en pacientes humanos para controlar los vémitos asociados
con la quimioterapia oncolégica. Los glucocorticoides parecen actuar en una modalidad aditiva y
stnérgica cuando se combina con otros antieméticos. Aungue los ghxocorticoides pueden proveer
beneficios para controlar los vomitos, sus efectos colaterales hacen que su empleo se realice en
forma cuidadosa.

4.1.3.1.6. Antagonistas de Ia serotonina:

Estos farmacos se han reportado ttiles por sus efectos antieméticos mediados en la ZQG y
particularmente en aquellos casos inducidos por agentes guimioterapéutices. Como un antagonista
de los receptores 5-HT3, el ondansetron también puede afectar la motilidad gdstrica mediada
vagalmente. El efecto parece depender en parte de la fase de motilidad, mientras que el vomito
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mediado periféricamente no ha sido documentado. Ademas de sus efectos antiserotonina, la
ciproheptadina es un firmaco antihistaminérgico y anticolinérgico. Se la ha empleado en humanos
para controlar los vomitos y la diarrea (el diimo asociade con espasticidad). Su uso como
estimulante del apetito ha sido bien documentado,

Los sedantes tales como los barbitiricos (fenobarbital) y las benzodiazepinas han sido
empleadas para el control de los vémitos psicogénicos y de comportamiento.

4.1.3.2. Antieméticos de accibn periférica

4.1.3.2.1. Proteclores:

Ocasionalmente algunos farmacos puede ser empleados como antieméticos debido a su
accion protectora local del epitelio gastrointestinal a una accién abrasiva aumentada. Los farmacos
que modulan la secrecion del acido géstrico pueden tlambién proveer efectos antieméticos. Los
antidcidos y protectores como el caolin, pectina y sales de bismuto son de beneficio limitado en el
control de la émesis. 1la distension o irritacion inicial del estdmago por estos agentes pueden
exacerbar la émesis. Los antacidos pueden ser efectivos en ciertos casos. Otros antieméticos de
accitn periférica incluyen a farmacos que afectan la motilidad gastrica, incluyendo los farmacos
anticolinérgicos y procinéticos, como la Metoclopramida y ladomperidona.

4.1.3.2.2. Anticolinérgicos:

Estos firmacos bloquean a los receptores muscarinicos del centro emético e inhiben
periféricamente la transmision colinérgica. Los formacos anticolinérgicos que no cruzan bien la
barrera hemato-encefdlica y por ello actian primariamente en forma periférica incluyen, al
glicopirrolato, propantelina, metoescopolamina e isopropamida. lLa capacidad de los
anticolinérgicos de suprimir la émesis estd probablemente relacionada con la inhibidén del
impulso vagal eferente, la mejora de los espasmos del maisculo lisoc GL y la inhibicién de las
secreciones gastroentéricas. La demora del vaciado gastrico causado por estos farmacos puede por
si mismo causar émesis, por lo tanto los anticolinérgicos no deberan ser empleados por mis de 3
dias en el paciente con vomitos. Debido a sus propeedades anticolinérgicas, estas firmacos no
deberan ser empleados en combinacién con otras farmacos cuyas acciones sean dependientes de la
actividad colinérgica en los ganglios o en los misculos lisos. Entre ellas la Metoclopramida, la
cisaprida y los opidceos.

4.1,3.2.3. Procinéticos:

Los farmacos procinéticos, espedificamente la Metoclopramida actiian como antiemébico
periférico debido a sus efectos procinéticos sobre el tracto G.1. La Metoctopramida fisiologicamente
antagoniza la émesis por virtud de sus acciones sobre el drea gastroduodenal superior, aumenta el
tono del esfinter esofagico, relsga el pitoro duodenal y promueve las contracciones anterogradas del
antrum gastrico.

La motilidad intestinat ordenada resuita del balance entre factores hormonales, miogénicos
y peurogénicos. Es mn evento fisiologico complejo. Ocurren varias formas de movimientos
coordinados en el intestino, que sirven para mezclar los contenidoes liquidos y propulsarlos en una
direccién aboral Las segmentaciones ritmicas son causadas por contracciones no progresivas
simples de los miisculos circulares. Ello resulta en movimientos de mezclado que promueven la
absorcion del contenido intestinal por estrechamiento efectivo de su didmetro y permiten su
avance. La contraccion de los musculos longitudinales resulta en movimientos peristilbcos y
movimiento aboral del contenido intestinal. Aunque la actividad peristaltica es principaimente
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propulsiva, ésta también asegura un mezclado y una absorcién exitosa. Ambos miisculos, lisos
drculares y longitudinales, estin invotucrados en los movimientos peristiiticos. La actividad en el
intestino delgado varia de aquel del intestino grueso. Generalmente se producen continuamente
ondas lentas que se propagan aboralmente. En el colon las ondas lentas a veces estdn ausentes y la
propagacion puede ser variable. La motilidad intestinal es integrada en varios niveles locaimente
en los ganglios auténomos y en el SNC ya sea supra o espinalmente. Yarios Hpos de receptores
muscarinicos han sido identificados (M, M; y M) en el tracto gastrointestinal. Los receptores M,
que se hallan presentes en el plexo mientérico pueden inhibir la motilidad via mecanismo gamma
aminobutirico. Los receptores M; localizados pre y postsindpticamente median la inhibicion
presindptica de la liberacién de acetikolina. Los receptores M. parecen estar localizados sobre las
células musculares.

4.2. Generalidades sobre cromatografia 729

La palabra cromatografia {“"kromatos”, cokor y “graphos” escrito} fue utilizada por primera
ves por el botinico raso M. Tswett en 1906 para designar una técnica empleada por él para separar
pigmentos vegetales; a una columna de vidrio rellena de carbonato calcico, le hizo pasar un
extracto de hojas verdes en éter de petréleo, adicionando postericrmente el disolvente puro por la
parte superior de la columna. Al final obtuvo como resultado una serie de bandas horizontales
diversamente coloreadas, debido a la diferencia de adsorciones por el carbonate calcico de los
cotorantes de la planta. En la actualidad se sabe que la separacion no esta condicionada por el color,
maés se sigue utilizando el nombre de cromatografia. En esta separacion, la fase estacionaria estaba
compuesta det relleno de carbonato cilcico, el éter de petréleo es la fase movil y los pigmentos son
los componentes a separar que se encuentran inmersos en dos fuerzas contrarias: el disolvente
tiende a arrastrar }os componentes hacia la salida de la columna y el carbonato cilcico que tiende a
retenerlos adsorbindolos. Debido a gue estos efectos son de diferente intensidad para los distintos
pigmentos, esto produce una diferencia en las velocidades de migracion por la columna, llegandose
a presentar la separacién.

La cromatografia se define como un método fisico de separacion en el cual los
componentes se separan por su diferente distribucion en dos fases, una de las cuales constituye un
lecho estacionario y la otra un fluido gue pasa a través o a Yo largo del lecho estacionario {fase
mévil). En el primer paso, la fase movil comienza a fluir a través de la columna (fase estacionaria),
resultando un movimiento de los componentes de la muestra a lo largo de la columna y una pardal
separacion de cada uno de ellos. La separacion cromatografica se debe a las diferentes velocidades
de migracién en que se distribuyen los solutos a lo largo de las moléculas de la columna La
migracion diferencial es la base de la separacidn cromatografica; si no existieran estas diferendias,
la separacion no seria posible.

La cromatografia moderna se furrdamenta principalmente en dos teorias desarrolladas a
mediados dei siglo XX cada una de las cuales tienen sus ventajas y timitantes.

e Teoria de platos
¢ Teoria de la velocidad (teoria cinética}

Es importante definir primero algunos pardmetros importantes para después presentar las

distintas teorias que define al fendmeno cromatografico.



4.2.1, Parémetros cromatogrdficos

4.2.1.1. Distribucién def analito entre las fases:

La distribucion del analito entre las fases puede ser descrita de una manera muy simple.
Un analito estd en equilibrio entre las dos fases:

A A

movil estacionaria

La constante de equilibrio, K, es llamada coefidente de particién, definido como la
concentracién molar del analito en la fase estacionaria dividida entre la concentracién molar del
analito en la fase movil

El tiempo que transcurre desde La inyertion de la muesira hasta que se obtiene la méxima
altura del pico que comesponde al analito cuando es detectado al final de la columna es el
denominado Tiempo de Retencion (tz) y por consiguiente, el volumen de fase mévil necesario para
eluir el centro de esa banda cromatografica se denomina Volumen de Retencion (Vg). Ideatmente,
cada analito en una muestra tendrd un tGempo de retencién diferente. El tiempo que se requiere
para que la fase mévil pase a través de la columna se denomina Tiempo Muerto (). Se determina
indirectamente considerando el bempo que tarda en eluir un compuesto no retenido por &l sistera
cromatografico. El volumen que la fase mévil ocupa en la columna se denomina Volumen Muerto
{Vo) ver Figura2.

Yeote
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ficira 2 Tiempo de retencidn y tiempe muerto.

El término llamado Factor de Retencion o Factor de Capacidad (k), es frecuentemente
ubilizado para describir la relzcion entre la cantidad de sustancia en la fase estacicnaria y la fase
movil. Estd relacionade con el coeficiente de particién del soluto y a diferencia del Hempo de
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retencitn, es un pardmetro que no se ve influido por cambios en la velocidad de fiujo ¢ en el
tamafio de la columna. Se cakcula de la siguiente manera:

g — b
t

k=

El tz ¥ el bp se obtienen facilmente de un cromatograma. Un valor ideal para k™ se encuentra
entre 1 y 20, cuando el factor de capacidad de un analito es menor a uno, significa que su elucion es
tan rdpida que la determinacion exacta de este pardmetro es muy dificil, en cambio altos factores de
capacidad (superiores a 20) implican que la elucion toma un Hempe muy large, y por consecuencia
se corre el riesgo de tener picos demasiado anchos en su base y dificiles de detectar, ademas de
tener tiempos de corrida demasiado prolongados.

También se define la Selectividad o Factor de Separacién {u}, la cual describe 1a separacion
de dos especies A y B:
kr

A

a=
k,

Si el valor de aes 1, las dos especies no se resuelven, si a > 1 indica que los dos picos estdn
resueltos.

4.2.1.2. Ancho de pico y eficiencia de fa columna

Para obtener separaciones optimas, es fundamental lograr picos cromatogréficos agudos y
simétricos. Esto significa que el ancho de la banda cromatogréfica debe ser ko mas angosta posible.
De esto se deriva que sea importante medir la eficiencia de 1a columna. Idealmente, los picos
cromatogrificos presentan un comportamiento similar a una campana de Gauss, pero en la
practica, la mayoria de bos picos presentan alguna desviacion a este comportaniiento, siendo una de
las mds comunes lo que se denomina como Coleo (T) Hay que puntializar que cuando el ancho de
la base del pico aumenta, indica que mds de un mecanismo de retencion se estd presentando, lo
cual no es deseable. Al igual que otros pardmetros cromatograficos, existen diversas maneras de
calcular la simetria de un pico y cuando éste es minimo, las diferencias en los resultados son casi

imperceptibles.

4.2.1.3. Resolucion

Aungue la selectividad a describe la scparacion de ios centros de las bandas
cromatogrificas, no considera el ancho de las mismas. Otra medida de qué tan eficiente ha sido la
separacion entre las espedies es ef pardmetro que se dencmina Resclucion (R). La resotucion de dos
especies, A y B esti definida por la siguiente expresién, donde las alturas de los picos estan

definidas como W:
— ﬂ(IR)H _(tk).t]
W, +W,

Normalmente en la mayoria de las separaciones cromatogréficas, una resolucion adecuada
se da con valores de R>1.5.
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Los pardmetros como la resolucién, el mimerc de platos tedricos (N), la setectividad y el
factor de capacidad pueden ser relacionados de una manera sencilla mediante la siguiente

expresim matematica:
sz-._;\-’[a—l I+'k,’,
4 o k,

Para obtener alta resolucién, los tres pardmetros deben ser maximizades. Un incremento en
N, el mimero de platos tedricos, mediante el empleo de una columna de longitud mayor, también
provoca un incremento en el iempo de retencidn, ¥ por consecuencia la banda se ensancha, lo cual
no es deseable. En lugar de incrementar de esta manera el namerc de platos tedricos, la altura
equivalente de un plato tedrico (H) puede ser reducide mediante el empleo de columnas cuya fase
estacionaria tenga un tamano de particula menor.

Es frecuente que conirolando el factor de capacidad k', las separaciones mejoren
notablemente. Este objetivo peede ser alcanzado cambiando la composicion ya sea de la fase mowil
o estacionaria o ambas.

La selectividad puede ser manipulada para mejorar las separaciones. Cuando su valor se
encuentra cercano a la unidad, la optimizacién de k* y el incremento de N no es suficente para
proposcionar separaciones adecuadas en un tiempo razonable. En Jos casos en que k' es optimizado
en primera instancia, la selectividad puede ser incrementada mediante algunc de los siguientes
procedimientos:

p Cambiar la composicién de la fase movil.

p Cambiar la composicién de la fase estacionaria.
p Cambiar la temperatura de la columna.

p [mplementar reacciones de derivatizacon (como la incorporacion de especies que
complejen con el analito)

Los conceptos antes revisados son los més empleadoes en cromatografia porque desariben
como es que ocurre el proceso de separacion y las condiciones que pueden ser manipuladas para
obtener separaciones ptimas y con liempos de elucién minimeos.

4.2.2. Teoria de platos

Esta teoria fue propuesta por Martin y Synge en 1941, Se fundamenta principalmente en
una analogia que hacen de la exiraccion a contra corriente y ia destilacion.

En esta teoria la columna se considera como un sistema estilico en equilibrio. para la
separacion se asume que la columna tiene una longitud y flujo constante. A partir de esto se
definen varios parametros acerca del desempefio del sistema de separacion.
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El modelo del plato tedrico supone gue la columna cromatografica, consiste de un niimero
de capas separadas, llamadas platos tedricos. En estos “platos” ocurren equilibrios independientes
de la muesira enire la fase estacionaria y la fase movil El analito se mueve a través de la columna
debido a equilibrios de transferencia entre la fase mévil y el proxime plato Figura 3.

COLT M N A&
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Figzra 3 Representacion esquematica del plato teérico,

Es importante remarcar que los platos tebricos realmente ne existen como un aspecto fisico,
s6lo son una convencién humana que ayuda a comprender el proceso mediante el cual una
columna realiza su funcién de separackon. También sirven como una medida de la eficiencia de La
columna, mediante el conocimiento de la cantidad de platos tedricos que posee. El namero de
platos te6ricos es representado por la letra N, y evidentemente es deseable un mayor nimeros de
platos tedricos para obtener una separacion mas eficiente.

También se define la Altura Equipalente del Plafo Tedrico o HEPT (H); a medida que este
pardametro es mas pequefo, existe un mayor nimero de platos tedricos en la colemna. Si la
longitud de la columna es L, entonces la altura equivalente del plato tedrico es:

H-t
N

El nimerc de platos tedricos de una columna puede ser cakulado mediante diversas
expresiones matemidticas, sin embargo la siguiente expresion evita el riesgo asociado al monento
de dibujar las tangentes para la determinacién del ancho en la base del pico:

-

N=554 'z
W

Donde W, es la distancia que se mide entre las lineas del pico a una altura del 50% del maximo.

Como se puede deducir de la explicacién anterior, el desempefic de las columnas estd
directamente relactonado con el nimero de platos tedricos, es decir entre menor sea la altura del
plato teérico, mayor sera el numero de ellos y por lo tanto la eficiencia serd mayor.

4.2.3. Teoria de Ia vefocidad (teoria cinética)
Propuesta por ].J. Van Deemter en 1556 considera la dindmica de la separacion.



Una descripcion méas real del proceso de separacion dentro de la columna, considera el
tiempo tomado por el analito en los equilibrios que tiene entre la fase estacionaria v la fase mévil
La forma de la banda que resulta de un pico cromatografico es afectada por la velocidad de elucion.
También es afectada por las distintas rutas disponibles por las cuales las moléculas de soluto
pueden desplazarse dentro y entre las particulas que conforman la fase estacionaria.

