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RESUMEN

En el presente trabajo se cuantificO itraconazol pellets en disolucion,
valoracion y pureza cromatografica. El estudio se llevé a cabo utilizando
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) como método de andlisis,
realizando un barrido para determinar su punto maximo de absorcién los cuales
son: 260, 254 y 225 nm, empleando una columna Symmetry C18 4.6 x 250 mm 5
um; definiendo condiciones de extraccidn y analisis para cada una de las pruebas.
En la evaluacion estadistica de la disolucién se obtuvo y= 2.0” x— 3666.1, con una
r’= 0.9995 el porciento recuperado de 100.3547%. En la determinacién de
valoracion y pureza cromatografica se demostré que son indicativos de
estabilidad; para el primer caso se obtuvo la ecuaciéon y= 214.6561x + 0.1353 y
r’=0.9992, un porciento de recobro de 99.6404% y el limite de cuantificacién fue
0.6350 ppm y el limite de deteccion 0.1250 ppm. Por ultimo en la pureza
cromatogréfica se obtuvo y= 306.2035 x + 0.0527 con r’=0.9988 y un porciento de
recobro de 100.8902% y un limite de cuantificacion fue de 0.2500 ppm y 0.0500

ppm, cumpliendo con los demés parametros analizados respectivamente.

]
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l. INTRODUCCION

La coccidioidomicosis incluye un espectro de presentaciones que van desde
una infeccion no complicada, que es auto limitada y se resuelve sin tratamiento en
el 95% de los casos aproximadamente, hasta las formas diseminadas agudas casi
siempre fatales. Por esta razdén las estrategias de tratamiento varian

considerablemente de un paciente a otro.

Los antimicoticos mas utilizados son la amfotericina B (0.5-1.5 mg/kg/dia
por via intravenosa), el fluconazol (400-800 mg/dia por via oral o intravenosa) y el

Itraconazol (400 mg/dia por via oral).

El itraconazol es un antifungico de la sintesis de los triazoles que ha sido
usado a lo largo de dos décadas. En comparacion con otros miembros de su
clase, el itraconazol se muestra una serie de caracteristicas farmacocinéticas
favorables, incluyendo un tiempo de vida media largo y una extensa distribucién

tisular.

Es un derivado imidazdlico de dltima generacién utilizado en medicina por
sus propiedades antifungicas. Es un antifungico triazélico sintético, quimicamente
emparentado con el ketoconazol pero con menos efectos adversos. El itraconazol
es activo frente a los mismos hongos que el ketoconazol y fluconazol, pero es mas
activo que estos frente a los Aspergillus.En general, se utiliza por via oral, pero

también existe una formulacion parenteral que se utiliza en el tratamiento de las

dermatitis, onicomicosis y aspergilosis que no responden a la amfotericina B.

Es interesante hacer notar que la eficacia de la amfotericina B se ha
documentado Unicamente en unos cuantos estudios no controlados que incluian

s6lo a un pequeiio numero de pacientes.
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La amfotericina liposomal, a pesar de su ventaja tedrica de menor toxicidad,

es virtualmente inaccesible en nuestro medio por su elevado costo.

En general, entre mas rapidamente progresiva sea la enfermedad, mas
probable serd que se seleccione la amfotericina B para iniciar la terapia, aunque
hoy en dia con frecuencia se utiliza en terapia combinada con azoles. No existe
evidencia de que esta estrategia sea efectiva, y en otras micosis existen ejemplos
de antagonismo farmacoldgico con la terapia combinada. En un ensayo clinico
abierto con itraconazol en pacientes con coccidioidomicosis progresiva no
meningea, se obtuvo remisién en el 57% de los casos; el 16% de éstos presentd
recaida.

La absorcion digestiva del itraconazol requiere de un medio &cido para su
disolucién, en consecuencia causa irritacion en la mucosa géstrica, a raiz de eso
se ha desarrollado una nueva forma farmacéutica combinada con el principio
activo, la cual se dispersa libremente en el tracto gastrointestinal, maximiza la

absorcion del farmaco y reduce la variabilidad intrapaciente.

Estas nuevas formas farmacéuticas como son los pellets de Itraconazol
requieren de una metodologia oficial, la cual ain no ha sido reportada; por lo que

se desarrollé y evalué a través de un analisis estadistico.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR), debido a que es
una herramienta muy util para la cuantificacion de algin activo en comun; por lo
cual fue la herramienta seleccionada para el presente estudio ya que con un buen
desarrollo analitico nos ayuda a la optimizacién de tiempos de analisis, recursos,

reactivos, consumibles y horas maquina.

]
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[I. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Caracteristicas farmacéuticas de los pellets

Los pellets son cuerpos esféricos de libre flujo, manufacturados por la
aglomeracion de polvos finos o granulados de principio activo y los excipientes. La
adicion de microesferas a una forma farmacéuticas oral, es debido a que este se
dispersa libremente en el tracto gastrointestinal, maximiza la absorcion del

farmaco reduce la variabilidad intrapaciente. (y

La liberacion del farmaco en un pellets se efectia de una manera continua
e interrumpida, los mecanismos que explican el comportamiento de liberacion se
pueden clasificar en cuatro grupos de acuerdo al tipo de sustancia utilizada en el

control de liberacion:

2.1.1 Difusion a través del recubrimiento. Este mecanismo puede
obtenerse aplicando sobre los pellets el farmaco impregnado, un recubrimiento
denominado barrera, constituido por una pelicula formada por sustantivas
insolubles en condiciones fisiologicas, pero que realiza las funciones de una
membrana permeable. Esta pelicula deja difundir el farmaco progresivamente
hacia el medio exterior por un proceso de didlisis. De esta manera la liberacion del
farmaco depende de la permeabilidad de la membrana.

2.1.2 Difusion de la pelicula de recubrimiento. Este mecanismo se
presenta cuando se aplica al pellets con el farmaco impregnando, un
recubrimiento formado por una pelicula constituida por una sustancia que tiene la

caracteristica de ser soluble en condiciones de pH bésico e insoluble en pH &cido.

2.1.3 Difusion parcial. Este  mecanismo se presenta cuando se aplica
sobre el pellet y el farmaco impregnado, un recubrimiento de pelicula constituida

por sustancias de permeabilidad controlada, que estdn mezcladas con sustancias
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hidrofilicas, que sirven para forma poros en la pelicula y de esta manera controlar

la velocidad de liberacion.

2.1.4 Erosion. Este mecanismo se presenta cuando el pellet es formado
con materiales cericos en los cuales el farmaco esta embebido. Tras la ingestion,
la microesfera se va erosionando lentamente, en consecuencia la hidrolisis

enzimatica de los acidos grasos. (1

Entre las principales ventajas de estos modernos sistemas farmacéuticos se

pueden destacar:

a) El mantenimiento de los niveles relativamente constantes del
farmaco en el sitio de accion.

b) Se evitan las fluctuaciones pico- valle en la curva dosis respuesta.

C) Reduccién de la dosis del farmaco.

d) Reduccion en la frecuencia de administracion.

e) Disminucion de los efectos adversos.

f) Aumento en la aceptacion del paciente hacia la farmacoterapia.

Los pellets ofrecen numerosas ventajas sobre los sistemas de dosis simple.
Estos sistemas evitan el riesgo de las dosis de depdsito y facilitan el mezclado de
unidades por diferentes patrones liberacién. Por otra parte se logran tiempos de

vaciado gastrico mas cortos y reproducibles.

Una de las principales desventajas de esta forma farmacéutica es la baja
capacidad de carga debido a la gran cantidad de excipientes incorporados en la
formulacion. Estos sistemas son invariablemente de tipo reservorio (es aquel que
contiene el farmaco, formado por un nucleo sélido con capacidad osmdtica).
Rodeando el reservorio existe una membrana semipermeable que permite el paso
del agua procedente del exterior del sistema. Cuando el comprimido entra en
contacto con el jugo gastrointestinal, la penetracion del agua produce la disolucion

del ndcleo osmatico y la salida del medicamento por un orificio o zona de
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liberacion. Por lo cual dependen de un recubrimiento desintegrable o de

permeabilidad modificable en el tiempo. (2

2.1.5 Definicion de capsulas. Cuerpo hueco (pequefio receptéaculo),
obtenido por moldeo de gelatina, que puede ser de haber sido selladas). Ambas
se fabrican en varios tamafios y formas. Se pueden de textura dura o blanda;
dentro de la cual se dosifica el o los farmacos y aditivos en forma sélida (mezcla
de polvos o microgranulos) o liquida.