Los distintos mecanismos que contribuyen al ensanchamiento de la banda cromatografica
son descritos por la ecuacion de Van Deemter. La ecuacion de Van Deemter define a la altura del
plato tedrico {H) como:

H=4 +B+Cy
u

Donde i es la velocidad linear promedio de la fase movil A, B y C son factores gue
contribuyen al ensanchamiento de la banda.

4.2.3.1. Difusién de remnolino:

La difusion de remelino corresponde al termino “A” de la ecuacion de Van Deemter. La
fase movil se desplaza a través de la columna, la cual estd empacada con la fase estacionaria Las
moléculas de soluto bonardn distinkas trayectorias {de manera aleatoria) a través de la fase
estadionaria. Esto bene como consecuencia que la barda se ensanche debido a que las distintas
trayectorias son de diferente longitud.

Este pardmetro estd directamente relacionado con el tamaiic de las particulas, la geometria
y lo compacio del empaque de la fase estacionaria.

4.2.3.2. Difusién Longitudinal:

La difusién longitudinal corresponde al termino “B” de la ecuacién de Van Deemter. La
concentracion del analito es menor al final de ka banda que en el centro y esto se debe a que las
moléculas del analito Genden a migrar desde la porcidn central corcentrada de la banda a las
regiones mas diluidas a ambos lados de ella. Este fenGmeno ocurre tanto en la fase mavil como en
la estacionaria, y su magnitud aumenta con la velocidad de la fase mvil, es deir, si la velocidad
de la fase mdwvil es alta, los efectos de la difusién longitudinal decrecen

4.2.3.3. Resistencia a Ia transferencia de masa:

La resistencia a la transferencia de masa se conoce también como el termince “C” de fa
ecuacion de Van Deemter. Al analito le toma un certo empo akeanzar el equilibrio entre las fases,
si la velocidad de la fase méwil es alta no se logran verdaderos estades de equilibrio y el soluto que
estd relativamente distante de la fase estacionaria, tendera a desplazarse mas rapido, lo que
contribuye a que la banda cromatogrifica se ensanche, sobre todo cuando la velocidad de la fase
movil es alta.

Con la ecuacion de Van Deemter se obliene una grafica que relaciona la altura del plato
tedrico (H} con el promedio de la velocidad lineal de la fase movil Figura 4.



Eiguear 4 Grifico tipico de Van Deemter.

Este grafico es sumamente 1til en Ja determinacién de la velocidad éptima de la fase mévil.
Es importante recordar que mientras mas pequefio sea el valor de la altura efectiva del palto te6rico
mejor ser4 la separacion.

4.2.4. Tipos de cromatografia

En la cromatografia los componentes de la mezcla son transportados por la fase movil a
través de la fase estacionaria. Cada especie sufre un retardo distinto en su transporte debido a
varios tipos de interacciones:
p Adsorcién en la superficie
p Solubilidad

p Carga
En la Tabla 2, se presentan los cuatro principios de separacién en la técnica de

cromatografia de liquidos. Se puede presentar uno u otro de acuerdo con el fenémeno que propide
la retenscién de las moléculas en la fase estacionaria.

Tipo de Cromatografia Fase Ml Fase Estacionsria Primcigis de la separaciéa

Liquido/ biquida Liquido Liraido Cromatografia de particién

Selido / Hquid Liquid Solid Cromatografia de exclusion

Iabia2  Clasificacién de los principios de separacién cromatogréficos.
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La cromatografia se puede dividir de acuerdo al Gpo de separacion
> Elucion
p Anilisis por desplazamiento
p- Andlisis frontal

En la separacién por elucién el soluto sufre un fendmeno de parbicion entre las dos fases.
La separacion se fundamenta en la retencion relativa de tal sustandia.

En el anilisis por desplazamiento los materiales se mueven a través de la columna al ser
desplazados por una sustancia con mayor retencion.

En el andlisis frontal las muestras se adicionan de manera constante a la columna y los
compenentes se analizan conforme eluyen, uno de los ejemplos es la filtracién a través de carbono.
Se utiliza principalmente para evaluar la retencidn relativa y no para la separacién de mezclas.

4.2.5. Apiicacién

En la actualidad las aplicaciones de la cromatografia de liquidos de alta resolucion son tan
amplias gue seria dificil no encontrar una rama de la quimica y ciencias de la vida en la que no se
incluya a la cromatografia ya sea con fines preparativos, de identificacién o de cuantificacion

Debido a las cualidades {configuracién de deteccién de acuerdo a necesidades) de esta
técnica, se puede emplear en la investigacion para la identificacion, purificacion y cuantificacion de
sustancias nuevas, andlisis de compuestos puros, formas farmacéuticas, analisis de alimentos,
industria metalirgica, andlisis de productos biotecnologicos, secuendacion de proteinas y una
cantidad innumerables de aplicaciones de caracter cualitativo y cuantitative en las cendas
forenses.

4.2.6. Equipo

El equipe requerido para la cromatografia de liquidos de alta resolucion esta constituido de
fon:nagenemlporunmewbﬁoparalafasemévﬂ,unsistemadetnmbeo,msistemadginyecdén
de muesira, un sistema de deteccidn, un sistema de desechos y un registrador.

R Reservorio para fise mozil:

Debe de tener las caracteristicas adecuadas de tal manera que no interactiie quimicamente
con las fases mdviles las cuales son generalmente mezclas de disolventes acuosos y orgdnicos.

Si se considera que la separacion se realiza ulilizando sélo un disclvente constante, esta
eludon recibe el nombre de isocrdtica. En cambio, una elucién con gradiente utilizan dos (o mas)
disolventes con una polaridad significativamente distinta.
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Cuando se desarrolla un anélisis usando el método de gradiente se debe tener presente dos
objetivos. Obtener la mejor resolucion de los componentes de la muestra en el menor Liempo
posible y asegurar alta predsion y exactitud.

Para obtener buencs resultados con el método de gradiente debemos seguir 5 pasos
fundamentales;

1. Determinar la composicén inidal y final del solvente

2 Ajustar el tiempo del gradiente

3. Determinar la forma de la curva del gradiente (lineal, concava c convexa)
4. Ajustar la velocidad del flujo para mejorar la resoiucion

3. Regresar a las condiciones iniciales la columna para la siguiente inyeccion

X Bowbm:

El sistema de bombeo constituye una parte fundamental para el cromatografo de liquidos y
sus caracteristicas de operacion afectan directamente el resultado del anilisis. Las bombas deben de
esta constituidas de un material no absortivo {que no absorban }os compuestos con tos que estin en
contacto), no aditivo {que no desprenda componentes), y no reactivo {que reaccione al estar en
contactko con los componentes de la muestra y la fase movil).

Se utilizan tres tipos de bombas, cada una con sus propias caracteristicas, estas son: bombas
reciprocas, bombas de jeringa o desplazamiento y bombas neumiticas o de presion constante

En las bombas reciprocns el disolvente es impelido por el movimiento de vaivén de un pistén
accionado por un motor. Dos valvulas con cierre de bola que al abrir y cerrar alternativamente
controlan el flujo def disolvente hacia dentro y fuera de un dilindro. Entre sus desventajas podemos
mencionar que producen un flujo con pulsaciones, las cuafes se manifiestan como un ruido en la
linea base en el cromatograma. De las ventajas se pueden citar su pequefio volumen intermno(35 a
400uL), sus altas presiones de salida({por encima de los 10,000psi), su sencilla adaptacion a la
elucion por gradiente y sus caudales constantes. Estas bombas son practicamente independientes
de la conirapresion de la columna y de la viscosidad del disolvente

Las bowbas de desplazamicnio consisten en grandes camaras como una jeringa , equipadas
con un emboto que se activa por un mecanismo de tornillo accicnade con un motor de pasos.
También preduce un flujo independiente de la viscosidad y de ia contrapresion, ademas que este
flujo esta libre de pulsaciones. Sus desventajas son que tene una capacidad de disolvente limitada
(~250mL)}, y una incomodidad par el cambio de disolventes.

Para las bombas uenndiicas, la fase movil se encuenira en un contenedor colocado en un
recipiente que puede presurizarse mediante gas comprimido. Estas bombas tiene una limitada
capacidad y presion de salida, aurkjue resultan baratas y no provocan pulsaciones. Su caudal
depende de la viscosidad del disolvente y de la contrapresion de la columna. No son adecuadas
para elucién con gradiente y estdn limitadas a presiones menores de unos 2000psi
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Otro aspecto a considerar son los sistemas de gradiente, para los cuales las bombas se
dividen en dos grandes grupos, dependiendo de la forma en que se lleva acabo la mezda de los
disolventes. El primer grupo se denomina de baja presion, ya que los disolventes se mezclan a una
velocidad dada a una baja presién, para luego ser bombeados a la columna con una presion més
elevada; el segundo grupo se denomina de alta presion ya que los disolventes son bombeados por
separado a altas presiones para luego ser mezdados.

X iugector

El sistema de introduccién de la muesira debe de ser reprodudble y preciso, debe de
contribuir lo menos posible al ensanchamiento de las bandas cromatogréficas, debe de operar a
altas presiones y debe de ser quimicamente inerte tanto con 1z fase movil como con la muestra.

Hasta hacer poco tiempo, los sistemas de introduccion de la muestra se clasificaban en dos
grupos: inyectores de jeringa y valvulas muestreadoras, actualmente ya no es posible separar los
sistemas de introduccion de muestra ya que las valvulas més recientes hacen uso de jeringas para
determinar de manera as precisa el volumen de muestra a inyectar.

X Colunna

Es el espacio fisico donde se produce la separacion, debe de ser fisicamente resistente y
quiricamente estable. Vistas de una manera muy simple, las columnas empieadas en HPLC son
tubos de acero inoxidable en los cuales se encueniran empacado un soporte que puede ser de
naturaleza inorgdnica como en el caso de la silica o de naturaleza organica como es et caso de los
empaques poliméricos. Cada tipo de empaque posee sus ventajas y desventajas que deben de ser
consideradas al momento de la eleccion del tipo de empaque.

La calidad de las fases estacionarias en HPLC es determinada por sus propiedades fisicas y
quimicas. Las propiedades fisicas como son: la porosidad, el area superficial especifica, tamano de
poro, tamano y forma de particula son las gue inciden directamente cn la eficdencdia del empague.
Las propiedades quimicas, que evidentemente depende de la naturaleza de la fase estacionaria en
cuestion también deperden de los grupos unidos quimicamente al soporte utilizado y son la base
de las propiedades de retencion y selectividad.

Los empague clasicos empleados en HPLC son fos basados en soporte de silica, los
materiales de este ipo pueden ser sintetizados a través de distinios procesos. Uno de estos parte de
la sintesis de un hidrogel, el cual es obtenido a partir de silicatos inorganicos o alcoxi silanos. De
estos hidrogeles, ef mas comiin es el xerogel que es obtenido después de una molienda y posterior
tamizacion de particudas irregulares de silica. Otro tipo de procesos sintéticos proporcionan formas
de particulas esféricas

Para cambiar la polaridad de este tipo de fases estacionarias, es comun que se liguen
quimicamente mediante enlaces covalentes cadenas hidrocarbonadas a grupos sinalones de Ia
silica. El soporte de silice se hace reaccionar con organociorosilano, o algin compuesto simitar para
generar una fase estacionaria de polaridad deseada

—-SiOH + C1 - SiR, — SiO — SiR,
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Sin embargo, no todos ellos logra reaccionar, por o que la actividad de los silancles
residuales puede ser importante. Para suprimir este inconveniente se implementa en paso de
sintesis secundario que se denomina sello terminal que permite enmascarar a los silanoles
residuales. E! bloqueo de silanoles residuales {capa de sello terminal o “end camping”) se emplea
en la cromatografia de fase reversa, particularmente cuando el soporte es silica. Este bloqueo
permite mejorar de manera importante la forma del pico, ya que se impiden equilibrios
securlarios entre los silancles libres y compuestos bésicos principalmente. Ademas que provoca
que se amplie el intervalo de pH en el cual la fase estacionaria es estable, debido a queda protegido
el sitio de union de la cadena hidrocarbonada con el soporte de silica de sustancias que Henen
propiedades dcido-base.

En general estos empaques son mecinicamente fuertes, pueden soportar presiones de hasta
6000psi, ademas que se pueden disefar superficies con muy diversos comportamientos quimicos
entre el analito y la fase estacionaria (punto que favorecid su crecimiento}. Estas capas de la
superficie de la sflica son muy delgadas casi del orden de capas mono moleculares, ko que permite
una rapida transferencia de masa enire la fase estacionaria y el analito. Generalmente, los
empaques empieados en HPLC son porosos para maximizar la superficie de contacto con el analito.
En los altmos anos, ha aumentado el entendimiento de la tecnologia empleada para manipular el
tamario y volumen del poro, asi como el drea superficial.

No obstante fos empaques basados en silica benen una desventaja muy grande que es la
disoluci¢n de la silica en valores de pH akalinos, la mayoria de las columnas de soporte de silica
soportan un pH de 9. El tempo que tarde en disolverse la sflica hasta volver iniitil 1a columna
dependerd de otros factores de trabajo como son la proporcion det modificador orgérico y la
temperatura de trabajo, entendiéndose que a menor proporcitn del modificador orgénico asi como
a mayor kemperatura, et grado de disolucion de la silica serd mayor.

Otros ¢xidos inorganicos utilizados son fos de aluminio, titanio y zirconio, los cuales Hene
mejores propiedades de dureza y de transferencia de masa que las sflicas, y también son mis
estables a pHs extremos, desde 0 hasta 13. Estas caracteristicas han propiciado que sean seriamente
considerados como alternativas para fases estadonarias. Lo anterior, aunade a su alta actividad
superficial favorece el establecimiento de equilibrios secundarios gue finalmente Genen come
consecuencia sefiales cromatograficas distorsionadas. Otra desventaja es que se carece de
procedimientos para ligarlos quimicamente con otros grupos y poder cambiar su polaridad

También existen os empaques llamados polimeros, donde la mayoria estdn hechas a base
de empaques de estireno-divinilbenceno, metacrilato o polivinilalcohol. Estos materiales puedes ser
manufacturados en un amplio intervalo de porosidades y lamafos de particula, los cuales son
comparables con los de las fases estacionarias de sflica. Una de las causas que llevaron a la
implementacion de este tipo de fases estacionarias fue la necesidad de trabajar en intervalos de pH
amplios, puesto que estos materiales son resistentes a la hidrolisis acido-base. Los empaques de
divinil-benceno son estables desde pH 0 a 14 adicionalmente estos materiales son susceptibles de
ser modificados quimicamente y con esto proporcionar fases estacionarias con una amplia variedad
de polaridades N

A pesar de las ventajas mencionadas, estes polimeres presentan las siguientes desventajas:
presenta baja resistencia a la presion comparada con la de las fases estacionarias de oOxidos
inorgénicos, lo cual limita su uso por las altas presiones generadas en HPLC. Debido a la estructura
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de los poros, la trasferencia de masa no es adecuada, es entorpecida. Las particulas de estos
materiales son eldsticas; es dedir, se dilatan y se contraen, el grado de este efecto depende de la
composicdon de la fase movil Esta situacién es la responsable de una significante reduccion en la
eficiendia de estos empaques comparados con Jos 6xidos incrganicos.

En diversas ocasicnes se coloca delante una columna que elimina materia de suspension y
los contaminantes de les disotventes con el objeto de aumentar la vida de la columna analitica. Esta
precolumna ambién funciona para saturar la fase movil con la fase estacionaria y asi minimizar las
perdidas de esta en la columna analitica. La composicion del retleno de la precolumna debe de ser
semejante al de la columna analitica.

X Detectores.