Las capsulas duras estan constituidas por dos secciones que se unen
posteriormente a su dosificacion (se pueden volver a abrir con facilidad); las
capsulas blandas estan constituidas por una sola seccién y son selladas después
de su dosificacion éstas no se abren después usar para liberacién prolongada y de

liberacion retardada. s

2.2 Propiedades fisicoquimicas del Itraconazol

2.2.1 Nombres comunes. Oriconazol, quimicamente es un derivado
triazolico, al igual que el fluconazol o el voriconazol, de foérmula gquimica

C3sH3sCl2NgO4, se comporta como una base débil. ()

NN
N/
ch‘Y/O
o O\h OQN/\:/\N N/;E
g

Figura 1. Estructura quimica del Itraconazol
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2.2.2 Posibles impurezas en el Iltraconazol

Las siguientes figuras representan las posibles impurezas generadas a

partir de la ruta de sintesis y fabricacion de los pellets de itraconazol. (s

O~O~0—O~

Figura 2. Impureza | de Itraconazol

OO~~~

Figura 3. Impureza Il de Itraconazol

Cl

HaN cl

Figura 4. Impureza lll de Itraconazol

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 7



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

ClI

-

N —
N

V4

Figura 5. Impureza IV de Itraconazol
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Figura 6. Impureza V de Itraconazol
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Figura 7. Impureza VI de Itraconazol

2.2.3 Propiedades Fisicoquimicas. Polvo blanco cristalino-amarillento,
inodoro; punto de fusién de 160-170°C; pKa de 3.5. Practicamente insoluble en

agua y soluble en cloruro de metileno ligeramente soluble en alcohol. (3)

Los picos caracteristicos del itraconazol se encuentran a los 3126, 3069,
2962, 2821, 1699, 1510, 1450 y 410 cm™; las bandas de absorcién entre 2800 y
3200 cm™ se atribuyen a los alcanos aromaticos CH y grupos amino. Las sefiales
observadas a 1609 y 1425 corresponden a los enlaces C=N y C-N
respectivamente. La banda de mayor intensidad se produjo a 1699 cm eso se
debe a los enlaces C=0 del farmaco; los enlaces -C=C- de compuestos

aromaticos es de 1600 a 1800 cm™. Ver figura 8. (33

]
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Figura 8. Espectro de Infrarrojo del Itraonazol.

2.2.4 Propiedades Farmacoldgicas. El itraconazol es un derivado
triazdlico, activo contra infecciones por dermatofitos (Trichophytonssp,
Microsporumspp, Epidermophytonfloccosum), levaduras (Candidassp,

Cryptococcusneoformans), y otros hongos y levaduras. (4

Esta indicado para el tratamiento de la las infecciones micéticas en

huéspedes inmunocomprometidos y en pacientes inmunocompetentes.

Estudios in vitro han demostrado que inhibe la sintesis de ergosterol de la
célula fangica. El ergosterol es un componente fundamental en la membrana
celular del hongo. También inhibe la sintesis de quitina en la fase de gemacion e
hifa del crecimiento mitético. Esto es lo que le confiere las propiedades

antimicoticos. ()

La biodisponibilidad del itraconazol por via oral es del 55%, la cual aumenta
hasta un 99.8% cuando se administra inmediatamente después del alimento
principal. Los niveles plasmaticos maximos se alcanzan de 3 a 4 horas después

de la toma de 100 mg. (4

Se une a proteinas plasmaticas en un 98%. La concentracién en sangre es
60% superior a la concentracion en plasma. La captacion de tejidos

queratinizados, especialmente la piel, es cuatro veces superior a la concentracion
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en el plasma, estado relacionada su eliminacion con la regeneracion de la

epidermis. ()

En contraste con los niveles plasmaticos, los cuales son indetectables
dentro de los siete dias siguientes a la supresion de la terapia, los niveles
terapéuticos en la piel persisten de 2 a 4 semanas, después de finalizado el
tratamiento de cuatro semanas. La concentracion en higado, rifion, hueso,

estdmago, vesicula y musculo es entre dos y tres veces mejor que la de plasma.

El itraconazol es metabolizado en el higado dando lugar a un gran namero
de metabolitos. Uno de los metabolitos mas importantes es el hidroxi-itraconazol.
El cual tiene una actividad in vitro comparable con el itraconazol. La excrecion del
farmaco estudiado es en heces, de 3 a 18% de la dosis y la excrecion renal es
0.03% de la dosis. Aproximadamente el 35% de la dosis se excreta en forma de

metabolitos a traves de la orina en una semana. ()

Los efectos més frecuentes son de origen gastrointestinal, como dispepsia,
nausea, vomito, diarrea, dolor abdominal y constipacion. Otros reportes incluyen
cefalea, elevacion reversible de enzimas hepdaticas, hepatitis, trastornos
menstruales, vértigo y reacciones adversas (prurito, exantema, urticaria),
neuropatia periférica, alopecia, edema, insuficiencia cardiaca congestiva y edema

pulmonar. (s

2.2.5 Formas de dosificacion. Capsulas de 100 mg; en algunos paises
existe una suspension oral estabilizada en hidroxipropil-B-ciclodextrina disefiada

para el tratamiento de las micosis esofagicas u orofaringeas. ()

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 11



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

2.3 METODOS ANALITICOS

2.3.1 Definicién de Método analitico. Se refiere a la manera de realizar
un procedimiento y deben describirse detalladamente los pasos necesarios para
realizar cada prueba analitica. Este debe incluir: la preparacion de la muestra, el
estandar de referencia y preparaciones de los reactivos, el uso del aparato,
determinacién de la curva de calibracion, asi como los calculos matematicos

necesarios, entre otros puntos. @)

2.3.1.1 Clasificacion de los métodos analiticos

Los requisitos de los métodos varian desde valoraciones analiticas muy
rigurosas hasta evaluaciones de atributos subjetivos. Considerando esta amplia
variedad, es légico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes

parametros. (g

En general se pueden clasificar los métodos analiticos de la siguiente

manera:

Categoria |. Los procedimientos analiticos para cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo

conservadores) en productos farmacéuticos terminados. ()

Categoria Il. Los procedimientos analiticos para la determinacion de
impurezas en farmacos a granel o productos de degradacion en productos
farmacéuticos terminados. Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y

pruebas de limite ()

Categoria Ill. Procedimientos analiticos para la determinacion de las

caracteristicas de desempefio (por ejemplo, disolucion, liberacion del farmaco). s

Categoria IV. Pruebas de identificacion. )

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 12



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

Para cada categoria, se requiere diferente informacion analitica en el
Cuadro 1 se indican los elementos que se requieren normalmente en cada una de

las categorias. ()

Cuadro 1. Elementos requeridos para la Validacion de acuerdo a la FEUM.

Categoria ll
Caracteristicas de Categoria | Prueba de Pruebade  Categoria Categoria
desempeiio analitico limite limite 1l v

Cuantitativa Cualitativa

Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccion No No Si * No
Limite de No Si No * No

cuantificacidn

Linealidad Si Si No * No

Intervalo Si Si * * No

* Pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica.

2.4 Validacién de Métodos Analiticos

2.4.1 Definicion de Validacion. Es el proceso que establece evidencia
documental que un procedimiento analitico conducira con alto grado de seguridad
la obtencion de resultados, mediante estudios en laboratorio, que las

caracteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los requisitos para las
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aplicaciones analiticas previstas dentro de los intervalos de aceptacion definidos.

(8, 20, 21)

2.4.1.1 Validacion de un método analitico. Proceso por el cual se
demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para la aplicacion analitica deseada, es decir, debe ser especifico a lo

que se esta demostrando, debe ser aprobado y documentado. (g

2.4.2 Parametros de la validacion de métodos analiticos

2.4.2.1 Especificidad / Selectividad. Capacidad de un método analitico
para obtener una respuesta debida Unicamente al analito de interés y no a otros
componentes de la muestra, que pueden estar presentes (especificidad) o que se
pudieran presentar por efectos ambientales y/o de interaccién con los mismos
componentes (selectividad) tales como: impurezas, productos de degradacién o

componentes de la misma muestra. (g g9y 10).

El estudio de este parametro permite determinar si otros residuos
potenciales (agente de limpieza, excipientes, farmacos, intermediarios) o
sustancias como disolvente de remocion, materiales de elemento de remocion del
residuo (hisopo, pafio, tela), del contenedor y de la determinacion no interfieren en

la respuesta analitica del residuo. (g)

2.4.2.2 Exactitud. Expresa la proximidad entre el valor que se acepta como
verdadero o el valor de referencia comparado con el valor determinado
experimentalmente (7 La exactitud de un procedimiento analitico y deben

establecerse en todo su intervalo.