Se dividen bdsicamente en dos tipos. Los detectores basados en las propiedades de la
disolucion, los cuales responden a una propiednd de In fase widvil, como es el indice de refraccién, la
constante dieléctrica, o la densidad que se modifica por la presencia de los analitos. Por otro lado,
los detectores basados en una propiedad del solufo responden a absorbancia UV, fluorescencia o
mtensidad de difusion que son propias del soluto no de la fase mévil Hay bésicamente tres tipes:
de detectores para UV:

1. Detector de Longitud de Onda Fija

2 Detector de Longitind de Onda Variable

3. Detecior de Arreglo de Diodos

El detector de arreglo de diodos (DAD) puede ser visualizado como una detector multicanal
UV/ visible, cada canal detecta la tuz absorbida de la longitud de onda cspecifica o de un rango de
longitudes de onda. Este trabaja bajo los mismos principios de un detector de longitud de onda fija
y variable:
1. Las mokculas organicas pueden absorber luz UV.
2. La cantidad de luz absorbida por las moléculas es proporcional a su concentracidn en
solucion

DAD bene una unica capacidad de vigilar simultineamente la trasmisién de la luz a través
de la solucidén en diferentes longitudes de onda. Lo que permite la medicion de diferentes
componentes en solucion con diferentes maximos de absorcion.

Si todas las mediciones de absorbancia son realizadas en longitudes de onda adyacentes
una con olra, un espectro completo puede ser derivado de un pico de elusion.

Esta técnica emplea una dplica reversa. La fuente suministra la luz que pasa a través de la
hendidura. Una ves que la luz pasa a través de la muesira esta es dispersada dentro de sus
longitudes de onda componentes por medio de una reja difraccionante y enfocada dentro de un
arreglo de diodos. Pueste que la luz incidida sobre los diodos esta siendo continuamente medida,
la absorcion de la luz por la muestra en todas las longitudes de onda puede ser simulkineamente
monitoreada.

Un Detector de Arreglo de Diodes estd compueste por las siguientes partes:
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a). Policromador: Permite que luz de muchas longitudes de onda pueda pasar a través de
la solucién muestra. Esto es en contraste a un monocromador convencional, donde solo pasa luz de
una sofa longitud de onda a través de la muestra.

b). Fuerte de luz. La primera meta de una fuente de luz es de proveer de una energia
radiante continua en el rango de longitudes de onda requeridas para el andlisis. Una alta enerpia de
salida ayuda a redudir el ruido relativo de las sefiales.

Las limparas de Deuterio a baja presion son la fuente de luz mds comanmente usada en los
detectores DAD. Estas lamparas proveen energia estable de salida en un intervalo de 160 a 400nm.

Las lamparas de Xenén también pueden ser utilizadas como detectores para multiongitud
de onda, aungue su espectro més utilizade comienza aproximadamente a 250nm.

La energia radiante de la fuente entra en el policcomador a través de la ranura de entrada;
esta es una diminuta abertura que limita el tamafio del rayo de luz eventualmente enfocado en el
elemento de deteccion. La ranura de entrada determina el tamano y la forma del rayo de luz
incidido en el arreglo de fotodiodos.

Una ranura estrecha puede mejorar la resolucion pero limita la energia de salikda; una
amplia ranura puede proporcionar el efecto opuesto. Puesto que la meta de la mayoria de los
detectores LC es obtener una éptima sensibilidad y no necesariamente proveer un espectzo de alta
resolucién, una ranura amplia es usvalmente utilizada.

c). Celda de flujo. Un sistema de lentes y/o ventanas son utilizadas para enfocar la tuz
sobre la muestra en 2 celda de flujo. La celda de flujo tene un fluido interno y uno externo, en
medio hay dos ventanas de cuarzo {llamadas ventanas de entrada y salida), estas permiten a ia
luz pasar a ravés de la muestra. Todas [as celdas de flujo Henen la misma funcion basica: permitir
a la luz una interaccion eficiente con las moléculas de la muestra y minimizar la dispersién en los
picos, e indice de refraccion y otros efectos no especificos

d). Rejn de difmaccidn: Una vez que la luz blanca se pasa a través de la muesira ésta se
enfoca dentro de una reja de difraccion. La reja separa la luz dentro de sus componentes
espectrales y los esparce a lo largo de los elementos sensibles del arreglo de fotodiodos. La reja
contiene ona superficie reflejante con finas lineas, ligeramente separadas entre si. Estas lineas
ayudan a organizar la interferencia disefiada para romper la luz incidente dentre de un espectro.
Pueden ser manejadas tanto mecinicamente o cotocado a través de un laser (holografico). La reja
manejada mecanicamente Genkde a tener una mejor energia de salida, y la reja holografica tiende a
tener menor extravio de tuz.

e). Arreglo de diodos. Después de que la luz se corta dentro de sus componentes de las
diferentes longitudes de onda esta se enfoca en el arreglo de fotodiodos.

Idealmente hay por lo menos un elemento para cada tongitud de onda a ser medida.
Dependiendo sobre el numero de elementos en el arreglo y el rango de lengitudes de onda del
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detector, puede haber desde 020 a 4 elementos diodo por lengitud de onda interna. Entre mayor
sea el numero de diodos por longitud de onda, mas sencillo sera distinguir entre la luz de dos
longitudes de orxda adyacentes, por ko que el numero de diodos es un factor importante en la
determinacion de la resolucion de dicho detector. Los arreglos de detectores usados
comercialmente est4n en el rango de 35 elementos diedo a 512 elementos.

Con cada diodo en serie esta un capadtor que estd cargado por un circuito en e arreglo.
Cuando la luz golpea el diodo, esta conduce corriente y descarga el capacitor. La cantidad de
eleciricidad descargada es proporcional a la cantidad de luz incidida sobre el diodo y a la
eficiencia del diodo. La magnitud de la descarga es medida cuando el circuito mtenta recargar el
capaditor. Cada descarga eléctrica sobre cada elemenio de mide separadamente. La porcion
examinada esta determinada por el promedio de energia de la luz golpeando los elementos y el
tamafio fisico de los elementos. A cada tiempo una revision 0 medicion es realizada, se introduce
una ocportunidad para generar ruido; este es llamado “ruido de cambio”.

4.3. Métodos reportados para Metoclopramida. (%)

Varias témicas analiticas han sido desarrolladas para la determinacion de este activo en
Auidos biolégicos, incduyendo espectrofotometria y cromatografia de capa fina, colorimetrta,
cromatografia de gases, espectrofotometria de masas, HPLC. Sin embargo, muy pocos métodos
han sido desarroliados para su determinacién en formas farmacéuticas dosificadas.

En los métodos farmacopeicos actuales no se reporta una monografia para cipsulas de
Metodopramida HCl de liberacion modificada, Gnicamente aparecen tabletas de liberacion
inmediata.

En el caso de la BP 2002, la valoracién se realiza por medio de una tHtulacion
potenciomeétrica. Para USP 27 y FEUM 7Ed, se recomienda un método por HPLC.

En este trabajo se desarrollard un método de valoracion indicador de estabilidad por HPLC
para cipsulas de Metoclopramida de liberacion modificada, en una dosis de 20mg por cipsula,
utilizande como base el método presentade por USP 27, para ta valoracion de tabletas.

A continuacion se plantea a grandes rasgos como estd compuesto el método para la
valoracion de tabletas de clorhidrato de Metodopramida de liberacion inmediata planteado por la
USP 27.

4.3.1. Fase movH:

Disclver 27g de acetato de sodio en 500mL de agua, agregar 500mL de acetonitrilo, 2mL de
hidroxido de tetrametilamonio en metanol al 25%, mezclar y ajustar con acido acéhico glacial a pH
de 6.5, filtrar y desgasificar.

4.3.2. Preparacién del estdndar: {SR)

Disolver una cantidad exactamente pesada de clorhidrato de Metoclopramida USP, en
H:PO,; 0.01M para obtener una solucion stock cuya concentracion sea de 8.9mg por mililitro. Diluir
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esta solucién crantiativamente con HiPO, 0.01M, para obtener una solucién estindar cuya
concentracion sea de 45ug por mililitro.

4.3.3. Preparacién de la muestra: (SM)

Pesar y finamente pulverizar no menos de X tabletas. Transferir una porcion exactamente
pesada, equivalente a 45mg de clorhidrato de Metoclopramida, a un matraz volumétrico de 100mL,
anadir 70mL de H:PO; 0.01M y sonicar por 15 minutos. Enfriar a temperatura ambiente, diluir con
HaPO, 0.01M a volumen y mezclar. Filtrar la solucitn a través de un filtro de 0.45pm, desechando
la primera porcién del filtrado. Transferir 10.0mL de esta soludén a un matraz volumétrico de
100mL y diluir con H\PO, 0.01M hasta llevar a volumen y mezdar

4.3.4. Procedimiento:

Separadamente inyectar volimenes iguales (20uL} de estandar y de muestra. Registrar los
cromatogramas y medir la respuesta del pico mayor. El cromatografo de liquidos debe de estar
equipado con un detector de 215nm y una columna de 4.6 x 25cm empacada con L1, El rango de
flujo es de 1.5 mL/min

4.4. Validacién de métodos analfticos: (4%}

La industria farmactutica estd espedalmente interesada en la validacion de métodos
analiticos debido al gran incremento de nuevos productos que Henen gque ver con la salud y que
requieren de métodos de andlisis apropiados.

Una parte integral del desamrolle de un método analitico es la validacion del mismo, es
decir, el método debe probarse para determinar su efectividad.

La validacion de un método anatitico puede definirse como el proceso por el cual queda
establecido, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para
las aplicaciones analilicas deseadas. La capacidad se expresa en éste caso, en Wrminos de
parametros analiticos.

El proceso de validacion de un mébodo analitico en particular ests basado en principios
cientificos adecuados y ha sido optimizado para propésitos practicos de medicion.

Los criterios de validacion que generalmente se consideran en la validacion para
cuantificar firmacos son los siguientes:

> Sclectividad. Es la capacidad de un método analitico para cuanbificar exacta y especificamente el
compuesto a analizar en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes en la
muestra.

“ L= Octadecil silano quimicamente umdo a silica poresa o micro particulas de cerameca, de 3 a [0um de diametro
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» Linenlidad. Es la capacidad del método analitico (dentro de un rango dado) para obtener
resultados de prueba que sean directamente proporcionales a la concentracién del analito en 1a
muesira.

» Predsion. Es el grade de concordancia entre resultades analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea del
producto, se evaliia como repetibilidad y reproducibilidad.

» Repetibilidad. Es la precision de un método analitico que expresa la variacién dentro de un
mismo lzboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas en las mismas
condiciones.

»  Reproducibilidad. Es la precision de un método analitico que expresa la variacion obtenida entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes (diferentes analistas,
dias, equipos, etr.).

> Exnctifud. Es la concordanda entre el valor obtenide experimentalmente y el valor de
referencia.

» Rangs. Se refiere al intervalc de un método analitico definido por las concentraciones
comprendidas entre os niveles superior ¢ inferior del compuesto, en el cual se ha demostrado
que el método es preciso, exacto y lineal.

» Robustez: Capacidad del método para mantener su desempeno al presentarse variaciones
pequeias y deliberadas en los parimetros normales dentro del método

» Tolerancia: Reproducibilidad de os resultados obtenidos por el anilisis de la misma muestra
bajo diferentes condiciones de operacion. Se refiere a factores externos del método (equipo,
columna, efc.).

> Estabilidad. Se refiere a la capaddad del compuesto por analizar, de conservar sus
caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su andlisis.

> Especificidad: Capacidad del método analitico para obtener una respuesta debida tinicamente al
analito de interés y no a otros componentes de la muestra

v

Limite de cusnfificacion. Es la concentracion mis baja del compuesto que puede cuantificarse
cumpliendo con ia predision y exactitud establecidas en el método.

> Limile de deteccion. Es la minima concentracién de un compuesto en una muestra, el cual puede
ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo condiciones de operacién establecidas.

De acuerdo a fa guia de validacion de Métodos Anatiticos emitida por el Colegio Nacional de
Quimicos Farmacéuticos Bidlogos A.C, edicion 2002, se validaran los siguientes pardmetros de
desempeno de! método analitico:

P Especificidad

P Excipientes

P Productos de degradacion
P Linealidad del Sistema
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Precisitn del Sistema

Linealidad del Método

Exactitud del Método

Precision del Método

Repetibilidad

Precision Intermedia

Estabilidad analitica de la Muestra

Robustez y tolerancia

Verificacion de Metociopramida Clerhidrato SR Secundario

YFYYVVYVVYY

5. Planteamiento del problema.

Se estudiara el procedimiento reportade por USP para tabletas de liberacién inmediata por
HPLC (ver pdrrafo 4.3. piagina 29), con el objetivo de evaluar si dicho método es adecuado para
realizar el andlisis de nuestro producto. De ser necesaric deberan realizarse los ajustes pertinentes a
dicho método de manera que este se ajuste Jo mayor posible a nuestras necesidades

6. Metodologia experimental.

6.1. Condiciones Cromatogrdficas

* Veloddad de flujo 1.5 mL/min
* Yolumen de Inyeccitn 20 pi

s  Deteccitn UV a215nm
s+ Modo de Integracion Areas

* Respuesia: Areas

6.2. Corrida analitica

6.2.1. Blanco de reactivos (BR)

Inyectar la sotucion Blanco de Reactivos (BR} al sistema cromatogréfico y verificar que no
presente sefiales que interfieran con la senal del Clorhidrato de Metoclopramida.

6.2.2. Adecuacién del sistema

El sistema Cromatografico se considera adecuado si: al hacer cinco inyecciones sucesivas
de SR, el coeficiente de variacién de la respuesta es menor o igual a 2.0%



6.2.3. Cromatografia

Verificar que el sistena cumple con Adecuacion del sistema y proceder a inyectar
volamenes iguales de SR y de la SM. Inyectar minimo un punto control, antes y después de
inyectar las muestras

6.3. Criterios de aceptacién de la corrida analitica

La corrida analitica se acepta si:

¢ La solucién BR no presenta sefiales gue interfieran con la cuantificacion del Clorhidrato de
Metoclopramida

¢ Se cumple con los criterios de Adecuacion def Sistema.

+ Todos los Puntos Control {PC) cuantifican entre 980 y 1020 % de la concentracién
adicionada durante toda la corrida analitica.

6.4. Sustancla de referencia:

Metodopramida Clorhidrato SR Secundario {certificado con Metociopramida Clorhidrato
USP Lote: G)

Clave: ER018

No. Andlisis: ER03001-2

Pureza: 1000 %

Vigencia de la certificacion: ago 14, 2004

Determinar contenido de agua por Karl Fisher

Almacenar en envases herméticos. Proteger de 1a luz.
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6.5. Reactivos.

REACTIVO S B GRADQ _  MARCA

Agua HPLC —

Metanol HPLC Fermont

Acetonitrilo HPLC Fermont

Acido fosférico RA ACS Fermont

Acetato de sodio trihidratado RA ACS Fermont !

Perdxido de hidrogeno RA Fermont

Solucion metandtica de Hidréoxido de|RA ACS Aldrich :

tetrametlamondo i

Acido clothidrico RA Fermont !

s Hidroxido de sodio RA Fermont :
6.6. Eqguipo:
NOMBRE MARCA MODELO
Controlador de Sistema Waters 600E
Bomba Waters 600
Inyector Waters 717 plus
Detector Walers 2487
COLUMNA MARCA PO No. DE SERIE
Symmetry® CI8 Waters 4.6 x 150 mm, 5|732511501
pm

PRECOLUMNA MARCA - TIPO No. DE SERIE
Symmetry® CI8§ Waters :39x20 mm, 5 um W33101
NOMBRE MARCA MODELO Ne. DE SERIE
Balanza Analitica Mettler AE 260 H97800
Polencidmelro Beckman 660 2233
Homo programable Fisher 438F 40400060
Camara de luz UY — — -—

6.7. Formulaciones.

FORMULACION DE METOCLOPRAMIDA CLORHIDRATO PRODUCTO TERMINADO
Capsulas de Metoclopramida con 20mg por capsula. No. Lote- 309002
Fecha de caduddad: sep, 2006.