2.4.2.3 Precision. Grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente diferentes

porciones de una muestra homogénea. (g
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A. Precision del sistema. Grado de concordancia entre los resultados
analiticos obtenidos por un instrumento de medicion, cuando se aplica

repetidamente a una muestra homogénea de una solucion de referencia. (1o

B. Precision intermedia. Precision de un método analitico expresada como
la concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes realizadas
en un mismo laboratorio, por diferentes analistas en distintos dias a diferentes

proporciones de una muestra homogénea. ()

C. Repetibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un

solo analista, usando los mimos instrumentos y método. (g

D. Reproducibilidad. Precision de un método analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas por diferentes

laboratorios. (g

2.4.2.4 Limite de deteccién. Es la cantidad menor de analito en una
muestra que se puede detectar pero no cuantificar necesariamente como un valor

exacto. (7

2.4.2.5 Limite de la cuantificacion. Es un parametro cuantitativo en los
analisis para niveles bajos de compuestos en matrices, y se utiliza particularmente

para la determinacion de impurezas y/o productos de degradacion. (7

2.4.2.6 Linealidad o proporcionalidad. Habilidad para asegurar que los
resultados obtenidos directamente o por medio de una transformacién matematica
definida, son proporcionales a la concentracién del analito, dentro de un intervalo

determinado. (g
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2.4.2.7 Robustez. Es una medida de la capacidad del método para
permanecer intacto por variaciones pequefas pero deliberadas, esto proporciona
confiabilidad durante el uso normal del método_ (o)

2.4.2.8 Tolerancia. Reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos,
por el analisis de la muestra bajo diferentes condiciones normales de operacion

como pueden ser: equipos, columnas, proveedores de reactivos, entre otros. (g)

2.4.2.9 Adecuabilidad del sistema. Verificacion de que el sistema
(Instrumento, analista, equipo, sustancia de referencia) opera con base a criterios
preestablecidos, que permitan asegurar la confiabilidad de los resultados de un

método analitico. (g)

Esta verificacion permite establecer la confiabilidad del sistema, antes del
procesamiento de las muestras durante el uso rutinario del método; estas son
definidas en funcibn de una respuesta analitica, como pueden ser sus
propiedades, su variabilidad, su forma, su tiempo de respuesta, indicadores de

separacion, indicadores de eficiencia, repuesta de blancos, entre otros. (1

2.4.2.10 Linealidad del Sistema. Es la verificacion de que la respuesta
analitica y la concentracion del analito (puede ser una sustancia de referencia) se
ajustan al modelo matematico, en un intervalo de concentraciones pertinentes a la

aplicacion analitica. (10

2.4.2.11 Linealidad e Intervalo del Método. Es la capacidad del método
analitico para dar resultados que son directamente proporcionales a la

concentracion del analito dentro de un intervalo dado. (1o

El intervalo es comprendido entre las concentraciones superior e inferior del

analito y para el que se ha demostrado que el analito es cuantificado con un nivel
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satisfactorio de precision, exactitud y linealidad, cuando se aplica al método

analitico. (2

2.5 Cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR)

2.5.1 Definicion de cromatografia. Se define como un procedimiento
mediante el cual se separan solutos por un proceso dinamico de migracion
diferencial en un sistema que consta de dos o mas fases, una de las cuales se
mueven continuamente en una direccion dada y en la que las sustancias
individuales presentan diferentes movilidades por diversas causas como:
adsorcion, particion, solubilidad, presion de vapor, tamafio molecular o densidad
de carga ionica. Las sustancias individuales asi separadas se pueden identificar o

determinar mediante procedimientos analiticos. )

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR; siglas en inglés HPLC
High Performance Liquid Chromatography), es una modalidad de la cromatografia.
Este proceso es definido como la técnica de separacion donde se realizan

transferencias de los solutos entre la fase estacionariay movil. (21

La CLAR utiliza una fase liquida movil para separar los componentes de
una mezcla. Estos componentes (0 analitos) son primeramente disueltos en una
matriz liquida, y después son inyectados a alta presién a través un flujo en la
columna cromatogréfica. La resoluciébn del sistema es dependiente de la
interaccidn entre los componentes del soluto y la fase estacionaria. La fase
estacionaria es definida como el material de empaque inmaovil en la columna. La
interaccion del soluto con las fases estacionaria y movil puede ser manipulada a
través de diferentes factores asociados a la fase estacionaria y movil. Como

resultado, la CLAR adquiere un alto grado de versatilidad no encontrada en otros
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sistemas cromatograficos y tiene la capacidad de separar facilmente una gran

variedad de mezclas quimicas. (11

La técnica cromatografica en general requiere que un soluto se distribuya
entre dos fases, una fija (fase estacionaria) y otra movil (fase movil). La fase movil
transfiere el soluto a través del medio, hasta que éste finamente emerge separado
por medio de una corriente de disolvente liquido o gaseosos denominado
eluyente. La fase estacionaria puede actuar mediante adsorcion, como es el caso
de adsorbentes como el gel de silice, o pueden actuar por disolucion del soluto,

produciendo particion del soluto entre la fase estacionaria y la movil. (g

2.5.2 Cromatografia de liqguidos. En el Cuadro 2, se describen los tipos de
cromatografia de liquidos, en esta se incluye la cromatografia en capa delgada el
adsorbente es una capa relativamente delgada y uniforme de material seco y
reducido a polvo fino, sobre una lamina o placa de vidrio. Las separaciones
logradas pueden basarse en la adsorcion, la particibn o una combinacion de

ambos efectos.

Cuadro 2. Tipos de cromatografia de liqguidos de acuerdo a la FEUM.

CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Cromatografia plana Cromatografia en columna
Cromatografia en capa Cromatografia liquido- sélido (adsorcion)
delgada (adsorcion) Cromatografia liquido- sélido (particion)
Cromatografia en Cromatografia de intercambio i6nico
papel (particién) Cromatografia de exclusion

En la cromatografia en papel, el adsorbente es una hoja de papel de textura
y espesor adecuados. La separacion cromatografica puede efectuarse mediante la

accion de una sola fase liquida en un proceso analogo a la cromatografia de

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 18



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

adsorcion en columna dado que el contenido natural de agua del papel o por la
inhibicion selectiva de un componente hidrofilo de la fase realizada por las fibras
del papel pueden considerarse fase estacionaria, un mecanismo de particion

puede contribuir significativamente a la separacion. )

Cromatografia en columna de adsorcion. En este tipo de cromatografia el
adsorbente se introduce como relleno, en forma de sélido seco en una suspension
espesa, dentro de una columna cromatogréfica de vidrio o cuarzo. A la cual se le
agregan los compuestos en solucion, estos se separan cuantitativamente de la
solucion y quedan absorbidos en una banda transversal estrecha en la parte
superior de la columna. A medida que se deja fluir una cantidad adicional de
disolvente a través de la columna. La velocidad de movimiento de una sustancia
se ve afectada por diversas variables, que incluyen el poder de adsorcion del
adsorbente, el tamafio de particula y el area; la naturaleza y la polaridad del
disolvente; la presion aplicada o la carga hidrostatica y la temperatura del sistema

cromatografico. ()

En la cromatografia de particion, las sustancias que se desea separar se
dividen entre dos liquidos inmiscibles, en uno de los cuales, la fase estacionaria,
se adsorbe en un soporte sélido, presentando de este modo un area de contacto
muy grande con el flujo de disolvente o fase movil. EI gran nimero de contactos
sucesivos liquido-liquido permite una eficiencia en la separacion que no se logra

en la separacion que no se logra en la extraccion comun liquido-liquido. ()

La muestra que se introduce a la cromatografia generalmente en el sistema
cromatografico por alguno de los dos métodos siguientes: (a) una solucién de la
muestra en un volumen pequefio de la fase mévil se agrega a la parte superior de
la columna; o (b), una solucion de la muestra en un volumen pequefio de la fase
estacionaria se mezcla con el soporte solido y se transfiere a la columna como una
capa colocada por encima de un lecho constituido por una mezcla de la fase

estacionaria y adsorbente. ()
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La cromatografia de intercambio idnico se emplea para separar compuestos
ionizables y solubles en agua con un peso molecular menor de 1 500. Las fases
estacionarias son generalmente resinas organicas sintética; las resinas de
intercambio catidnico contienen sitios activos con carga negativa y se emplean
para separar sustancias basicas, por ejemplo las aminas, mientras que las resinas
de intercambio anidnico tienen sitios activos con carga positiva para la separacion
de compuestos con grupos con carga negativa, como los grupo fosfato, sulfonato
o carboxilato. Los compuestos ionicos Yy ionizables hidrosolubles son atraidos
hacia las resinas y las diferencias en la afinidad producen la separacion
cromatografica. EI pH de la fase modvil, la temperatura, el tipo de ion, la
concentracion ionica y los modificadores organicos influyen en el equilibrio; estas

variables pueden ajustarse para obtener el grado deseado de separacion. )