Hecho en México por: Para:

Micrometrix, S.A. de C.V. Productos centificos, S.A- de C.V.
San Lorenzo N"97 Laboratorios Carnot®

Parajes de San juan Nicolis San juan 1346

C.P. 09830 México DF Col. Del Valle C.P. 03100 México DF
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FORMULACION PLACEBO DE METOCLOPRAMIDA CLORHIDRATO
Micro esferas placebo. No. Lote: D2004 176. Fecha de fabricacion: Abr(2, 2004

6.8. Ciélculos.

Rm = C* Pp* FD * 100
Rs ¢ Pm * Ct

tMetoclopramida _ HC1 =

Donde:

Rm =Respuesta de (Clorhidrato de Metoclopramida en la SM

Rs =Respuesta promedio de Clorhidrato de Metoclopramida en las cinco inyecciones de SR

C =Concentracién del Clorhidrato de Metodlopramida en la SR (mg,/mL)

Pp =Contenido promedio de las cdpsulas (peso cipsulas llenas menos peso de cdpsulas vacias y
limpias)

C =Contenido teérice de Clorhidrato de Metocdlopramida por capsula {20mg]}

FD =Factor de dilucién de la SM (1000)

7. Desarrolio del método.

7.1.1. Establecimiento del sistema.

H primer paso en el desarrollo de nuestro método es la evaluacién del sistema realizindole
algunos cambios desde un inicio al método planteado en los fundamentos tedricos. El sistema se
evaluaré bajo el siguitente método:

7.1.1.1. Solucién acuosa de dcido fosférico 0.01M

Transferir 0.7mL de &cido fosférico concentrado a un matraz volumétrico de 1000mL, llevar
a volumen con agua

7.1.1.2. Solucién de acetato de sodlo 0.07 M
Disolver 5.4g de acetato de sodie anhidre en un litro de agua HPLC.
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DESARROLLO DEL METODO

7.1.1.3. Fase mévH

Mezclar 800mL de Solucion de acetato de sodio con 200mL de acetonitrilo, adicionar 2mL
de solucién de hidréxido de tetrametit amoric en metanol al 25% . Ajustar el pH de la fase movil a
6.5 con acido fosforico concentrado. Filtrar a través de membrana millipore tipo HVLP de 0.45um
de tamaiio de poro o equivalente, desgasificar al mismo tiempo con agitacion y vacio.

7.1.1.4. Blanco de reactivos (BR)}
Utilizar la Solucdion acuosa de acido fosforico 0.01M como blanco de reactivos.

7.1.1.5. Punto control (PC).
Preparar igual que la Sustancia de Referencia (SR) a partir de una pesada independiente

7.1.1.6. Preparacién de la referencia (SR)

Transferir alrededor de 45mg de Clorhidrato de Metoclopramida SR base anhidra, pesados
con exactitud a un matraz volumétrico de 100mL, adicionar AmL de &cido fosforico 0.01M y agitar
en ultrasonido durante 5 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con
acido fosférico 0.01M y mezclar. De esta solucdn transferir 5.0mb a un matraz volumétrico de
5mL, llevar a volumen con acido fosforico 0.01M y mezclar. Concentracion aproximada de
0.045mg/ml de Clorhidrato de Metoclopramida

7.1.1.7. Preparacion de [a muestra (SM)

Pesar no menor de 20 cipsulas individualmente. Vaciar el contenido de las cipsulas
limpiarlas y pesarlas. Cakular el contenido promedio de las capsulas y triturar con mortero y
pistilo hasta polvo fino y homogéneo. Transferir el equivalente a 45mg de Clorhidrato de
Metoclopramida pesados con exactitud, a un matraz volumétrico de 100mL, adicionar 70 mL de
acido fosforico 0.01M y agitar con ultrasonido durante 10 minutos. Dejar enfriar a temperatura
ambiente y llevar a velumen con 4cido fosforico 0.01M. Filtrar a través de filbro Whatman GF/F de
0.7um o su equivalente desechando los primeros 10mL del filtrado. Transferir 5.0mL del filtrado a
un matraz volumétrico de 50mL, llevar a volumen con 4cido fosforico 0.01M y mezclar.

Los resultados obtenidos en este punto del desarrollo se exponen en el parrafo 8.1

7.2. Método de extraccién de muestra, (413
Después de los resultados para el anterior bloque, donde en promedio nuestras muestras
cuaniificaron un 95%, nos podriamos formular la siguiente pregunta: jel tratamiento de nuestra

muestra es lo sufidentemente capaz de extraer el 100% de la misma o se pierde un porcentaje en
dicho método?

Para resolver la anterior cuestion, se iban a evaluar diferentes formas de extraccién de la
Metoclopramida, de manera de enconirar los parametros mediante los cuales estemos seguros gue
se extrae la totalidad de ka muestra analizada.

Esto se efectuard a través un diseho de experimentos 2* donde los factores controlables
pedrian ser los siguientes:

-pH -Tiempo de sonicado
-Fuerza iénica -Agitacién con virtex
-Temperatura -Polaridad
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de los cuales se manejard solamente Jos arriba subrayados, teniendo al porcentaje de

Metoclopramida como factor respuesta. Los niveles quedaran de la siguiente manera

Factor Nombre Nivel Alto + Nivel Bajo -
A Disolvente Metanol {5*} Agua (9.2%)
B Tiempo de sonicado %5 minutos 10 minutos
C Agitacién con vortex |5 minutos 0 minutos

* Coeficiente de polaridad

Las muestras se prepararan de la siguiente manera

Muestra A (S) B (M Cc{U)
1 - - -

2 + -

3 - + -

4 + + -

5 - - +

[ + - +

7 - + +

8 + + +

Ademas a partir de este momentc se empezaron a preparar la solucion estindar y la
muestra pesando lo equivatente a 40mg de clorhidrato de Metodlopramida. Esto es para que el peso
sea ko equivalente al contenido de 2 cipsulas, de manera que posteriormente se pueda adaptar
dicho método para realizar determinaciones de uniformidad de contenido.

Los resultados obtenidos en este punto de} desarrollo de exponen en el parrafo 8.2

7.3. Uniformidad de contenido.

El método al cual hasta ahora se ha llegado es el siguiente: Tanto la fase movil, la solucion
de acetato de sodio, la soludon acuosa de acide fosférico 0.01M no sufren cambio alguno.

7.3.1.1. Preparacién de Ia referencia (SR)

Transferir alrededor de 40mg de Clorhidrato de Metoclopramida SR base anhidra, pesados
con exactitud a un matraz volumétrico de 100inL, adicionar 70mL de acido fosférico 0.01M y agitar
en ultrasonide durante 5 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con
acido fosférico 0.01M y mezclar. De esta solucion transferir 5.0mL a un matraz volumeétrico de
S0mL, llevar a volumen con acide fosforico 0.MM y mezclar. Corcentracion aproximada de
0.040mg/ mL de Clorhidrato de Metoclopramida

7.3.1.2. Preparacitn de la muestra (SM)

Pesar no menos de 20 capsulas individualmente. Vaciar el contenido de las cdpsulas
limpiarlas y pesarlas. Cakular el contenido promedio de las cdpsulas y triturar con mortero ¥
pistito hasta polvo fino ¥ homogéneo. Transferir el equivalente a 40mg de Clorhidrato de
Metoclopramida pesados con exactifud, a un matraz volumétrico de 100mL, adicionar 70 mL de
metanol HPLC y agitar con ultrasonido durante 310 minutos, Dejar enfriar a temperatura ambiente
¥ llevar a volumen con metanol HPLC. Fillrar a través de fillro Whatman GF/F de 0.7pm o su
equivalente desechando les primeros 10mL del Altrado. Transferir 5.0mL del filtrado a un matraz
volumétrico de 50mL, llevar a volumen con &cido fosforico 0.01M y mezclar.
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Como anteriormente se comentd, este método tiene también como fin, servir de
herramienta para poder evaluar la uniformidad de contenido de las cipsulas de Metoclopramida;
entonces toca ahora evaluarlo en este rubro.

Para ello se analizaron 6 replicas del contenido de las capsulas previamente pulverizadas,
mediante el procedimiento arriba citade {identificados como serie E). Por otro lado, se analizaron 6
replicas donde se coloct el contenido de la cipsula tal cual, sin pulverizar (identificados como serie
F), se ajusta ef esquema de dilucién de manera que al final se obtenga la misma concentracion en el
caso de las muesiras pulverizadas y las sin pulverizar, que Jo manejado en las anteriores muestras.
Los resultados obtenidos en este punto del desarrollo de exponen en el parrafo 8.3.

7.4. Evaluacién de la precisién. (pruebas previas de validacitn.)

Puesto que el coeficiente de variacién de los experimentos anteriormente realizados no nos
dejan del todo satisfechos en cuanto a la precision del método, se procederd a valorar la precisién
del método, realizando 6 replicas de la muestra pulverizada {tratada bajo lo estipulado en el punto
7.3.1.2). También se filtrara una porcion del esténdar para estar completamente seguros que no se
retine ninguna porcion de la Metoclopramida er el filtro. Los resultados obtenidos en este punto
det desarrollo de exponen en el parrafo 8.4

7.5. Especificidad (primer blogque)

Ahora el objetive serd evaluar la especificidad del método tanto para Jos excipientes como para
los productos de degradacion. Se manejaran 3 tipos de muestras (blanco, placebo, v placebo
adiconado), las cuales se degradaran, a través de acidez, basicidad, oxidacion por UV y oxddacion
por H0,, por duplicado, lo anterior es con el objetivo de analizar bajo que condiciones nuestro
activo es mds estable y en cuales se degrada con mayor fadilidad, de antemanc ya en generalidades
se plantec que su méxima estabilidad es a un pH=7.6, y la degradadon maxima es a un pH=2.

El porcentaje de degradacion que se persigue es de entre el 10 y el 20%, esto es con el objetive
de generar la suficiente degradacion del activo para poder analizar si ninguna de las sefales para
los productos de degradacion generados no interfieren con la sefial de la Metoclopramida.

Ademas de las anteriores muestras, se analizara una muestra sin degradar por duplicado.

Las variables que se manejaran serdn el volumen del agente degradante, la concentracién del
mismo y tiempo de degradacitm, con el objetivo de obterer el porcentaje de degradacion deseado.

{@u experimento

Condicién Volumen (mL) Concentracién [Temperatura ("C) _ [Tiempo (hrs.}
|Acide: 1.0 Concentrado 45 40
Alcalinidad 1.0 3N 45 65

Perovide 1.0 Concentrado _[i5 24

uv Somelfrmcémaradeluz ultravioleta durante una semana
'Segundo experimento

Cordicién [Yolumen (mL) Concentracién _[Temperatura ("C) _ [Tiempo (hrs.}
|Acidez i0 E-C:;)r’n:tz-_-ntradu:u 143 [39
\Alcalinidad 3.0 6N K5 66

Perdxido 5.0 [Concentrado M5 124 N




[Tercer experimento

[Condicién |Volumen (ml) [Concentraddn [Temperatura (°C)  [Tiempo (hrs.)
\Acidez 1.0 Concentrado 45 41
\Alcalinidad 4.0 ON 145 165

Perdxido  10.0 Concentrado 45 x

uv ;ISometerencémarade hiz ultravioleta durante 12 dias

Los resultados obtenidos en este punto del desarrollo de exponen en el parrafo 8.5

7.6. Modificacion al sistema.

Con el objeto de poder separar el pico del producto de degradacién obtenido en
condiciones &cidas, del pico para el clorhidratlo de Metoclopramida se disminuird el poder
acarreador del acetonitrilo, reduciendo su porcenizje en un 5% quedando la fase moévil de la
siguiente manera: acetato de sodio: acetonitrilo (85:15). Los resultades obtenidos en este punto del
desarrollo de exponen en el parrafo 8.6

7.7. EspecHicidad {segundo biogue)

Con la intencién de obtener un porcentaje de degradacion entre el 10-20% se someteran las
muestras a condiciones de degradacion mds fuertes. Estas se plantean a conlinuacién

Las variables que se manejaran serdn el volumen del agente degradante, la concentracién
del mismo y tiempo de degradacién, con el objetivo de obtener el porcentaje de degradacion
deseado.

’Cu_arln experimento

Condicién [Volumen {mL) Concentracién Temperatura (°C) [Tiempo {hrs)
Acidez 13.0 Concentrade 42 13
\Alcalinidad 4.0 16N H6 [237

Peroxide  |10.0 Concentrado 46 66

Los resultados obtenidos en este punto del desarrotlo de exponen en ¢l parrafo 8.7

7.8. Linealldad y exactitud deil método. (pruehas previas de valldacién)

Se realizara una prueba para evaluar la linealidad y exactitud del método en el intervalo
del 70-130% de Metoclopramida por lo que se pesara lo correspondiente de 70%, 100% y 130% de la
sustancia de referencia.

Ademas en cada matraz se pesara lo correspondiente al placebo mas un exceso del 30%,
por si llegara a haber cambios en la formulacién. Entonces se le adicionara a cada matraz una
cantidad de 0.5463g de placebo. (pesc del contenido de la capsula mas un 30% de exceso)

En la determinacién de agua realizada a nuesira sustancia de referenda se obtuvo un
porcentaje de agua igual a 5.0812% por ko que habra que corregir nuestras cantidades a pesar por
contenido de agua



DESARROLLO DEL METODO

Nivel {%) Leyenda Cantidad de Cantidad  comregida
70 A 28 295
100 B 40 421
130 C 52 54.8

Los resultados obtenidos en este punto del desarrollo de exponen en el parrafo 8.8.

7.9. Modificacién al método.
Después de los problemas presentados en el experimento anterior, se procedio a modificar
el método, realizando la extraccién mas exhaustiva aumentando el iempo de sonicado hasta los 40
minutos, de manera de solucionar cuakqjuier problema de liberacion que pudiera presentarse.

Esta modificacién se probara, realizando un estudio con 6 replicas en las condiciones como
se preparé las muestras al nivel del 130%. Los resultados obtenidos en este punio del desarroflo de
exponen en ¢l parrafo 8.9.

7.10. Linealidad y exactitud del método. (2° experimenio)
Se repetira el experimento planteado para la linealidad y exactitud del método ahora con la
modificacion del tiempo de sonicado (cambio de 10 minutos a J0minutos). Los resultados
obtenidos en este punto del desarrollo de exponen en ef parrafo 8.10.

7.11. Segunda modificacién al método.

Por un problemna en el abastecimiento de los filtros Whatman GF/F de 0.7pm, se evaluard
otra manera de eliminar los excipientes. Esto se realizara mediante el centrifugado de las muestras
a 3000rpm por 5 minutos. El resto del método se conserva sin variacién. Este cambio primeramente
se valorara revisando la precisién de 5 replicas de muestra. Los resultados cbtenidos en este punto
del desarrollo de exponen en el parrafo 8.11.