En la cromatografia de exclusion por tamafio, las columnas estan rellenas
con una fase estacionaria porosa. Las moléculas de los compuestos
cromatograficos se filtran de acuerdo con el tamafio. Las que son demasiado
grandes para pasar por los poros pasan a través de la columna sin ser retenidas.
Las moléculas mas pequefas se introducen en los poros y se retienen mas a
medida que el tamafio molecular disminuye, este tipo de columnas se emplean

comunmente para medir la agregacion y la degradacion de macromoléculas

2.5.3 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR). La
cromatografia liquida de alta resolucién, constituye una técnica analitica de uso
muy generalizado. Deriva de la evoluciébn de la cromatografia preparativa en
columna cuyos resultados, en términos de selectividad y de resolucién, han
mejorado mucho por la miniaturizacion y la utilizacion de fases estacionarias muy

elaboradas. (12

Su éxito se debe a la posibilidad de actuar de forma muy precisa sobre la

selectividad entre los compuestos a través de la eleccion de la columna y de la
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composicion del eluyente, es decir, al sacar partido de las interacciones disolucion/

fase movil/ fase estacionaria. (12

La migracion diferencial en la CLAR es resultado del equilibrio de
distribucion de los componentes de una mezcla entre la fase mévil en el orden en
gue emergieron, hacia un detector donde se registra una respuesta proporcional a
su cantidad, sus concentraciones y sus tiempos de retencion en la columna. La
cromatograma resultante muestra cada compuesto que sale en la columna en
forma de picos simétricos con un tiempo de retencion que se mide desde el
momento de la inyeccién de la muestra hasta el momento en que aparece el

maximo del pico en el cromatograma. (i)

2.5.3.1 Instrumentacion. Un equipo de cromatografia de liquidos se
compone de varios modulos con funcionalidades definidas (2, que estan
integrados en general de la misma manera: un recipiente que contiene la fase
movil, una bomba para forzar el paso de la fase movil a través del sistema a alta
presion, un inyector para introducir la muestra en la fase movil, una columna
cromatografica, un detector y un dispositivo de recoleccion de datos, por ejemplo
una computadora, un integrador y un registrador. Ademas de recibir y reproducir
datos las computadoras se emplean para controlar las operaciones y los
pardmetros cromatograficos y permiten periodos largos de operacion sin
necesidad de supervision. g En la Figura 9 se observa como se conforma un
CLAR.
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Figura 9. Esquema de los médulos que integran un CLAR. Tomado de

Waters. (33

A. Sistema de bombeo. Tiene por objeto impulsar la fase mévil a travées
de la columna y debe cumplir ciertas especificaciones como reproducibilidad y

precision manteniendo un flujo laminar y de velocidad constante. (1o

La bomba se utiliza para forzar el paso de la fase movil a través de la
columna cuyo relleno, es responsable de una sobrepresién muy importante a nivel
del inyector. Esta presion puede alcanzar los 20 000 kP,, segun sea el caudal de

la fase movil, su viscosidad y el tamafio de las particulas de la fase movil. (12

B. Sistema de inyeccién. Un factor muy importante para obtener una
buena resolucion en la separacion es la adecuada introduccion de la muestra en el
sistema. La manera ideal de introducir o inyectar la muestra es en forma de
“paquete pequeno”, ya que esto ayuda en la obtencién de picos simétricos y

angostos.

Existen varios mecanismos de inyeccion. El méas sencillo consiste en

introducir la muestra mediante una jeringa; esta tiene que atravesar un septo y

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 22



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

soportar la presion del sistema, la precision del volumen de inyeccion depende de

la jeringa empleada. (10

Un segundo y mejor sistema consiste en inyectores con asas
intercambiables de volumen fijo, las cuales pueden llenarse con un exceso de
muestra; estos dispositivos desvian el flujo del disolvente mientras se introduce la
muestra reanudandolo posteriormente a través del inyector y arrastrando un

volumen constante. (10

Un tercer sistema que minimiza errores en la introduccion de la muestra
consiste en un inyector automético. Este dispositivo ayuda a mantener la
reproducibilidad entre inyecciones y elimina el error en la medicion del volumen

por inyectar mediante el uso de un mecanismo de regulacion. (1o

C. Columnas. Se considera a la columna como la parte fundamental de la
cromatografia ya que es en ésta, donde se va llevar a cabo la separacion. El
material de empaque seleccionado dependera basicamente de la separacion que

se desee hacer. (1

La columna es un tubo recto, calibrado, de acero (a veces forrado de un
material inerte de vidrio en PEEK). La fase estacionaria se mantiene entre dos
discos porosos situados entre sus extremidades cuyos volimenes muertos deben

ser lo mas pequefios posible. (12

D. Detectores. Cualquier detector debe reunir cierto numero de
cualidades: dar a cada compuesto detectado una respuesta proporcional a su
concentracion instantanea, ser sensible y tener poco ruido de fondo, ser estable
en el tiempo. Los modos de detencibn mas comunes se basan en propiedades

polaridad de los compuestos: absorcion, fluorescencia e indice de refraccion. (12
Los detectores pueden ser de dos tipos:

Tipo |. Aguellos que miden alguna propiedad de la fase maovil, estos son

detectores de indice de refraccion y de conductividad eléctrica. (10
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Son completamente inespecificos y detectan variaciones en la propiedad
particular (refraccion o conductancia) de la fase movil, y cualquier cambio de la
fase producido por la viscosidad, temperatura o luz puede alterar el

comportamiento del detector. (1

Tipo Il. Aquellos que miden alguna propiedad del analito, en este tipo se
encuentra el detector de luz UV/Visible (longitud fija o arreglo de diodos), de
radioactividad (con contador alfa, beta o gamma), fluorescencia (fijos o
monocromador de excitacion o emision), electroquimico (amperométricos y
coulométricos) y espectro de masas (sencillos o en “tandem”). Estos detectores

son muy especificos y miden alguna propiedad intrinseca de la molécula a medir.

(10)

E. Dispositivos de recoleccién de datos. Las estaciones de datos
modernas reciben y almacenan la sefial de los detectores e imprimen el
cromatograma completo con las alturas y las areas de los picos, la identificacién
de la muestra y las variables del método. Se emplean también para programar la
cromatografia de liquidos, controlando la mayoria de las variables vy

proporcionando periodos largos de operacion. (s

Especificaciones: Una lista de las pruebas, las referencias a los
procedimientos analiticos, la aceptacion y adecuados criterios que son limites
numericos, intervalos de tiempo, o de otros criterios para los ensayos descritos. Lo
establece el conjunto de criterios a los que un farmaco o medicamento debe
cumplir para ser considerado aceptable para su uso. "Los criterios de aceptacion”
significan que la(s) sustancia(s) de farmacos y / o producto, durante la prueba de
analisis y procedimientos reuna criterios de admision ya establecidos. Las
especificaciones son fundamentalmente normas para el control de calidad que se

proponen y se justifica por el fabricante y aprobado por autoridades regulatorias.

]
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2.6 Disolucion

2.6.1 Definicién de Disolucion. Es un método para medir la liberacion de
un principio activo, a partir de la forma de dosificacion que lo contiene y la
disolucion de éste, en el medio de prueba. (23

Este método se emplea para determinar el cumplimiento de los requisitos
de disolucion en tabletas o capsulas establecidos en la monografia individual. (10

2.6.2 Aparato 1 (Canastillas). Los equipos comerciales de disolucién por lo
general constan de un bafio de agua y de seis unidades de prueba, donde cada

una esté constituida por:

o Vasos cilindricos con tapa.

o Un eje transmisor.

o Un regulador de velocidad de rotacion
o Una canastilla

El vaso cilindrico debe ser de vidrio o de otro material inerte y transparente,
de fondo esférico; la tapa debe estar ajustada para retardar la evaporacion y
permitir la inserciéon de un termémetro, asi como la toma de la muestra. El vaso
debe estar parcialmente sumergido en el bafio de agua, el cual debe tener un
ligero movimiento constante y mantener la temperatura del medio de disolucion a
37°C £ 0.5 °C. Es conveniente que el aparato permita la observacién de la
muestra. El eje transmisor, debe ser de acero inoxidable y girar suavemente sin
bamboleo; esta colocado en el centro del vaso, de tal manera que no quede a mas
de 2,0 mm a cualquier punto del eje vertical del vaso. EI regulador de velocidad
de rotacion, debe mantener la velocidad constante de acuerdo a lo indicado a

cada producto y con una variacion no mayor de + 4.0 por ciento. La canastilla
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consta de dos partes: la parte superior esta unida al eje transmisor del movimiento
y es de acero inoxidable con un orificio de salida de 2.0 mm £ 0.5 de diametro, se
ajusta a la parte inferior por medio de 3 grapas para permitir que se coloque la
muestra en el interior de la canastilla y la sostenga firmemente, permitiendo que
gire en forma concéntrica al eje del vaso durante la rotacion. La distancia entre el

fondo del vaso y la canastilla, debe mantenerse constante durante la prueba. (o)

2.6.3 Aparato 2 (Paletas). Los equipos comerciales de disolucion por lo
general constan de un bafio de agua y de seis unidades de prueba, donde cada

una esta constituida por:

o Vasos cilindricos con tapa.

o Un eje transmisor.

o Un regulador de velocidad de rotacion
o Una hélice

El vaso, el bafio de agua, el regulador de velocidad y el eje transmisor
siguen las mismas especificaciones que para el Aparato 1. La hélice agitadora es
una paleta de acero inoxidable o puede estar recubierta con un polimero de
fluorocarbono o0 de cualquier otro material inerte. Durante la prueba se debe

mantener una distancia entre la cuchilla y el fondo del vaso.

Si es el caso, para mantener la muestra en el fondo del vaso y evitar que

flote, se puede utilizar una espiral de material no reactivo.

2.6.3.1 Calibracion mecanica. La calibracion mecéanica requiere una serie
de instrumentos certificados que son: termémetro o termopar, medidor de
vibraciones, dispositivo calibrador para centrado, medidor de profundidad,
tacoOmetro, medidor de balaceo o desviacion de la vertical, medidor de nivel

horizontal y cronémetro. (10
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2.6.3.2 Medio de disolucion

Datos fisicos y quimicos del farmaco y la unidad de dosis deben ser
determinadas antes de seleccionar el medio de disolucién, para ello dos
propiedades clave del principio son la solubilidad y estabilidad de la solucion del
estado del activo en funcion de la valor de pH. Al seleccionar la composicion del
medio, la influencia de buffers, el valor de pH, y surfactantes sobre la solubilidad y
la estabilidad del activo a evaluar sus propiedades fundamentales de la unidad de
dosis que pueden afectar la disolucion incluyen mecanismo de liberacion
(inmediato, diferido o modificadas), la desintegracion, la dureza, friabilidad, la

presencia de los potenciadores de solubilidad, y presencia de otros excipientes.

Por lo general, cuando se desarrolla un procedimiento de disolucion, una
meta es tener condiciones éptimas, que se definen como el volumen de medio de
al menos tres veces a la exigida para formar una solucion saturada, cuando las
condiciones son adecuadas, es mas probable que los resultados reflejen la

disolucion de las propiedades de la forma de dosificacion. ()

Usando una mezcla de solventes acuosos organicos como medio de
disolucién es inadecuado, sin embargo, con la debida justificacion de este tipo de

medio puede ser aceptable.

El agua purificada se utiliza a menudo como el medio de disolucién, pero no
es ideal por varios razones, en primer lugar la calidad del agua puede variar
dependiendo de la fuente del agua, y el valor del pH si no estad controlado, en
segundo lugar, el valor del pH puede variar dia a dia y también puede cambiar
durante la fabricacién, dependiendo de la principio activo y excipientes. A pesar de
estas limitaciones, el agua es barata, facilmente disponible, pueden eliminar
facilmente, ecolégicamente aceptables y adecuados para productos con una
velocidad de liberaciéon independiente del valor del pH del medio.
Las caracteristicas de disolucion de una formulacién oral debe ser evaluado en un
rango fisiologico a pH de 1.2 - 6.8 (1.2 a 7.5 para las formulaciones de liberacion

modificada). ()
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Durante el desarrollo del método analitico, puede ser util medir el pH antes
y después de la fabricacién para descubrir los cambios de pH durante la prueba, la
seleccion de las condiciones mas adecuadas en las pruebas de rutina se basa en
analizar la robustez, estabilidad del analito en el medio de disolucion, la
pertinencia en el rendimiento in vivo, cuando sea posible, los medios tipicos de
disolucién pueden incluir los siguientes (no incluidos el orden de preferencia):
acido clorhidrico diluido, buffers en el rango de pH fisiologico de 1.2 a 7.5, el fluido
gastrico simulado o intestinal (con o sin enzimas), agua y tensoactivos (con o sin
acidos o buffer), como el polisorbato 80, lauril sulfato de sodio, y las sales biliares.
La molaridad de los buffers y los &cidos utilizados pueden influir en el efecto
solubilizante y este factor puede ser evaluado.
Para los compuestos con alta solubilidad y alta permeabilidad (segun la definicion
del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica), la elecciéon del medio y aparatos

puede estar influenciada por la FDA Guidance referencia. (g

Para compuestos no solubles en solucibn acuosa puede contener un
porcentaje de tensoactivo (por ejemplo, lauril sulfato de sodio, polisorbato, u éxido
de lauril dimetilamino) que se utiliza para aumentar la solubilidad de los farmacos.
La necesidad de los tensoactivos y la concentraciones utilizadas pueden
justificarse, mostrando perfiles diferentes en varios
concentraciones. Los tensoactivos se puede utilizar ya sea como agentes

humectantes o solubilizar a los medicamentos. ()
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2.7 PUREZA CROMATOGRAFICA

2.7.1 Clasificacion de las impurezas

Las impurezas se pueden clasificar en las siguientes categorias:
» Impurezas organicas (proceso y relacionada con las farmacos)
* Impurezas inorganicas

 Disolventes residuales

Impurezas organicas pueden surgir durante el proceso de fabricacion y / o
almacenamiento de la sustancia. Pueden ser identificados o no identificados,

volatiles o no volatiles, e incluyen:

* Materias primas
» Subproductos
* Intermediarios

* Productos de degradacion

Impurezas inorganicas puede resultar del proceso de fabricacion.

Normalmente son conocidos e identificados e incluyen:

* Los reactivos, ligandos y catalizadores
» Metales pesados y otros metales residuales
» Sales inorganicas

» Otros materiales (por ejemplo, coadyuvantes de filtracion, el carbén vegetal)

Los disolventes son liquidos inorganicos u organicos utilizados como
vehiculos para la preparacion de las soluciones o suspensiones en la sintesis de
un nuevo farmaco. Puesto que se trata en general de toxicidad conocida, la

seleccién de controles adecuados se consigue facilmente.
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2.7.2 Razones para la presentacion y el control de las impurezas

2.7.2.1 Impurezas orgéanicas.

El solicitante debe resumir las impurezas reales y potenciales, donde puede
producirse durante la sintesis, purificacion y almacenamiento de la sustancia de un
nuevo farmaco. Este resumen debe basarse en la evaluacion cientifica sélida de
las reacciones quimicas involucradas en la sintesis, las impurezas asociadas a las
materias primas que puedan contribuir al grado de impureza de la nueva
sustancia, y posibles productos de degradacién. Esta discusion puede limitarse a
las impurezas que razonablemente cabria esperar sobre la base de conocimiento

de las reacciones quimicas y procesos implicados. (4, 25

Ademas, el solicitante debe resumir los estudios de laboratorio realizados
para la deteccién de impurezas en el nuevo principio activo. Este resumen debera
incluir los resultados del examen de los lotes fabricados durante el proceso de
desarrollo y los lotes del proceso comercial, asi como los resultados de las
pruebas de tensién, para identificar posibles impurezas que surgen durante el
almacenamiento. El perfil de impurezas de los lotes de medicamentos de
sustancias destinadas a la comercializacion debe ser comparado con los utilizados
en el desarrollo. Cuando se han hecho intentos para identificar las impurezas
presentes en niveles que no excedan de (<) los limites de identificacion, es (util

también informar de los resultados de estos estudios. (4, 25)

2.7.2.2 Impurezas inorganicas

Son normalmente detectados y cuantificados usando los procedimientos
adecuados de la farmacopea, o de otro tipo. Se autoriza el traslado de
catalizadores a la nueva sustancia donde deben ser evaluados durante el
desarrollo. La necesidad de inclusion o exclusién de impurezas inorganicas en la

especificacion de farmacos nuevos se debe discutir. Los criterios de aceptacion
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deben basarse en las normas de la farmacopea, o los datos conocidos de

seguridad. (24, 25)