7.12. Precisitén y exactitud controiando temperatura

Para verificar la conclusion a la que se lego en el experimento anterior (ver parrafo 8.11),
se repetira el estudio ahora con placebos adicionados, controlando la emperatura a cada momento
utilizando un bafo de agua. Ademas la centrifugacion se legara al igual que anteriormente
{3000rpm por 5 minutos9, pero teniendo en cuenta que la temperatura sea pricticamente la
ambiental (20-25°C). Los resultados obtenidos en este punto del desarrollo de exponen en el parrafo
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SULTADOS ¥ ANALISIS DE RESULTADOS i i

8. Resultados y andlisis de resuftados (desarroilo del método):
8.1. Establecimiento del sistema.

Cantided ds
lestémdar Peso (p) Petoclopremida
Adecuacion 1 0.0477 P74 0 Promedio R695066 6 0.045103355
Adecuacion 2 0.0477 P692225.0 Des. Est, h0913.72
A decoacion 3 D.0477 PA08555.0 V. D.40
[Adecuacisn 4 0.0477 P5684145.0 FPorcentaje de agua 5.4437
|Adecuadsn 5 00477 P6S6E7.0
[Pantos controles

Peso (g) kza-usta G

PC 1 D.0477 b 7O4683.0 hoos
e 2 p.o177 b713859.0 Hoo.7
Biuestras i

Peso (2) Respuesta b Metocopramida
M1 b 52m3 bs19628.0 b7.41 Promedic D567
2 2 05203 bs34133.0 b423
B bs2m b514875.3 ba.55 Des. Est b 38
w 5201 be71347.3 b751 cv. b 17

Ya establecido el sistema, el tiempo para el clorhidrato de Metoclopramida quedo de
alrededor de los 4 minutos. A continuacién se presenta un cromatograma caracteristico para la
Metoclopramida y para el blanco {donde se muestra que efectivamente no hay sefial que interfiera
en la zona de elusién de 1a Metoclopramida

e.18
9.30]
] .30
0.20] ¢.25]
0.107 8.204
-]
? -o.u.} - o.:s-j
—0.18] 0.10
- ol |
] 0.00 PR N
S — o v ——
0.0 2. 4.00 .00 *.00 .04 2.43 4.0
Miastse Hinutes
Bgaeer 4 Cromatogramas caracterfsticos para el blanco y para la Metoclopramida

Dado que cumple con los criterios de aceptacion para la corrida analitica (definidos en la
pagina 32), podemos concluir que el sistema evaluado es adecuado para cuantificar clothidrato de
Metoclopramida en nuestra forma farmacéutica.
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Primer Blogque Marl7, 2004
ICantidad
Pese (g sp Pirtociop il
lAdecaacién 1 D.0422 R19%6767 Promedio P201244.6 O 040024632
lAdecuaciin 2 D.D422 205860 Des. Est B7N87
Adecuaciin 3 00432 2330 V. D17
Adecuacidn 4 0.0422 98164 Porcentae de agua  p.154%
Adecuacwin 5 0.0422 203102 [
Peso (g} Eﬁ
PC1 0.0422 POBB493.5 o4 .9
PC2 00472 076180 54 3
PC3 004722 POPI245 045
> T ;
Pese (g Metodopramida
53 4624 3833810 HO1.47 Fromedio 9888
T3 D.4624 22343510 57.95 Des. EsL R27
U3 04624 P206733.5 5722 C.¥. 2.30
55 p.4624 P1565585 @501 Promedio 9932
s 4624 PI3%s60 o281 Des. EsL B.57
5 04624 FZ73252.0 j]m.IS LY. B.59
Segwndo Bloque Marl8, 2004
P Cantidad
FPeso (g Pletoclopramide
Adecuacion | 00422 224 | 680 Promedio 2368778 0.040024632
denacion 2 00422 232745 Des. Est B530.37
Puderuacidn 3 0.2 23522 Y. D.15
JAdecuacion 4 0.2 (239007 FPorcenlae de agua 51549
Aderuacion 5 0.G422 2236435
FPeso (g Espuat Lﬁ
PC B.0422 E2e6964.0 1913
PC2 20422 P276950.5 ¢Ls
PC3 00422 R278681.5 1919
PC 4 00422 268401 .10 101.4
-~ 1 ]
Pese (g Respuesta [% Metoclopramida
51 D 4624 2 7076.0 9604 Promedio %621
T 1 D 4623 2456165 195.93 Bes. Est. DM
i D.4623 g 58857 .0 96,53 V. D35
52 D.4624 4028165 107.8 Fromedic 5.3
T2 D.4623 23146855 103.6 Des. Est 2.15
B2 D.4624 PM2T08.5 1048 C.V. 2.4
58 D.4624 RAILOS.0 9.9 Ilemedlo 10227
T8 D.4624 22683823.0 2.4 Des. Esi. 232
s 04624 B336701.0 4.5 CVy. 227
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et TERCERA REPLICA Mar19, 2004
Lm “
Peso (9 Rletoclepnem ida
lAdecuacién | D 0422 bo7499%00  Promedio PI71324.3 D.040a24632
ladecuacion2 P42 br703465  [Des.Est. 331,10
ladecuacion3 Pz bresss OV .10
lAdecoacibn 4 D.0422 P265190.0 FPorcentaje de agea 51549
[adecoacion s o422 p2sws36.0
Puntos 1 |
FPeso (g Llapﬁl *
FC1 Doz boagrrs bs.0
PC2 D.0422 246773 bs.9
PC3 D04z bod73e2 bs.o
PCa b.o422 b248455 9.0
Pese puest P Metoclopramid
54 D.4624 PI59672.0 §5.55 Promedio 59,25
T 4 p.4s24 brs3gI30 95 Des. Est pzs
U4 D.4624 P246872 0 o8 cv. D29 i
56 D.4624 P3gs060 10150 Promedio 100.09
Ts D.4624 715950  heog? Des. Est. 141
U p.4624 bo40057.0 PS8 Cv. L4l
57 b6zt 19459190 B5.73 Promedio 224
T7 D 4524 2144250 piss Des. Esi. .01
7 P.4624 1211430 B3.45 cv. 6.51
Anﬂisisstﬂifsﬁ:m.l
AL B I ACLCABC 1) K200 K3@W Lr k prom Efects  [Coef.
N . FF FE R KT s 04 oS98 be.59 b88.62 be.21
2 Y 10775 |10356 (10480 B16.11 05.37 1.02 5.08 D 54
3 x b L F bR 10147 5795 57.22 96,64 58,88 5199 1208 L1.04
y b + w L L L | 9,55 69 75 o508 a7 79 926 142 0.12 p.os
5 5 L L Lk k501 hozs1 100.15 557 96 0932 L17.40 L1.45 lo.73
5 L T FLL hoise  looor  bess hoos  [100.09 .74 b3 n.i6
7 b - F bk [ x| ks b7.55 b3.45 b76.73 bz.24 439 lo.37 Lo.18
. Lne 1+ Lk b b ow 69.89 10239 10453 h06.50 o227 54,13 hsi
FPromedio 199 20
Des. Est 45112
MNOFA
_— sc scm frp F wbrica
L Loz 155124 || 15 37949 44
b [2499 beozz 1 Ps 300963 |
ab 142 boBM5 0 P08 p0o9rT K(REPLICAS| 3
¢ Li740 1262188 il |126  |1.45979 n (Factores)= 3
ac P74 bs226s1 || P58 poes3s I {nivelesy 2
b [439 pgo33iz || pE o9l . N= 24
e pL.13 22107 || 1z [f4ames
Fesuinat 1183418 16 B£5 b SIGNIFICATIVO
Voral M55.6876 [




Como podemos apreciar en la tabla del analisis estadistico, en promedio el nivel menor de
cuantificacién de Metoclopramida fue el nivel base {descantando el nivel 7, del cual se sospecha
perdida de polvo adheride a las paredes del matraz).

Para los niveles extraidos con agua se aprecia que al ser la liberacién de Metoclopramida
no tan adecuada, el porcentaje de liberacién incrementa al aumentar el tiempo de sonicado y/o la
agitacién con vértex.

Respecto a la extraccién de Metoclopramida con metano], es casi total con los 10 minutos
de sonicado, que casi no influye | agitado con vértex o el aumento en el tempo de sonicado.

Mediante el andlisis de la anova, se puede constatar que en efecto, el dnice factor que en
realidad afecta nuestra extraccion es la polaridad, ya que solo el factor identificado comwo “a“ tiene
una F experimental mayor que la F tedrica. El hecho de que también la combinacién de los 3
factores produzca una F experimental mayor que la tedrica pudiera ser el resultado del mismo
factor de polaridad. Esto se puede apreciar desde el resultado obtenido para el efecto de a y abe,
donde les valores obtenidos son los tnicos de magnitudes importantes.

Por lo que se concluye que el mejor disolvente para la liberacion de Metoclopramida HCL
en cdpsulas de liberacion modificada, es el metanol. Dado que la liberacion es maxima, y se ve
modificada muy poco por agentes mecdnicos como seria el mayor tiempo de sonicado o la
agitacién por vértex, estas condiciones adicionales se pueden descartar de nuestro método.

8.3. Uniformidad de contenido.

Fetimed

Llspvmr I
Peso (2 'a M etoclopramida
s Gecuacion 1 D042 PO771455 Promedio POS6244.1 040024632
JAdecuacion 2 D.0£2 RO67967.5 Des. Est. 1795607
phdecuaciin 3 00422 POS2253.0 C.V. 87
Pd ecuacion 4 0.0422 RZ9E96.0 Potceriaje de agua I5.1549
Adecnacion 5 0.0422 53958 5
Pumion controdes
Peso () Respuesta e
PC1 00422 34444 0 198.9
PC2 D042 424090 953
FC 3 D.0422 409955 993
PC 4 00422 PO42317.0 993
[PC 5 00422 PO4H78.0 199.3
= 1
Peso (g} Respueste b Metoclopramida
E1 &Qj 19899128 643 Promedio 07.60
E2 4624 PO 540 po0.75 Pes. Est 282
E3 .4624 PU381350 99.18 C.v. 289
E4 D.4624 0055320 5759
E S5 4624 J 9915695 55
Es 4624 b28433.0 ﬁ
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Wmestras | Msestra sin putverizar

Pese (g} —Eq—s.rl hi Metoclopramida
F1 £.312 D009425.0 k778 Promedio 103.33
K2 02312 b 3459760 16,11 Des. Est b3
F3 2312 bo78827.0 10116 Cv. k.61
Fs D312 b037609.0 bo1s
Fs D312 b055291.0 100.02
Es 02312 b173525.0 bes.7z

Los niveles marcados son los que se difieren de los demas; para corroborar los resultados
se volvid a tomar una alicuota desde el matraz donde se realiza la extraccién obteniéndose los
siguientes resultados

Estindar
LMJ ;

Peso (2 M reiocloprasida
lAdecnacion 1 00422 1998462.0 Promedio 1998476.7 1.040024632
A decuacién 2 00422 19963100 Des. Est 62 93
Adecuacién 3 Doz 19969060 Cv. D2
IAdecuaciin 4 .02 1997798 5 Porcentaje de agua 5.1549
[Adecnacion 5 0.0422 ho%s07.0
Puntos }

Peso (o) Respreste %
PC 1 Doz 19984080 [100.0
PC 2 Dou P007060.0 o4
pC 3 1.0422 PO04509.0 hoo3

Peso (o) B Metocdopramida
E1 D.4624 19572550 B5.24
ES D.4624 BO70719.0 hoo.77
F1 p2312 [964639.0 bs5.60
F 2 2312 P320473.5 H1336
F & b1z P130416.0 H05.67

Al comparar los nuevos resultados con fos obtenidos anteriormente para estas muesiras
vemos que efectivamente son similares excepto la muestra E 5 donde la segunda vez cuantificé
alrededor del 13)%, y comparario con el primer dia (92%)}, nos damos cuenta que esa réplica se
debe descartar ya que se cometié un error en el manejo de la muestra. Para las demas muestras
aungue no se obtuvieron los mismos resultados, los valores generados son similares a los obtenidos
el dia anterior por o que se corroboran los resultados obtenidos. Las diferencias existentes pudiera
deberse a que la cantidad de Metockopramida que tienen las cépsulas no es uniforme.

Si eliminamos a la replica E 5 de nuestro manejo de resultados el coeficiente de variacién
disminuye al 15%, que ya es un valor aceptable. Por todo lo anterior se piensa que nuestro método
es adecuado para llevar a cabo la prueba de uniformidad de contenido a este producto terminado,
¥ que el coeficiente de variacién de las cipsulas sin triturar se debe a errores en la elaboracién de la
mismas.
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8.4. Evaluaci6én de Ia precisién.

| | Contided &g
Peso (9 ‘ : Pletociopram id
lAdecuacién 1 0.0422 PO32544.0 bromedio baa1ss0 0.04003782
lAdecuaciin 2 0.0422 PO31170.0 Des. Fst. F52.62
lAdecuacion 3 0.0432 [032485.0 Cv. 0.04
lAdecuaciin 4 D.0422 R031093.0 Porcenlaje de agua 5.12365
ladecuacion 5 D.0422 [031108.0 i
Peso o Respwests e '
PC1 D.0422 0236625 99.6 ;
PC2 D042 P049271.0 hoo.9 i
PC 3 o122 b04565L.0 hoo7 :
Sid F bxz P020700.0 9.5 1
Peso (g Respuests b, Metodlopramida |
B 1 4624 P021670.0 99.60 Promedio 100.79
K 2 04624 boig3s2 0 B9 44 Des. EsL b.9s
K3 D.4624 P63643.0 101.67 V. 0.9
K4 04624 P040239.0 h0g.52 ;
K5 04624 PO40249.0 100.52
K& 4524 P062975.0 i0i.64

Con un coefidente de variacion menor del 1%, podemos afirmar que nuestro método no
tiene problemas de precision como se llegé a sospechar anteriormente, por lo que se podré pasar a
ia siguiente etapa que serd la evaluacion de la espedficidad del mismo tanto a excipientes como a
productos de degradacion,

Por otro lado al comparar €l estindar filtrado con los valores obtenidos para los puntos
control, sabemos que no se pierde muestra al pasarla por el filtro.

8.5. Especificidad (primer bloque)
A través de los 3 primeros experimentos de especificidad, se vinieron dando, los siguientes
resul tados:

Para tas degradaciones por medio de acidez, se observd {a presencia de un pico alrededor
de los 3.8 minutos, que por su cercania con el Hempo de etusion de la Metoclopramida, alteraba la
cuantificacién de la mismo En cierios momentos llegaba a coeleuir con ella. En un principio se
penso que este se debia a alguna contaminacion del material de vidrio utilizado, al volverse a
presentar se especuld podria deberse a alguna contaminacion del reactivo HCl ulilizade, asi que se
hizo cambio de reactivo para el siguiente experimento. Al volverse a presentar entonces se descarts
por completo la probabilidad de alguna contaminacion, ¥ se concluy6é que se trataba de un
producto de degradacion.
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O. 10

0.057

A

T

o.0D

—_——— E
2.00D
Minutas

Baua? Cromatograma de un placebo adicionado sometido a condiciones acidas,

0.30_;1 ¢. 30
o.253 0.25]
] - ]
] 1 ]
©. 203 - 0.20]
] - ]
(]
% o0.15] - 2 0.15]
' ] 3
0.10] "E"_ 0.10]
] -
0. 05 ! 0.05]
0.00] J - —Ait‘a—“‘ 0.00] {JL
S| T —
0.00 2_00 4.00 c.o0 z.00 1.00
Minutes Minotas
bgua® Croma corres ientes al bo v al blanco de reactivos condiciones acidas
En cuanto al resto de las condiciones de degradacion se obtuvieron los siguientes
resultados
Condicién Experimento 1 Experimentos 2 Experimento 3
Alcalividad 9831% 95.22% FB5%
Ohridacion HA0: 96.36% T2 46% 0.91%
Oridacion UV W67 . 91.80%

Aqui podemos observar que las muestras akealinas casi no sufren degradacién aunque las
condiciones cada vez se volvian mas drasticas. Esto demuestra que es mucho mis estable en
condiciones alcalinas que 4cidas. También pudoe haber influide que ai ser metanol el disolvente,
este no facilitara del todo la hidrélisis, como podria llevarse a cabo en agua.

* Esta seric de mocstas bo se pudicron amlizar, puesto que al concluir el iempo de degradacion se emcontrd la cizmra apagsda, y no se
obtmvo informaciin de! momento en que sc apago, por ko qoe no se tenia con certeza ¢l tiempo que duro la degradacion perdiéndose por
completo las mmeestas.
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A continuacién se presentan unos cromatogramas caracteristicos para cada una de las
condiciones de degradacién.

st NN |V R

AT - -
o.oo0 2.00 '
Minutams

Bguea 9 Cromatograma de un placebo adicionado sometido a oxidacion por HxZO,.

T
4 .00

o, 30 0,307
0.25-3 0.25]
©.20] 0.204
2 o0.15] ® 0.15]
0.10] 0.10]
0.05] kL 0.05 U
e.00l_ . ] o.o0l __. 1 L_
c.oo zoo' T “alea’ 0.00 2.00 4.00
Minotes NMinutes
Bura 10 i al v al blanco de reactivos para oxidadién por HxO»
o.30
Q.2
9.20
‘ o.15
o.1
a.os
o.oo0F . _--”\J\__ | | B
o .00 ' "z.'ao | ’ " a.00
Minuteas

Foua 1l Cromatograma correspondiente a un placebo adicionado para condiciones alcalinas
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0.30 i - =
] 0.3
0.25]
b Q.2
3
0.20] 0.2
p
1
B °'15'j 2 o.1
0.10-: 0.1
6. 052 0.0
0.003 .00 J{
IV A— — T —
¢.00 2.00 4.00 0.00 z.00 4.00
HMinutes Minutes
Bigueer 12 Cromatogramas _correspondientes al placebo y_al blanco de reactives para condicienes
alcalinas
o.25
|
o-zo_:!
]
E O.157
O .10
0o.05]
o._.ool VAN ~ T # - |
I n ]
T 13 T 1 F ) T T
o .00 2 .00 4 .00

Mixubes

Eigarer 13 Cromatograma correspondiente a un placebo adicionado para oxidacién por UV

_ —
0.25
] 0.25]
0,20
204 0.20
5 0.13 . 0-15§
] <
0.10—_ o.104
. 1
D.US—: 0_05_:
0.00] o.00]
T A 1w, —
0.00 2,00 4.00 0.00 2.00 4.00
Miputes Minutes
Bguaa 14 Croma co! al be vy al blanco de reactivos para oxidacién por UY
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o .204
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o.35]
L | 3
o.:lho_j1

o .05

o .o} A-

IR M— Vi - ——"

o.oco 2 .00 4a.co
Mirnuvuites

Eigppa 15 Cromatograma correspondiente a la sustancia de referencia

2

- 1 o~ e ray FAN T
| + T T T T v T -—
oO.a0 2 .00 4 .00

MM vt e

Hgueg 16 Cromatograma correspondiente a una muestra sin degradar.

Como se puede apreciar claramente en cada unc de los anteriores cromatogramas,
exceptuando las degradaciones 4cidas, en ningunas de todas las restantes hay algan pico que
interfiera en la zona de elusién del clorhidrato de Metoclopramida, ya sea tanto para el blanco de
reactives, como para el placebo, coine para el placebo adicionado, por lo que en estas condiciones
{oxidacion por UV, por peroxido y akalinidad}, nuestro método es especifico para excipientes y
para productos de degradacion.
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8.6. Modificacién al sistema.

Se consigui6 separar el pico del producte de degradacién del pico correspondiente a la
Metoclopramida. Quedando el tiempo de elusién en 5 y 8 respectivamente.

Por medio del anilisis de pureza realizado a nuestro pico de interés a través de un detector
de arreglo de fotodiodos (ver detectores en el punto 4.2.6), confirmamos que se trata efectivamente
de clorhidrato de Metoclopramida, y que el pico es totalmente puro.

Ya en los porcentajes cuantificados se obtuvo un promedio del 4% por lo que hay que
someterlo a condiciones de degradacién mas drésticas

U.J.L_
0. 10
u.usd
0.D0 IL
-2
'II.-II.‘._
-0.104
TN
c=0_ FO4- e —— —r 1 .
0. 00 2.00 4.0 6.00 . T-1 1o0.00
mnuscs -
e 17 Cromatograma correspondiente al placebo para condiciones dcidas
Mucshns degradedes
Macbommide NCI- 9.044
L ]
24890 s o 08 00 0 %0 380 000
J LR

5.1
a | N
. A 2

" -i 1.\. — 1 1 T n T

-1 ] 10 4 1] 3 430 330 om TX 830 L} 1]

Hinses
Hguea 18 Cromatograma que demuestra la separacién de nuestro pico de interés con el producto de
degradacgén.
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En la figura 18 se comprueba que efectivamente al disminuir el poder acarreador del
acetonitrilo, se logra separar nuestro pico de interés del producto de degradacion, ademas que
mediante los diversos barridos que se realiza al pico alrededor del Hempo de elusion, se aprecia
que en todas las zonas se trata solamente del mismo analito pues todos Jos espectros muestran los
mismos méximos ¥y minimos, que al compararse con el especiro de referencia (almacenado en la
libreria, representado en color negro), podemos constatar que se trata efectivamente de
Metoclopramida pues nuestra muestra presenta los mismos méximos y minimos

8.7. Especificidad (segundo blogue)

[Condiciép =~ |Experimesiod == = |
Alcnlinided 5959%
Ovhdacién H-O- 3437%
Acidez E9.15%

Tanto el porcentaje de degradacion para las condiciones dcidas como por oxidacion por
H,0,; caen dertro det miervalo deseado puesio gue para o primero se cuantifico en promedio un 83% y para
el segundo un 84%.

Para el caso de condiciones alcalinas am con ¢l encrme ticmpo que se expusicron las muestras, la
degradacién es practicamente despreciable, por ko que se concluye que el clorhidrato de Mctockopramida
sufre degradaciones despreciables bajo esas condiciones.

Las condiciones de degradacion al UV se mantienen segim lo estipulado en el tercer experimento del
pritoer blogue.
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Andiisis de pureza para el pico de Metoclopramida en muestras sometidas a
degradacién alcalina.
Meeciras dogradades
bereiponcz HI - $1 M
jeal N
I b _J18 Aaxn e 11 ) wn kral | an kil k-] |

— 77T T
[ J1s 1. i I <3 (118 Vi3 ’» I
Wt

B 19 Cromatograma con pases de pureza a lo largo de la muestra degradada akcalinamente.

Purly Plot
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Boura 20 Anslisis de pureza para el pico de Metoclopramida en muestras sometidas a dacién
alcalina.
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Triphe Mat ch Plot
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Bgnea 2l Comparacion del espectro obtenide para la muesira degradada bajo condiciones alcalinas
con el del estindar secundario.

Andlisis de pureza para el pico de Metociopramida en muestras sometidas a
degradacién oxidativa con peroxido.

Muoestras dog sded as
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Eigpuea 22 Cromatograma con pases de pureza a lo targo de la muesira degradada por oxidacién con
peroxido.
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Ecuwa1 23 Andlisis de pureza para e pico de Metoclopramida en muestras sometidas a oxidacién con
peroxido.
Tripie Mastch Plot
8.10 /‘ Metociopranide HZ1
- ._.5_5../
s:0]

000 M08 08 HON  HNON 300 M0 X000 080

Library Maich(at)

200 MM 0N 2600 2 XOD 080 MWK A0 2080

Diftaranc(sd)

— Library Name Metociopramida HCl Nane Mebclopramida HCI Descriplion
SampicName 4PA-COHO 1 Yial Sinjection 1 Date Acquired 06052004 035219 p.n

Biawaa 24 Comparacién del espectro obtenido para la muestra degradada por oxidacién con peroxide

con el del estdndar secundario.
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Andlisis de pureza para ef pico de Metoclopramida en muestras sometidas a

degradacion acida.
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Eigpeey 25 Cromatograma con pases de pureza a lo largo de [a muestra degradada con acido.
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muestras sin degradar, podemos ver que nuestro método es especifico tanto para excipientes como
para productos de degradacitm, puesto que mo hay ninguna sefial que interfiera con la
cuantificacién del clorhidrato de Metoclopramida. Mediante los diversos barridos que se realiza al
pico alrededor del tiempo de elusion, se aprecia que en todas las zonas se trata solamente del
mismo analito pues todos los espectros muestran los mismos m#ximos y minimos, que al
compararse con el espectro de refererwia {(almacenado en la libreria, representado en color negro),
podemos constalar que se trata efectivamente de Metoclopramida.

En los esquemas pertenecientes a “Purity Plot™ se comprueba la pureza del pico pues se
aprecia que al momento de eluir nuestra muestra no hay ningiin compuesto que coeluya con la
misma, por lo que se concluye que nuestro pico es totalmente puro.

Respecto a los “Triple Mach Plot” se corstata que el analito que eluye a ese tiempo de

retencion es precisamente el dorhidrato de Metoclopramida pues al comparar el espectro con el de
la sustancia de referencia las diferencias son despreciables.

8.8. Linealidad y exactitud del método.

Peso ()
Adecuacion 1 Do4z1 341777.0 Promedio 23249612 D.039960815
A decu acion 2 D.0421 R2313529.0 Des. Est. 16388.69
Adecuacion 3 00421 E303193.0 CV. .70
Adecuacion 4 0.0421 2328015.0 Porcentaje de agua __ 5.0842
Adecuacion 5 b.0421 bi3g292.0
Pantos comtrol
Feso (g) Respuesta %
PC1 Dol D311184.0 bo.4
PC2 b.o421 B280559.0 Bs.1
Pduestras
Respaesia e M dop id
a1 15489240 5.08 Lantidad o (mg) ps
la 2 1555965.0 9551 Promedio 95,68
a3 1571391.0 bs.46 Des. EsL 0.71
C.v. b.74
B bo98531.0 bs.77 Fantidad o (mg) ho
2 P296337.0 be.57 FPromedio bs.13
B3 77561.0 b7.87 Des_ Est. D.50
Cv. b.50
1 basers0.0 bs g Fantidad teo (mg) 52
2 R666703.0 BB.11 Promedio b3.94
cs3 bsess420 b4.86 Des. Est 540
v, 5.75
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Al parecer con la cantidad de piacebo adicionado a cada muestra, la Metodopramida
presenia serios problemas de liberacion dado que en el nive] menor, donde se supondria seria mas
factible un 100"% de recobro, nos quedamos a un 4% en promedio por debajo de la cantidad de
Metoclopramida adicionada.

También a lo anterior podriamos atribuirle el elevado coeficiente de variacion que tiviercn
nuestras muestras del nivel del 130%.

Para el nivel del 100% la cantidad obtenida cay6 dentro del intervalo del 98.0-1020% de
recobro y el coeficiente de variacion fue menor del 2.0%, por lo que en este nivel no se presento

ningun problema.

8.9. Modificacién al método.

— T
Ls:l.nl-r Lq-m - “
Wdecaacion | D042} 387306.0 Promedio 2360170.6 0.039960815
Adecuacion 2 D.0423 3751920 Des. Est. P2570.73
IAdecuacion 3 .04 E36227.0 C.V. .96
ladecnacion 4 .42 3446960 Porventaje de agua  5.0812
lAdecuacion 5 0.0421 3313320 :
Pustos 5
Preso (g Respuesta Ead
PC1 p.04z1 B347132.0 Bo.4
PC2 D421 R354624.0 bos
Respuestn % Metockopramida
DL B105738.0 10112 kantidad teo (mg) 52
D2 BI65M3.0 101.13 Promedio 101.27
D3 B120536.0 10161 Des. Est. D20
D4 B105453.5 10141 Cv. .20
D5 31 08875.0 101.23 '
De B114069.0 18139 |

El promedio de las 6 muestras fue de 101.26% que entra en el rango del 98.0-102.0% de
recobro deseado, ademds que el coeficiente de variacién fue def 0.2% que es menor del 20%. por lo
que se concluye que si habia problemas de liberacién, estos se resolvieron al aumentar el tiempo de
sonicado.

Por lo anteriormente planteado, el método desarrollado se le modificara el Hempo de
sonicado quedando en 40 minutos.
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8.10. Linealidad y exactitird del método. {2° experimento).

e Cantidad F
‘Adecuscion 1 D.0421 23200950 Fromedio 346187 4 D.035%0615
‘Adecuacisn 2 D.0421 23320515 Des. Esl 1929632
Adecuacion 3 D.0421 P352819.0 CY. 0.82
Adecuacion 4 p.0421 23634375 Porcentaje de agua  5.0812
I decuacitn 5 D.0421 3625340 ]
Punios A

Pese (g Respursta il
PC1 D.0421 [352882.0 1003 -
PC2 D.0421 23381305 9.7 |

Respuesta % Metodopramida
El 16484840 o028 kantidad teo {mg) b8
E2 165135 59.21 Promed io 100.06
E3 1655545.0 hoo71 Des. Est. .77

i Cv. 0.7
il b399145.0 122,16 kcantidad teo (mg) HO
[F 2 P414631.0 no2g2 Promedic 10191
F 3 D366060 5 100.75 IDes. EsL 1.06

CV. 1.04 ;
G B108125.0 19180 famtidad leo (mg) 52 :
G2 B103302.0 noL85 Promedio 101.76
G3 B 10B505.0 101.82 Des. Est .10
C.y. b.09
REGRESION LINEAL POR MINIMOS CUADRADOS
Perdiente(B) = 1.0373 suma x = 360, 000
Ordenada (A) = 0.9278 suma Y = 365.0810
Pend. Rel. (Bo}= 10729 n= 9
Ord. Rel. (A0} = 0029 suma x"2 = 15264.0000
Coef.Corr. {1} = 0.9997 sumayh2 = 15739.6542
Coef Del (12} = 0.9993 suma xy = 15459 4753
Sy/x= A0IE-0L promedio x = 40.0000
Syfurel= 0.0074 promedio y = 40,5645
CcY.= 07
Error Estindar de la Pendiente = 1.02E-02
Corf.de Yariacksn de la Pendienke = 1.0
A. mg RECUERADOS EN CADA NIVEL
NIVEL A |-
s ADICIONADOS _ RECUPERADOS
! 28,000 b2 577
7 25,000 D7 778
: 2% 000 _ psass
H0 000 HO.863

1100.0 H0.000 1127
I H0.000 HO.299
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52 000 F2.938
130 E2.000 E2.856
52,000 52545
B. ECUACION DE LA RECTA
y= 10373 x+ 09278
2= 0.9993
CV. = 07

C. INTERVALD DE CONFIANZA AL 95% gl =7 PARA LA ORDENADA AL ORIGEN Y LA PENTHENTE

ORDENADA AL ORIGEN PENDIENTE
Limite Superior = 0.0682 10615
Limite Inferior = 1987 1.0m31
D. POR CTENTO RECUPERADO EN CADA NIVEL
NIVEL % 0.0 hoo.o fi300
REPLICA [POR CTENTO RECUPERADO
n 100276 ne2 157 07 804
D 99,208 02816 N01.646
B 000.706 N00.748 n01.817
= 5 B B
PROMEDIO = n00.1 ne1.9 101.8
D.E = 7. 72E-01 11.06E+00 5 S0E-(2
V.= 0.8 o 0.1
= 9
PROMEDIO = 1012
D.E= 1.106+00
CV. = 1.1

E INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%, gf = 8 PARA EL POR (OENTO RECUFERADO

Limite Superior =
Limite Inferior =

1021
1004
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Los resultados obtenidos resultan adecuados en los siguientes aspectos:

« FEl coeficiente de determinacion es mayor a 0.98.

« FEILC.al95% para la pendiente debe inchuir al uno.

s EIC.V.delaregresion es menor ¢ igual al 2.0%

s El promedio del por ciento recuperado por nivel se encuentra entre 98.0y 102.0 %.

e El promedio del por ciento recuperado global se encuentra entre 9.0 y 1020% y el
coeficiente de variacitn es menor o igual al 2.0%.

8.11. Segunda modificacién al método.

T
E E:u.chﬂ da
tdndar Pasc (g) ta toclopramida

Bdecuacion 1 K.n4zz E400710.9 lPromedio £370127.1 bb.o10033785
Rdecuacidn 2 S eied [P3€3855.1 es. Est. [L17122_&7
bdecuacisn 3 . 422 E362870.5 kv, k.72 i
decuacién 4 J. 0422 1614640 IPorcentaje de agualt. 1334 j
adecnacisn 5 05,0422 DI6ITIE.0 f J
Pontos cnuttal.ﬁ

Peso (g} Respessta i
Ec 1 fi’l.nq"f" E35279z2,0 EE)
lpc [ TEE F364531.0 R
Muastras |

hn’pucsta  Metoclop id t oF o
E-1 R367239  |vz.zg 39,9849 kcantidad teo {mglHC
-2 B346992 |uo.1: 35,6429 rromedio 22.62
E-3 2280934  igs.3z 3E.5271 Tes. mst. 1.37
E-4 0341255 ks.:- 2. 5460 v, 1.38
E-5 2341379 pe.ct Ibg.s-::‘e:

Los resultados parecen ser adecuado. La variacion pudiera deberse a que la una probable
diferencia en la temperatura de cada muestra al momento de realizar las diluciones y el porcentaje
bajo obtenido en la determinacién E-3 puede deberse a la variacion existente en el contenido de la
muestra.