La prueba de impurezas puede ser un prueba cuantitativa o una prueba
limite para la impureza en una muestra, cualquier ensayo tiene por objeto reflejar

con exactitud las caracteristicas de pureza en la muestra. (4, 25

Se consideran impurezas los contaminantes adicionados durante el curso
del proceso de manufactura o almacenamiento, y contaminantes peligrosos tales
como metales pesados o arsénico, entre otros. Aunque el objetivo principal es
darle al usuario medicamentos de calidad que es imposible incluir en cada
monografia una prueba para cada impureza o adulterante que puede estar
presente (metales, penicilina, contaminacion cruzada, contaminacién microbiana,
sustancias extrafias, entre otros). Por lo tanto, cuando los resultados de una
prueba demuestren la presencia de impurezas o contaminacion microbiana en
concentraciones peligrosas u objetables por alguna razén, se pueden citar esos

resultados para impugnar la calidad del producto. ()

2.7.2.3 Impurezas no disponibles.

Si las impurezas o los productos de degradacion no estan disponibles, la
especificidad puede demostrarse mediante la comparacién de los resultados de
las pruebas de las muestras que contienen impurezas o productos de degradacion
con un segundo y bien caracterizado método por ejemplo, el método de la

farmacopea u otro método validado de analisis (procedimiento independiente). (o4,

25)

Cuando proceda, este debe incluir muestras almacenadas bajo condiciones
de estrés relevantes: luz, calor, humedad, acido/ base de la hidrolisis y la

oxidacion.

- Para el ensayo, los dos resultados deben compararse;
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- Para las pruebas de la impureza, los perfiles de impureza

debe ser comparado.

Las pruebas de pureza de pico puede ser util para demostrar que el pico
cromatografico del analito no es atribuible a mas de un componente (por ejemplo:

diodos, espectrofotometria de masas). (24, 25)

Producto de degradacién: Una molécula resultante de un cambio quimico
en la molécula de farmaco producido en el tiempo y / o por la accion de la luz,
temperatura, pH, agua, o por reaccion con un excipiente y / o el envase inmediato

/ sistema de cierre. También se llama descomposicion del producto. (is)

2.8 Valoracién o Ensayo

2.8.1 Definicion de la Valoracion. Determinacién que pretende medir el
analito en una muestra dada el cual representa una medida cuantitativa de los
componentes principales en un farmaco; para los farmacos las caracteristicas de
validacion se aplican también en los analisis para cualquier componente o activo

en una forma farmaceutica. (o, 21

2.8.2 Método indicativo de estabilidad: Un procedimiento especifico, que
indica la estabilidad que debe incluirse para determinar el contenido de la nueva
sustancia. En muchos casos es posible emplear el mismo procedimiento
(Por ejemplo, CLAR), tanto para determinacién cuantitativa del principio activo y
cuantificacion de las impurezas. En los casos en que el uso de un ensayo no
especifico se justifica, con el apoyo de otros procedimientos analiticos;
se deben utilizar para lograr la especificidad global. Por ejemplo, cuando la

valoracion se adopta para la cuantificacion y / o deteccion de impurezas de los
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farmacos, la combinacion de un método oficial y de una metodologia desarrollada

para las impurezas debe ser utilizado. (g, 31)

2.8.3 La uniformidad de dosis. Este término incluye tanto la masa de la
forma farmacéutica y el contenido de la sustancia activa en la cantidad
marbeteada, por lo cual debe ser utilizado un procedimiento farmacopéico. En
general, la especificacion debe incluir una o la otra pero no ambas. Estas pruebas
se pueden realizar durante el proceso; los criterios de aceptacion deben ser
incluidos en la monografia. Cuando la variacién del peso se aplica para nuevos
productos se realiza uniformidad mediante la variacion del peso, los solicitantes
deben comprobar durante el desarrollo del farmaco que la homogeneidad del
producto es adecuado; sino se tiene que realizar con respecto al método de

ensayo (valoracion). (s, 31)
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I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun un estudio realizado por el Instituto Mexicano del Seguro Social y la
Universidad Nacional Autbnoma de México, 40 por ciento de algunos sectores de
la poblaciéon urbana padece micosis (una infeccibn generada por hongos
microscépicos que pueden ser superficiales, sistémicos o profundos),
especialmente de la llamada dermatofitosis que afecta a las plantas o ufias de los

pies. (13)

Aungue en el caso de las micosis sistémicas no hay estadisticas confiables,
en los dltimos afios, este tipo de infecciones se ha incrementado
considerablemente. El doctor Méndez Tovar menciona que los compuestos
azolicos son una alternativa Gtil en el tratamiento de micosis superficiales y
sistémicas, para su tratamiento hay cerca de 30 compuestos azolicos, entre ellos

miconacol, bifonazol e izoconazol. (14)

El itraconazol es un antimicético, efectivo por via oral, perteneciente a la
familia de los triazoles y esta indicado en micosis superficiales y profundas. Se
emplea en el tratamiento de infecciones por hongos que afectan a los pulmones,
ufias, boca, garganta, tifas causadas por dermatofitos, enfermedades sistémicas
parasitarias, entre otros, por lo que es un medicamento de amplio espectro. (5 La
absorcion digestiva del itraconazol requiere de un medio acido para su disolucion,
en consecuencia causa irritacion en la mucosa gastrica, a raiz de eso se ha
desarrollado una nueva forma farmacéutica combinada con el principio activo, la
cual se dispersa libremente en el tracto gastrointestinal, maximiza la absorcion del

farmaco y reduce la variabilidad intrapaciente. ()
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Estas nuevas formas farmacéuticas como son los pellets de Itraconazol
requiere de metodologias para su andlisis y cuantificacion ya que no se tiene un
método oficial, por lo que se decidié emplear la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR), debido a que es una herramienta muy Uutil para la
cuantificacion de algun activo en comun; asi mismo hay que enfocarse al
desarrollo del método analitico de nuestro interés, ya que con un buen desarrollo
podemos optimizar tiempos de analisis, recursos, reactivos, consumibles y horas

maquina.

En un método se requiere rapidez, que sea robusto, exacto, especifico,
sensible, preciso y en el cual se requiera de minimo uso de muestra, asi como su

preparacion y/o extraccion del activo sea facil y rapida.

El presente proyecto pretende dar respuesta a estos requerimientos

garantizando asi la conformidad dentro del laboratorio de control de calidad.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una metologia analitica confiable, exacta, precisa y reproducible
en pellets de itraconazol, realizando un estudio estadistico inferencial, para su

disolucidn, valoracion y pureza cromatografica.

]
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V. HIPOTESIS

Utilizando condiciones acidas para la extraccion de itraconazol asi como
determinando condiciones cromatogréaficas especificas para disociar la molécula,
se podra desarrollar una metodologia analitica que permita identificar, separary
cuantificar el itraconazol en pellets y demostrar la confiabilidad de este método a
través de un estudio estadistico inferencial tanto en disolucion, valoracion y

pureza cromatografica
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VI. DIAGRAMA DE FLUJO

Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucion, Valoracion y Pureza Cromatografica de
Itraconazol pellets por CLAR

Revision bibliogréfica

Criterios Disoluciéon FDA, EP*, Proveedor

Andlisis y Liberacién de la Materia prima

Determinar las pruebas a Validar

Disolucion Pureza Cromatografica Valoracion

Pruebas iniciales para la materia prima:

Solubilidad

Barrido espectrofotométrico

Determinacion de parametros a validar

Validacién 12. Etapa:

. Desarrollo del Método cromatografico (A, FM, Columna, T, etc).
Especificidad

Verificacion de filtros

Sistema de Adecuabilidad

Linealidad del sistema

Repetibilidad del sistema

I
Validacién 22. Etapa (placebos cargados)

. Linealidad del Método

[ Precision (sistema y método)

Validacion 32. Etapa Formula Base final

Exactitud

Reproducibilidad del método

Estabilidad de la muestra

Robustez

Precisién intermedia

LCy LD (valoracién y Pureza cromatografica)
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VIl. MATERIAL Y METODO

7.1 Equipos e Instrumentos

Cromatografo Dionex Ultimate 3000
Balanza analitica Mettler Toledo XS205

7.2 Insumos para el Método Analitico de Valoracion

STD In House de Itraconazol Chemo S.A. de C.V.
Itraconazol pellets Chemo S.A. de C.V.
Heptanosulfonato de sodio GR J.T.Baker

Acetonitrilo Grado HPLC TSD

Metano Grado HPLC Honeywel

Agua desmineralizada N/A

Acido fosférico GR J.T.Baker

Acido clorhidrico GR Proveedor Cientifico S.A

Columna Acclaim C18 5um 4.6X 250 nm Dionex
Columna Symmetry C18 5um 4.6X 250 nm  Waters

7.3 Insumos para el Método Analitico de Pureza Cromatogréfica

STD In House de Itraconazol Chemo S.A. de C.V.
Itraconazol pellets Chemo S.A. de C.V.
Tetrabutilamonio hidrogeno sulfato GR J.T.Baker

Acetonitrilo Grado HPLC TSD

Metano Grado HPLC Honeywel

Agua desmineralizada N/A

Tetrahidrofurano Grado HPLC Tecsiquim

Acido clorhidrico GR Proveedor Cientifico S.A

Columna Acclaim C18 5um 4.6X 250 nm Dionex
Columna Symmetry C18 5um 4.6X 250 nm  Waters

7.4 Insumos para el Método Analitico de Disolucion

Itraconazol pellets Chemo S.A. de C.V.
Heptanosulfonato de sodio GR J.T.Baker

Acetonitrilo Grado HPLC TSD

Metano Grado HPLC Honeywel

Agua desmineralizada N/A

Cloruro de sodio GR J.T. Baker

Acido clorhidrico GR Proveedor Cientifico S.A
Pepsina J.T. Baker

Columna Acclaim C18 5um 4.6X 250 nm Dionex
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Columna Symmetry C18 5um 4.6X 250 nm  Waters

7.5 Disolucién
7.5.1 Condiciones cromatograficas

e Fase movil: Acetonitrilo : Buffer de sulfonatos (60:40)
e Flujo: 1 mL/ min

¢ Longitud de onda: 260 nm

¢ Volumen de inyeccion: 10 pL

e Temperatura de la columna: 30 °C

e Temperatura del automuestreador: 15°C

e Diluente: Medio de disoluciéon
7.5.2 Condiciones de disoluciéon

e Aparatos de disolucion: Aparato 2
e Velocidad: 100 rpm
e Tiempo: 60 min

e Medio de disolucion: Fluido gastrico con enzima
7.5.3 Validacion del método analitico

7.5.3.1 Especificidad: Se realizo un barrido del estandar de Itraconazol
polvo, itraconazol pellets, diluente, fase movil , capsula, muestras y medio de

disolucién para determinar, su punto maximo de Absorcion 260 nm.

7.5.3.2 Linealidad del sistema: Se evalu6 mediante el andlisis por
triplicado de una curva de calibracion preparada a partir de estandar de referencia
de Itraconazol pellets y con 5 puntos correspondientes a las concentraciones de
0.022, 0.066, 0.088, 0.111, 0.133 mg/mL equivalentes al 20, 60, 80, 100, 120 % de
la concentracion normalmente analizada; se empledé el método de minimos

cuadrados para determinar los valores de intercepto, pendiente y coeficiente de
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correlacion a partir de los datos de la curva de calibracion y utilizando la

concentracion de las soluciones y el area bajo la curva.

7.5.3.3 Repetibilidad del sistema: Se tomo una muestra al 100% de la
linealidad del sistema se inyectaron 10 veces para determinar la repetibilidad del

sistema y asi determinar el coeficiente de variacion.

7.5.3.4 Linealidad del método: Se determinaron las mismas

concentraciones que en la del sistema solo que se emplearon placebos cargados.

7.5.3.5 Exactitud y estabilidad de la muestra: Se determino el porcentaje
de recuperacion de 10 placebos cargados con 0.111 mg/mL de Itraconazol
correspondiente al 100% de la concentracion normalmente analizada, de estas
mismas muestras se someten a estabilidad por dos dias en refrigeraciéon (2 a 8°C)
expuestas a la luz y sin exponer en un matraz de vidrio. (6 muestras en total);
posteriormente se someten otras 6 muestras a temperatura ambiente, expuestas a

la luz y sin exponer en un matraz de vidrio.

7.5.3.6 Precision intermedia: se evalué con dos analistas en dos dias

preparando cada uno 3 muestras a una concentracion del 100%.

7.5.3.7 Robustez: Se modificé la proporciéon del buffer de sulfonatos + 5% y
dejando los demas parametros cromatograficos fijos, otro cambio fue el de la
adicion del acido fosforico de £ 0.1 mL en la preparacion del buffer y se dejaron los
demas parametros fijos, por ultimo se modifico la columna Symmetry C18 de 4.6 x

250 mm Waters por una Acclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex.

]
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7.6 Valoracioén

7.6.1 Condiciones cromatograficas

e Fase movil: Acetonitrilo: Metanol: Buffer de sulfoatos (55:27:18)
e Flujo: 0. 8 mL/min

e Longitud de onda: 254 nm

e Volumen de Inyeccion: 5 pL

e Temperatura de columna: Temperatura ambiente

e Temperatura del automuestreador: 15° C

e Diluente: HCI 0.1 N y Fase movil

e Filtros: Celulosa Regenerada de 0.45 um

e Columna C18 de 4.6 x 250 mm de 5 um.

7.6.2 Validacion del método analitico

7.6.2.1 Especificidad: Se realizo un barrido del estandar, muestra de
Itraconazol, diluente y fase movil para determinar, su punto maximo de absorcion
el cual fue de 254 nm, se sometieron a condiciones de strees muestras del
principio activo las cuales fueron: &cido clorhidrico 0.1 N, hidroxido de sodio 0.1 N,
peréxido de hidrégeno al 30% y a temperatura de 40°C esto es para asegurar que
el metodo puede identificar picos de degradacién y por consiguiente ser indicativo
de estabilidad.

7.6.2.2 Linealidad del sistema y Linealidad del método: Se analiz6 por
triplicado de una curva de calibraciéon preparada a partir de estandar de referencia
de Itraconazol y con 5 puntos correspondientes a las concentraciones de 0.0251,
0.0502, 0.0753, 0.1254 y 0.1505 mg/mL equivalentes al 20, 40, 60, 100, 120% de

la concentracibn normalmente analizada, se empleo el método de minimos
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cuadrados para determinar los valores de intercepto, pendiente y coeficiente de
correlacion a partir de los datos de la curva de calibracion, utilizando la
concentracion de las soluciones y la respuesta del sistema de medicion; en la
linealidad del método se determinaron las mismas concentraciones que en la

linealidad del sistema solo que se emplearon placebos cargados.

7.6.2.3. Exactitud, repetibilidad y estabilidad de la muestra: Se realizo
con 10 muestras cargadas preparadas a la concentracidon normalmente analizada
100%, de estas muestras se someten a estabilidad por dos dias en refrigeracion (3
a 8°C) expuestas a la luz y sin exponer en un matraz de vidrio. (6 muestras en
total); posteriormente se someten otras 6 muestras a temperatura ambiente,

expuestas a la luz y sin exponer en un matraz de vidrio.

7.6.2.4 Precision intermedia: Se realizo por triplicado de una misma

muestra al 100% preparadas por dos analistas diferentes y en dos dias diferentes.

7.6.2.5 Robustez: Se modificaron ciertos parametros como: la proporcion
de la fase movil de Acetonitrilo (-4%), Metanol (+3%) y Buffer (+1%) y de de
Acetonitrilo (-2%) y Buffer (+7%) manteniendo todos los demas parametros fijos,
por ultimo se modifico la columna Symmetry C18 de 4.6 x 250 mm Waters por una
Acclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex.

7.6.2.6Limites de deteccion y cuantificaciéon: Se realizd6 a partir de
diluciones partiendo del 100, 20, 10, 8, 5, 4, 3, 2, 1, 05 y 0.1 % de la
Concentracion normalmente analizada. Se calculo el coeficiente de variacion para

cada nivel de conentracion.
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7.7 Pureza cromatogréfica
7.7.1 Condiciones cromatogréaficas

e Fase movil: Buffer de Sulfato acido de tetrabutilamonio : Acetonitrilo

Tiempo (min) | Flujo (mL/min)| Buffer (%) Acetonitrilo
(%)
0 15 70 30
20 1.5 50 50
25 1.5 70 30
30 15 70 30

e Longitud de onda: 225 nm

e Volumen de Inyeccion: 10 L

e Temperatura de columna: 30°C

e Temperatura del automuestreador: 15 °C

e Diluente: HCI 0.1N y Mezcla de Tetrahidrofurano: Metanol (1:1)
e Filtros: Celulosa regenerada de 0.45 um

e Columna C18 de 4.6 x 250 mm de 5 pum

7.7.2 Validacion del Método analitico

7.7.2.1 Especificidad: Se realizo barrido del estandar y muestra de
Itraconazol, diluente , fase movil y placebo para determinar, su punto maximo de
Absorcion. Se degradaron muestras con acido clorhidrico 0.1 N, hidroxido de
sodio 0.1 N y peréxido de hidrogeno al 30 % en solucion asi como la exposicién
de las muestras a temperatura de 40°C para verificar que el método sea indicativo

de estabilidad. El pico es espectralmente homogéneo.
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7.7.2.2 Linealidad del Sistema y del Método: Se evalué6 mediante el
analisis por triplicado de una curva de calibracion preparada a partir de estandar
de referencia de Itraconazol y con cinco puntos correspondientes a las
concentraciones de 0.0100, 0.0300, 0.0400, 0.0500 y 0.070 mg/mL equivalentes al
20.0, 60.0, 80.0, 100.0, 140.0 % de la concentracion normalmente analizada. La
linealidad del método se realiz6 bajo las mismas condiciones con placebos

cargados.