8.12. Precisitn y exactitud controfando temperatura.

i lcantidad dal
Peso (g) Respuests Metocloprawida
Pidecuacidn 1 . G422 F29z387.0 Eromedic 238095 L_C430337205
decuacidn 2 .C422 2z91291.0 Ces. Est. 6555.33
bEdecuacidgn 3 I.c422 2ZREETO.S .. 0.3%
Pdecuacidn 4 K.042% 227 5 Porcentaje de sgualb. 334
pdecuacidn 5 L.0427% i 1}
Puntos controles 'L
Peso (g} athostc ¥
e i n.04zz [266E79.5 55.1
[Fc 2 n.0422 l33E5516. 0 59.9
koestras | !
L, ta & Matoclogp id: t aparad:
E-1 22867535 hoo.a3 kantidad teo ImgiHd
E-2 2919575 hoo.zs Eromsdio a0 _75
E-3 0285415.0 s lbes. Est. 2. 54
E-4 R257302.0 1. 74 .. . 54 1
E-5 2283890.0 =a.490
E-E R277081.5 m=a.s0 36,3417

Los resultados son exactos puesto que el porcentaje de recobro en cada determinacion cae
dentro del intervalo del 98.0 % al 102.0% y son precision porque el coeficiente de variacion para las
6 determinaciones es menor del 20%. por lo adecuado de estos resultados se concluye que el
método esta listo para ser validado
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9. Caracteristicas finales del método desarroillado

9.1. Soluciones

9.1.1.1. Solucibn acuosa de dcido fostérico 0.01IM

Transferir 0.7mL de aado fosforico concentrado a un matraz volumétrico de 1000mL, levar
a volumen con agua

9.1.1.2. Solucién de acetato de sodio dihidratado
Disolver 5.4g de acetato de sodio en un litro de agua HPLC.

9.1.1.3. Fase movil

Mezdar 850mL de Solucion de acetato de sodio con 150mL de acetonitrilo, adicionar 2mL
de solucién de hidroxido de tetrametil amonic en metancl al 25%  Ajustar el pH de la fase mévil a
6.5 con acido fosférico concentrado. Filtrar a través de membrana millipore tipo HVLP de 0.45pm
de tamafio de poro o equivalente, desgasificar al mismo tiempo con agitacion y vacio.

9.2, Equipo.
HPLC equipado con una columna Symmetry® C18 de [5cm de longitud por 4.6mm de diametro
mterno rellena de particutas de Sum vy precolumma Symmetn® CI8 de 2cm de longitud por 3.9mm de
diametro interno rellena de particulas de Sum

9.3. Método:

9.3.1. Preparacién de la referenda

Transferir airededor de 40mg de Clorhidrato de Metoclopramida SR base anhidra, pesados
con exactitud a un matraz volumétrico de 100mL, adicionar 70mL de acido fosforico 0.01M y agitar
en ultrasonide durante 5 minutos. Dejar enfriar 2 temperatura ambiente y llevar a volumen con
acido fosforice B.01M vy mezclar. De esta solucién transferir 5.0mL a un matraz volumétrico de
50mL, levar a volumen con &cido fosforico 0.01M y mezclar. Concentracion aproximada de
0.040mg/ mL de Clorhidrato de Metoclopramida

9.3.2. Preparacion de la muestra

Valoracién

Pesar no menor de 20 cépsulas individualmente. Vaciar el contenido de las cipsulas
limpiarias y pesarlas. Cakular el contenido promedio de las cdpsulas y triturar con mortero y
pistilo hasta polvo fino y homogéneo. Transferir el eguivalente a 40mg de Clorhidrato de
Metoclopramida, pesados con exactitud, a un matraz volumétrico de 100ml, adicionar 70 mi de
Metanol HPLC y agitar con ultrasonido durante 40 minutos. Dejar enfriar a temperahura ambiente
y llevar a volumen con metanol HPLC. Centrifugar a 3000rpm por 5 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C), y decantar. Del sobrenadante transferir 5.0mL a un matraz volumétrico de
50ml, mezclar y llevar a volumen con écido fosférico 0.01M.
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Uniformidad de contenido

Selecdonar no menos de 30 cdpsulas y analizar 10 como sigue: Transferir el contenido de
una cipsula a un matraz volumeétrico de 50ml, afadir 35mL de metanol HPLC , agitar con
ultrasonido durante 40 minutos. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con
metanol HPLC. Centrifugar a 3000rpm por 5 minutos a temperatura ambiente (20-25°C), y
decantar. Del scbrenadante transferir 5.0mL a un matraz volumétrico de 50mL, mezclar y llevar a
volumen con &cido fosférico 0.01M.

9.4. Condiciones cromatogrdficas

Velocidad de flujo 1.5 mL/min
Yolumen de Inyeccitn 20pL
Deteccion UV aZl5nm
Modo de Integracion Areas
Respuesta: Areas

10. Validacién del método desarrollado

Se validaron los siguientes parametros de desempefio del método considerandose los
criterios de aceptacion que a continuacién se sefalan:

10.1. Especificidad.

10.1.1. Excipientes

Se evalué al procesar por duplicado muestras de placebo (preparadas al 130%) y fueron
analizadas con el método propuesto.

Les criterios de aceplacion fueron que ninguno de los excipientes de la formulacion debe
presentar sefiales al iempo de retencion del Clorhidrato de Metodopramida.

10.1.2. Productos de degradacién

Se evalué al procesarse por duplicado 40mg de Clorhidrato de Metoclopramida y 0.5463g
de placebe exactamente pesados transferidos a un matraz volumétrico de 100mL y adiconando
#0mL de metanol HPLC, después se agrego el volamen de agente degradante tal como se apunto
en el desarrolto.

Los criterios de aceptacion fueron que: La senial de Clorhidrato de Metoclopramida debe
ser pura. No debe haber productos de degradacion que interfieran con la cuantificacion del

compuesto de interés,

Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalie en el parrafo 11.1
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10.2. Linealidad del sistema

Se evalu6 la linealidad del sistema al determinar la relacién que existe entre los mg/mL de
Clorhidrato de Metodopramida (x) y la respuesta (Area) (y), al preparar muestras a 5 niveles, 3
réplicas por nivel a partir de pesadas independientes y en el intervalo del 70% a 130% de lo
establecido por el método analitico.

Con los datos obtenidos se realizd un andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados
obteniéndose:

s Ordenada al origen {(A),

¢ Pendiente (B)

¢ Coefidente de determinacién {r%

* Coeficiente de variacion de la regresion

* Ecuacién de la recta

e Gréfica

* Con los dalos del factor respuesta {Respuesta/concentracion de Diclofenaco dietilamonic)
se cakudo el numero de datos {n), promedio, desviacisn esténdar (D.E.), y el coeficiente de
variacién (C.V)

¢ Intervaio de confianza al 95% para la ordenada al origen o la ordenada al origen relativa

¢ Intervato de confianza al 95% para la pendiente.

Los criterios de aceptacion fueron que el coeficiente de determinacidn debe ser mayor a
0.98, el intervalo de confianza al 95% para la ordenada al origen debe incluir al cero o la ordenada
al origen relativa debe encontrarse entre -0.02 y 0.02 y el intervalo de confianza al 95% para la
pendiente no debe inciuir al cero. El coeficiente de variacion del factor respuesta debe ser menor a
15%.

Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.2

10.3. Precision del sistema
Se evalud al preparar por sextuplicado la solucion al 100%, preparada como se indica en la

tinealidad del sistema. Con los datos obtenidos de las seis respuestas se calculé el nimero de datos
{n), promedio, desviacién estindar (D.E), y el coeficente de variacion {C.V.).

Los criterios de aceptacion fueron que: coeficiente de variackon debe ser menor oiguala1.5%.
Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 113

10.4. Adecuabilidad del sistemna.

Se evalud al inyectar por quintuplicado al sistema cromatogrifico la primera réplica del
nivel al 100% preparado para la precision del sistema. Se calculd el promedio, desviacion estandar
(D.E.), coeficiente de variacion (C.V.) de la respuesta y los pardametros cromatograficos de las cinco
inyecciones

Los criterios de aceptacion fueron que: el coeficiente de variaddn de las cinco inyecciones

debe de ser menor o igual a 20%.
Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.4
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10.5. Linealidad del método

Se evaluo la linealidad al determinar la reladén que existe entre los mg adicionados (x) y
Yos mg recuperados (y), al preparar muestras a 3 niveles, 3 réplicas por nivel, a partir de pesadas
independientes y en el intervalo de 70% a 130% de Clorhidrato de Metoclopramida de lo
establecido por el método analitico.

Con los datos obtenidos se realizd un andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados
obteniéndose:

¢ Ordenada al origen {A),

*  Pendiente (B}

¢ Coefidente de determinacién (17

s  Ecuaciin de larecta

* Grafica

* Con los datos de mg recuperados se calculé el por dento recuperado, nimero de datos
{n), promedio, desviacion estandar (D.E.), v el coefidente de variacion (C.¥) por nivel y
global

s Intervalo de confianza al 95% para la ordenada al origen ¢ la ordenada al origen relativa y
el Intervabo de confianza al 95% para la pendiente o la pendiente relativa.

* Intervalo de confianza al 95% para el promedio del por ciento recuperado.

Los criterios de aceptacion fueron quer

El coeficiente de determinacion debe de ser mayor a 0.98, el intervalo de confianza ([.C.) al
95% para la ordenada al origen debe incluir al cero 6 la ordenada al origen relativa debe
encontrarse entre -0.02 y 0.02 y el 1L.C. al 95% para la pendiente debe indluir al uno 6 la pendiente
relativa debe encontrarse entre 0.98 y 1.02. )

El C.¥. de la regresion debe ser menor 6 igual al 20%
El promedio del porcentaje recuperado por nivel debe encontrase entre 98.0 y 1020 %.

El promedio del porcentaje recuperade global debe encontrarse entre 98.0 y 1020% y el
coeficiente de variacion debe de ser menor o igual al 2.0%.

El I.C. al 95% para el promedic del porcentaje recuperade global debe encontrarse entre
98.0 y 102.0%. Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.5

10.6. Exactitud del método.
Se evalud al preparar por sextuplicado, a partir de pesadas indeperdientes, placebos
adicionados al 100% y analizartos como se indica en el método anatitico.

El criterio de aceptacion fue que el promedio del porcentaje recuperado y su intervalo de
confianza al 95% deben encontrarse entre 9.0 y 1020 %.
Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.6
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10.7. Precisién del método.

Se evalud con las mismas muestras de la exactitud, calculando el promedio, desviacion
estindar y coeficente de variacién del promedio del porcentaje recuperado.

El criterio de aceptacion fue que el coeficiente de variacion del porcentaje recuperado debe
de ser menor o igual a 2.0%.
Los resultades obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en e} parrafo 11.7

10.8. Precisién intermedia.
Se evatud al analizar por triplicado durante dos dias, por dos analistas, una muestra

homogénea del producto, como indica el método analitico. Para cada dia y para cada analista se
realizaron moliendas independientes.

Con los datos individuales y globales se cakulé el porcentaje cuantificado, el promedio,
desviacion estandar (D.E.) y coeficiente de vanacion (C.V.).

Los criterios de aceptadén fueron que: coeficiente de variacion del por ciento cuantificado
para cada uno de los analisis individuales y el global debe de ser menor o igual a 20%
Los resuitados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en e pérrafo 11.7.2

10.9. Uniformidad de contenido.

Se transfirio el contenido de una capsula a matraz volumétrico de 50mL, y se analiz6 como
se indica en el punto 5.3 para Uniformidad de Contenido.

De los resultados obtenidos se cakculd el porcentaje cuantificado, namero de datos {n),
promedio, desviacién eskindar {D.E), el coeficiente de variacién (CV.} y la diferencia absoluta
respecto al promedio global del por dento cuantificado obtenido en la precision intermedia.

El Criterio de aceptacion fue que la diferencia absoluta entre el promedio del porcentaje
cuantificado en la Uniformidad de Contenido respecto al promedic global del por ciento
cuantificado obtenido en la precisién intermedia debe ser menor 6 igual al 2.0%.

Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.8

10.10.Robustez y tolerancia.
Se evalud al analizar las muestras preparadas para la precision intermedia {analista 1, dia
2), bajo las condiciones indicadas en la Tabla 2 { Ver Anexo 1).

Se cakculo el porcentaje cuantificado promedio en cada una de las condiciones probadas y
se comparé con respecto al promedio del por ciento cuantificado en la condicion original,
obteniéndose la diferencia absoluta.

El criterio de aceptacién fue que: la diferencia absoluta del promedio del porcentaje
cuantificado obtenido del promedio de las tres muestras analizadas en las condiciones probadas,
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respecte al promedio del porcentaje cuantificado de las tres muestras analizadas en la condicion
original , no debe ser mayor al 2.0
Los resultados obtenidos en este punto se desarrcllan a detalle en el parrafo 11.10.

10.11.Estabilidad analitica de Ia muestra.
Las muestras preparadas para la precision intermedia analista 1, dia 1 {tempo cero) se
almacenaron a kemperatura ambiente a cicles normales de luz y oscuridad y se analizaron alas 24 y
48 horas.

Se cakulé el porcentaje cuantificado promedio a las 24 y 48 horas y se compar6 con
respecto al promedio del porcentaje cuantificado al Hempo inicial, obteniéndose la diferercia
absoluta.

Los criterics de aceptacion fueron: la diferencia abscluta del promedio del porcentaje
cuantificado a las 24 y 48 horas, respecto al tiempo cero (inicial} debe de ser menor o igual al 2.0%.
Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.9.

10.12.Verificacién dei Clorhidrato de Metoclopramida SR

Se prepararon por duplicado el SR como se indica en el punto 5.3 y el SR con ef estindar
USP {estdndar primario) como se indica en el mismo punto. Se cakuld el por ciento cuantificado de
Clorhidrato de Metoclopramida en cada SR

El criterio de aceptacion fue que el por dento cuantificado de Metoclopramida clorhidrato
en los dos SR preparados debe encontrarse entre 98.0 y 102.0 %.
Los resultados obtenidos en este punto se desarrellan a detalle en el parrafo 11.10.1

10.13.Identificacién del Clorfiidrato de Metocfopramida
A partr de la SR y SMCt, preparadas en la predsion intermedia Analista 1 Dia 1, se
preparo una mezcla i:1 de la SR y la SMCI.

Se cakeuko la relacion de os tiempos de retencion Rr de cada SMC1 respecto a la inyeccién
inmediata anterior de SR. Ademas se calcul6 el ancho de los picos medido a la mitad de la altura de
cada SR-SMC1 y comparar con el ancho del pico medido a la mitad de la altura de la inyeccién
inmediata anterior de SR.

Los criterics de aceptacion fueron:

a) el tiempo de retencitn relative debe de encontrarse entre 0.98 y 1.02

b) el anche de los picos de Clorhidrato de Metoclopramida en la SM con respecto al
de 1a SR, no difiere en mas det 10%.

Los resultados obtenidos en este punto se desarrollan a detalle en el parrafo 11.10.2
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11. Resultados y andlisis de resuftados (validaciéon del
método):

11.1. Especificidad.

11.1.1. Exciplentes.

Los excipientes presentes en la formulacién, no interfieren en la cuantificacion de
Clorhidrato de Metoclopramida. El método es especifico a los excipientes presentes en la
formulacién,

11.1.2. Productos de degradacién.

En las muesiras sometidas a condiciones de degradacitn se observa que fos productos de
degradacién de la formulacidn no interfieren en la cuantificacion del compuesto de interés. El
andlisis espectral y de pureza muestran que todos los picos de Clorhidrato de Metoclopramida son
puros. Al comparar el espectro del pico obtenido de la muestra con el obtenido en el pico del
estindar se comprueba que el pico de la muestra es efectivamente Metoclopramida puesto que la
diferencia entre ambos es despreciable. La degradacion obtenida en todos los casos caen en el
intervalo del 10 al 20%.

El método es especifico para la valoracién de Metoclopramida derhidrato, en presenda de
productos de degradacion, por lo que este métode puede ser utilizado como indicador de
estabilidad.

CONDICIONES DE DEGRADACION

1 3.0mL de HQl concentrado por 4 a45°C
2 10.0mL de H:O: concentrado por 65hrs a 45°C
3 Someter a camara de luz ultravioleta durante una fres

o

POR CIENTO CUANTIFICACO

[DEGRADACION POR CTENTO DE Metoclopramida CLORHIDRATO CUANTIFICADO
88,39
ACIDA (1) 57.93
51.08
OXIDATIVA {2) 179.30
8746
ULTRAVICLETA (3)  [88.67
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11.2. Linealidad del sistema

En la siguiente tabla se muestran los datos con los que se realizé el andlisis de regresion
lineal para las sustancias relacionadas y ka vatoracion, se obtuvieron los siguientes resultados:
El coeficiente de determinacién (r2) es mayor a 0.98.
La ordenada relativa se encuentra entre -0.02 y 0.02
El intervalo de confianza al 95% de la pendiente no incluye al cero.
El coefictente de variacion del factor respuesta no es mayor a1.5 %.

vVVvVvyvy

También se muestran las graficas correspondientes, en donde se observa que existe una
relacion lineal entre los mg/mL de Clorhidrato de Metoclopramida y la respuesta (Area). También
se presenta la grafica de residuales donde se demuestra que no hay ninguna tendencia.

El sistema es lineal en el intervalo del 70 a 130% de la concentracion estabiecida de
Clorhidrato de Metoclopramida.

A. RESPUESTA EN CADA NIVEL Y PRECISKON DEL FACTOR RESPUESTA

— [CONCENTRACION RESFUESTA tacroa :
k% mgfml AREA A |
D.0272 1545515 B6820404 :
8.0 D.0772 1547965 56310625 1
D.0272 1549893 56381360 [
D.0336 940855 57763542 i
B10 00336 n922929 67230030 !
0.033% 1943055 57529018
D.6400 D326721 58168025
100.0 D.0400 D MB074 57701838
D.0400 By1s210 57905250
0.0448 R62TA27 58534074
1120 D.0448 DRE000Y 575887
D.0448 p597826 57987188
00512 2951430 57645117
128.0 D.0512 2937283 57368809
D.0512 2972457 58055801
P n= 15
‘I?ROM EDIO = 57632704.39 |
DE-= HSIE+05 :
CV.= 9 ;
B. ECUACKON DE LA RECTA
y= 58733180.1240 40901.1815

2= 0.9991

C INTERYALO DE CONFIANZA AL 9% gl =13 PARA LA OREDENADA AL ORIGEN Y LA PENDIENTE

ORDENADA AL ORIGEN PENDIENTE
Limike Supericr = 10729188 776210
Limike Inferior = 828752817 37690150
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LIKEALIDAD DEL SISTEMA

2,800, 00C {
<
] 2,500,000
é 2,200, 006G 4
g
~ 1,900,000
g
A
E 1. 6GC, 005 1
g
1,300, CCO
1,000,000 . :
6.0250 0.0300 0.0350 00400 0.0450 6.0500
COMCENTRACION (mg/mL)
% PREFLICA 1 @ REPLICA 2 REPLICH 3 —»— PREDICCION
GRAFICA DE RESIDUALES 1
3.00E+C4 >
2.00E+04
.
1.00E+04 % * *
]
8 0-00E+CO . 9 .
a 1254000 1750000 2250000 2750000 3259000
- * 'Y L 4
§ -1.00E+04 . 4
-2.0GE+04 L
-3.00E+04
*
-4.00E+04
PROMOSTICD PARA Y
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11.3. Precisién del sistemna.

A continuacién se muestran las respuestas obtenidas en las seis soluciones. El coeficiente
de variacién es menor a 1.5%. Fl sistema es precisc para la valoracién de Clorhidrato de
Metoclopramida.

hw.spuu'm
MUESTRA _{AREA)
h 395948 0
i 3150075
& 307827 5

D307696.5
E D303378.0
6 02949715
I =
PROMEDIO = 29.83

E = 051617

bve b

11.4. Adecuabilidad del sistema.

En seguida se muestran las respuestas obtenidas en las cnco inyecciones. El coeficiente de
variacion es menor a 1.5%. Fl sistema es adecuado para la valoracion de Clorhidrato de
Meloclopramida.

1

ol

g

4

5

h=

[PROMEDIO = 80

DE. = 50180 i
Cv.< 39 ]

11.5. Linealidad del método.

Ahora se muestran los datos con los que se realizo el andlisis de regresion lineal, se
obtuvieron los siguientes resultados:
El coeficiente de determinacion (r2) es mayor a 0.93.
El coeficiente de variacién para la regresion es menor del 20%
El intervalo de confianza al 95% del porcentaje recuperado global cae dentre del 98.0 y 1020%.
El coeficiente de variacin es menor del 20%

VVYY
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El intervalo de confianza al 95% para la pendiente induye al uno.

El promedio del por ciento recuperado por nivel se encuentra entre 98.0 y 102.0%
El promedio del por ciento recuperado giobal se encuentra entre 98.0 y 102.0%
La pendiente relativa esta en el intervalo 140.2%.

La ordenada al origen relativa se encuentra en el intervalo de -0.2a 0.2

VVYyVvyYyy

Ademés se muestran las gréficas correspondientes, en donde se observa que existe una
relacion lineal entre Yos mg adicionados de Clorhidrato de Metockopramida y los mg recuperados.
También se presenta la grafica de residuales donde se demnestra que no hay ninguna tendencia.

El método es lineal en el intervalo del 70 a 120% de la cantidad establecida de Clorhidrato
de Metoclopramida.

A_mg RECUPERADOQS EN CADA NIVEL

NTYEL % mg ADICKONADOS mg RECUPERADOS

28000 28.365

0.0 28 000 28.087
28.000 75118

40.000 40.085

1000 E 4G.000 40310

| 40.000 40.15%

i 52,000 52515

130.0 52000 52343
52000 52.663

B. ECUACION DE LA RECTAL
v= LO369% + -1 2934
r2=0.9998

CVv=04

C. ORDENADA AL ORIGEN RELATIVA (A0} Y PENDIENTE RELATIVA (Br)

ORDENADA AL ORIGEN RELATIVA PENDIENTE RELATIVA
-0.0058 1.006

D. PORCENTAJE RECUPERADO EN CADA NIVEL

NIVEL % ! 70.0 [ 100.0 | 130.0
REPLICA ' PORCENTAJE RECUPERADO
! ; 101304 [ 100213 | 100,990
100311 - 100.775 ' 100.660
3 100.421 100,398 | 101.275
f; 3 3 3

PROMEDIO 100.7 1005 1010
D.E 5.44E-01 287E-0I 3.08E-01

C.v.= 05 03 03
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n= 9
PROMEDAO = 100.7
D.E= 410E-01
C. V. 0.4

E. INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%, gi=8 PARA EL PORCENTAJE RECUPERADO

Limite Superior = 1010%
Limite Inferior = 1004%
LINEALIDAD DEL METODO
60.00C
E 56.0G0 |
E 40.000 |
g 30.500
20.000 .
20.000 30.000 40.000 50.000 60,000
mg ADICIOMADOS
e REPLICAL B REPLICA 2 REPLICA 3 —— PREDICCION
GRAPICA DE RESIDUALES
0.3
0.z <
0.2
r
§ 0.1 *
0.1 *
B *
H o.p LS . .
B -o2p] 30560 40006 56000 59400
-8.1
-0.2
-0.2
PRONOSTICO PARA Y
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11.6. Exactitud del método.

Se muestran los porcentajes recuperados en las seis réplicas al 100%, los cuales se
encuentran entre 98.0 y 1020 %. El método es exacto.

1. ENTRADA DE DATOS

HDENTIFICACEON — -
MUESTRA [ADSCIONADOS RECUPERADOS
£1 40.000 |40.0809
E2 140.000 l40.1588
E3 140.000 140. 1568
E4 l40.000 140.0344
E5 140.000 403032
E6 l40.000 l40.1040
2. EXACTITUD DEL METODO
097501 = k571 |

A POR CIENTO RECUPERADO AL NIVEL DE H0 %

msfoal JPOR CTENTO
MUESTRA W DICIONADOS RECUPERADO
1 140,000 140,081 }mo.m
v 120,000 10,169 H00.422
B 140,000 H0.157 100,392
4 140,000 140,034 *100.086
5 130,000 l40.303 100,758
6 1£0.000 lD.104 100260
n= s
PROMEDIC =  [100.4
DE = R EM
cv.= 0.2

B. INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%, gl = 5 PARA EL POR CIENTO RECUPERADO AL 180 %

LISITE SUPERIOR = 100.6 %
LIMITE INFERIOR = 1601 %

11.7. Precision del método.

11.7.1. Repetibilidad.

En los resuitados del punto 11.6 se muestran los promedios del porcentaje recuperado en
las muestras. El coeficiente de variacion del por ciento recuperado es menor al 20%. El método es

repetible.

11.7.2. Precisién intermedia.

Se muestran los porcentajes cuantificados y el coeficiente de variacion de los anélisis
individuales y el global. El coeficiente de variacion del porcentaje cuantificado para los andlisis
individuales y global es menor o igual al 20%
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ICANTIDAD RECOBRADA {mcg/nl)
IANALISTA1  |ANALISTA1  |ANALISTA2 IANALISTA 2
Dia 1 Dia 2 DA 1 Dia 2 :
39,3090 0. 1324 41,2495 40,2022
39,6547 n9.7756 l41.1087 139.3863
399483 397358 l0.6352 355865
n= 3 B B B
FPROMEDIO=  [39.64 39.55 (41,00 39.73
DE = 1051 0.32 l0.43
cv. = Ef{ 128 .78 187
n= 12
PROMEDIO = 39,98
DE - 71
Cc¥.- F:.?’?

11.8. Uniformidad de contenido.

Se muestran los porcentajes cuantificados para cada una de las 10 cépsulas analizadas, el
promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacién de las mismas. La diferencia absoluta
entre e promedio del porcentaje cuantificado en la Uniformidad de Contenido respecto al
promedio global del porcentaje cuantificado obtenido en la precision intermedia es menor al 2.0%.

‘! [RESPUESTA }cq.mmm % ;
S 1 [628469.5 ;"3140 I81.00

5M 2 £10005.0 3331 10827

SM 3 760396.0 3920 ‘78,01

ISM 4 7301930 37.65 lay 12

5M5 763085.5 39.65 95,13

SM6 8244770 4251 106.27

SM 7 i820845.5 4232 10550

lsm 8 788786.0 40,67 18167

IsA19 7B0298.5 4023 100,57

lsm 10 770606.5 3973 99.32 !
n 10.00 10.00 1'
IPromedio 39.77 99.42 ;
D.E 4 10 7.76 ;
v 17,80 7.80
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DIFERENCIA ABSOLUTA RESPECTO AL FROMEDIO GLOBAL EN PRECISION INTERMEDLA

Promedic Unifermidad de conkenido 139.766

IPromedio Precisién inkermedia 39.977
[Dikerencia absoluta 211

11.9. Estabilidad analitica de la muestra.

Sepresenianlospromediosdelporcentajecuantiﬁcadoalas24y48horasyseobservaque
su diferencia absoluta respecto al por ciento cuantificado en el andissis inicial no es mayor al 20%.
Las muestras son estables al menos 48 horas después de haber sido preparadas y atmacenadas a
temperatura ambiente a ciclos normales de luz y oscuridad.

T
FROMEDIO DEL POR amm|nmmm ABSOLUTA mo]
IOONDICEON [TIEMPO ICUANTIFICADO [INFCIAL |
INICIAL INECLAL 99.093 -
TEMPERATURA AMBIENTE _ [24 HORAS 7097 2
MEMPERATURA AMBIENTE |48 HORAS 99544 i 08 .

11.10.Robustez y tolerancdia.

Se indican los promedios de Yos por cientos cuantificades en cada una de las condiciones,
en ella se observa que la diferencia absoluta del promedio de las condiciones probadas, respecto a
la condicén original, no es mayor al 20% paralacondickﬁnZSy-LElsistemaestolemntea
cambios de pH entre 6.4 y 6.6 en la fase movil. El sistema es tolerante a un aumento y un descenso
@%)mhpmpordmdeacemmm}omlafasem

| — 1
PROMEDIO DEL ! :
CONDICION ! PORCIENTO | DIFERENCIA ABSOLUTA ‘
CUANTIFICADO | RESPECTO A ORIGINAL
1 95.900 — !
2 99.300 04 :
3 | 99.900 10 ‘
4 100.000 Li

11.1. Verificacién def dorhidrato de Metoclopramida SR.

Se exhiben los por cientos cuantificados en las SR donde se observa que se encuentran entre
98.0 y 102.0%. Con lo anterior se concluye que es apropiado el uso del estandar secundario para
cuantificar el principio activo en este sistema cromatografico.
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MUESTRA POR CIENTO CUANTIFICADO
1 98.886
2 100584
n= 2 J
PROMEDEO = 99.74 J

11.2. Identificacién de Clorhidrato de Metoclopramida.

Se presenta el tiempo de retencién relativo {Rr) obtenido y la comparacion del anche de Jos
anchos de los picos del Clorhidrato de Metoclopramida, observandose que el Rr se encuentra entre
0.98 y 1.02% y la diferencia de los anchos de pico del SR y SM no es mayor a 10.0%. De acuerdo a lo
anterior se concluye que el método es apropiado para identificar Clorhidrato de Metoclopramida

en el producto.
MUESTRA [ Tr fmin) W {mm)
SR : 7.997 3
SM | 7.993 3
Tierpo de retencion relativo (Br) = 1.000£58716 i
Diferencia relativa enire W de SRy W de SM = 8% i
Donde:

Tr=tiempe de relencion

W = anchio de pico a ka mitad de la altura
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12.Conclusiones:

# Se establecieron las condiciones experimentales necesarias para ia liberacion y cuantificacion del
clorhidrato de Metoclopramida en cdpsulas de liberacion modificada, donde resultd fundamental
la molienda del contenidc de las capsulas, asi como también el cambio de potaridad efectuada al
modificar la solucién de addo fosférico 0.01M, por metanol como disolvente de extraccién y el
tiempo de sonicade. No es necesaria la agitacion con vortex.

7Z H ralamiento de la muestra es sendllo en términos de manipulacion y tiempo de ejecucion.

# El método es aplicable para hacer estudios de uniformidad de dosis por uniformidad de
contenido.

& El método es espeifico para excipientes como para productos de degradacion producidos al
someter la muestra a degradacién por oxidacion con peroxido, por oxidacion por UV y por acidez;
se comprobo que 1a muestra es mucho més estable en condiciones alcalinas, que 4cidas, pues que
en estas primeras condiciones las degradaciones conseguidas fueron despreciables.

# Nuestro pico de elusi6n es totalmente puro, y no hay ninguna sustancia que coeluya con el
compuesto de interés.

- El pico de interés es efectivamente clorhidrato de Metoclopramida pues al comparar su espectro
al UV con el de un estandar, presenta los mismos méximos y minimos.

& El sistema montado es adecuado pues cumple con los pardmetros sefialados como criterios de
aceptacién de una corrida analitica. {Ver punto 6.22)

¥ Ei sistema es lineal en un intervalo det 70 al 130% de la concentracion de Clorhidrato de
Metoclopramida.

“# El sisterna es preciso y adecuado para la valoracion de Clorhidrato de Metodopramida.

# El método para la valoracion es linea! en un intervalo del 70 al 130% de la cantidad de
Clorhidrato de Metodopramida.

# El método es exacto y repetible al 100% para la valoracitn.
~# El método es preciso para la valoracion

¥ Las muestras son estables al menos 48 horas después de haber sido preparadas y almacenadas a
temperatura ambiente en condiciones normales de luz y oscuridad.

# El sistema es tolerante a cambios de pH entre 6.4 y 6.6 de la Solucion Reguladora y al aumento y
disminucién (3%} en la proporcion de acetonitrilo en la fase movil El sistema es robusto a un
cambio de la columna, por oira de las mismas caracteristicas pero de mayer longitud.

#E método es adecuado para llevar a cabo identificacion y valoracién de Clorhidrato de
Metoclopramida como pruebas de producto terminado y para realizar estudios de estabilidad.
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