7.7.2.2 Linealidad del Sistema y del Método: Se evalué mediante el
analisis por triplicado de una curva de calibracion preparada a partir de estandar
de referencia de Itraconazol y con cinco puntos correspondientes a las
concentraciones de 0.0100, 0.0300, 0.0400, 0.0500 y 0.070 mg/mL equivalentes al
20.0, 60.0, 80.0, 100.0, 140.0 % de la concentracion normalmente analizada. La
linealidad del método se realiz6 bajo las mismas condiciones con placebos

cargados.

7.7.2.3 Repetibilidad del sistema: Se evalu6 a partir de 10
determinaciones de una misma solucibn muestra a la concentracion de 0.050

mg/mL de Itraconazol y se calculo el % de desviacion estandar relativa (%DER).

7.7.2.4 Exactitud y Repetibilidad del método: Se evalué el porcentaje de
recuperacion de 10 placebos cargados con 0.050 mg/mL de Itraconazol

correspondiente al 100% de la concentracion normalmente analizada.

7.7.2.3 Precision intermedia: Se evalué mediante el analisis por triplicado
de una misma muestra realizado en dos dias diferentes por dos analistas. De los
datos obtenidos (12 resultados individuales) se calculd el %DER.La muestra

utilizada corresponde placebos cargados.

7.7.2.4 Estabilidad de la muestra: Se sometieron las muestras a las

mismas condiciones descritras en la valoracion y disolucion.
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7.7.2.5 Robutez: Se modifico la columna Symmetry C18 de 4.6 x 250 mm
por una Acclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex manteniendo todos los demas
parametros fijos. En los resultados no se observa una diferencia significativa en
comparacion con los resultados iniciales. Solo se ve modificado el tiempo de

retenciéon del Itraconazol.

7.7.2.6 Limites de deteccion y cuantificacion: Se realiz6 a partir de
diluciones partiendo del 100, 20, 10, 8, 5, 4, 3, 2, 1, 05 y 0.1 % de la
Concentracion normalmente analizada. Se calculo el coeficiente de variacion para

cada nivel de conentracion.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Validacién de disolucién de itraconazol pellets y capsulas.

LINEALIDAD SISTEMA
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Gréfico 1. Linealidad del sistema. Area de Itraconazol pellets vs Concentracion de

Itraconazol (mg/mL).

REPETIBILIDAD DEL SISTEMA
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Gréfica 2. Repetibilidad del sistema de Itraconazol Pellets.
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LINEALIDAD DEL METODO
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CANTIDAD ADICIONADA ( mg/mL)

Grafica 3. Linealidad del método cantidad recuperada de Itraconazol pellets vs Cantidad

adicionada de Itraconazol pellets

Muestra Cantidad recuperada | Cantidad adicionada % Recuperado
(mg) (mg)
1 14.0628 14.0302 100.2328
2 14.2207 14.0364 101.3133
3 14.4058 14.2726 100.9334
4 14.0747 14.0012 100.5250
5 14.1574 14.0592 100.6987
6 13.9328 14.0654 99.0571
7 14.1376 14.0633 100.5278
8 14.0216 13.9618 100.4281
9 13.9142 14.0405 99.0998
10 14.0033 13.9017 100.7310
Promedio 100.3547 %
C.V. 0.7316 %

Tabla 3. Exactitud del método de Itraconazol pellets.
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ANALISTA No.1 ANALISTA No. 2
DIA % Recuperado % Recuperado
1 99.8201 100.2698
98.3813 101.5288
101.5288 101.4388
100.0899 100.1799
99.7302 100.6295
101.3489 101.4388
SUMA 600.8992 605.4856
2 101.5288 98.7410
101.5288 99.3705
100.8993 100.4496
100.4496 100.6295
99.6403 98.2014
99.4604 98.2014
SUMA 603.5072 595.5934
SUMA POR ANALISTA 1204.4064 1201.0790
SUMA TOTAL 2405.4854
PROMEDIO 100.2286
C.V. 0.2963%
Tabla 4. Precision intermedia entre Analista 1 Dia 1, Analista 2 Dia 1; Analista 1 Dia 2, Analista 2
Dia 2.
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F CALCULADA | F TABLAS
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTAS 1.0000 0.0000 0.0000 0.8365 38.5100
DIAS 2.0000 0.0001 0.0001 20.4817 4.4600
ERROR PURO 20.0000 0.0001 0.0000
TOTAL 23.0000 0.0002

]
Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia

Tabla 5. Andlisis de varianza de la precision intermedia de la disolucion.

49




Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

Eal ol o

Promedio
Inicio 2 dias %

Muestra | % Recuperado | % Recuperado | Recuperado %CV
1 100.4496 100.6295 100.5396 0.1265
2 100.5396 100.1799 100.3598 0.2534
3 100.3597 100.0000 100.1799 0.2539
4 100.2698 100.4496 100.3597 0.1267
5 100.2698 100.1799 100.2249 0.0634
6 100.6295 100.3597 100.4946 0.1898
7 100.0899 103.2374 101.6637 2.1892
8 99.9101 101.9910 100.9506 1.4576
9 98.2914 100.4496 99.3705 1.5357
10 98.5612 102.4281 100.4947 2.7209
11 98.2014 100.6294 99.4154 1.7270
12 99.1906 103.2374 101.2140 2.8272

Tabla 6. Estabilidad de las muestras en solucién durante dos dias.

Condicion

Las muestra 1 ala 3 se mantuvieron en refrigeracion sin proteccion a la luz.
Las muestra 4 a la 6 se mantuvieron en refrigeracion con proteccion a la luz.

Las muestra 7 a la 9 se mantuvieron a temperatura ambiente sin proteccion a la luz.

Las muestras 10 a la 12 se mantuvieron a temperatura con proteccion a la luz.

% C.V

2.4000 -

1.9000 ~

1.4000 +

0.9000 -

0.4000 -

-0.1000 -

ESTABILIDAD DE LAS MUESTRAS

CONDICION

Grafica 4. Estabilidad de la muestra comparativa entre el coeficiente de variacion de las

muestras respecto a la condicién de almacenamiento.
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mg/mL Concentracion Recuperada | mg/mL Concentracion Inicial| PROMEDIO %C.V
99.3705 101.8885 100.6295 1.7693
98.0216 98.4712 98.2464 0.3236
99.7302 100.1799 99.9551 0.3181

Tabla 7. Robustez. Cambio en la proporcién de la fase organica (+) un 5% en la fase movil
(Acetonitrilo: Buffer; 65:35).

mg/mL Concentracion Recuperada |mg/mL Concentracién Inicial| PROMEDIO %C.V
100.8094 101.8885 101.3489 0.7529
99.1906 98.4712 98.8309 0.5147
99.8201 100.1799 100.0000 0.2544

Tabla 7a. Robustez. Cambio en la proporcion de la fase organica (-) un 5% en la fase movil
(Acetonitrilo: Buffer; 55:45).

mg/mL Concentracion Recuperada | mg/mL Concentracién Inicial| PROMEDIO %C.V
98.4712 101.8885 101.4497 1.2164
98.0216 98.4712 98.3363 0.3236
98.2014 100.1799 99.1907 1.2810

Tabla 7b. Robustez. Cambio en la preparacion del Buffer de Acido fosférico (-) 0.1 mL

mg/mL Concentracion Recuperada | mg/mL Concentracién Inicial| PROMEDIO %C.V
99.9108 101.8885 101.4497 1.8383
98.2014 98.4712 98.3363 0.1940
98.2014 100.1799 99.1907 1.4104

Tabla 7c. Robustez. Cambio en la preparacion del Buffer de Acido fosférico (+) 0.1 mL

mg/mL Concentracion Recuperada | mg/mL Concentracién Inicial| PROMEDIO %C.V
99.9101 101.8885 100.8993 1.3865
98.5612 98.4712 98.5162 0.0636
98.2014 100.1799 99.1907 1.4104

Tabla 7d. Robustez. Cambio de columna en el método analitico.
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8.2 Validacién de valoracion de itraconazol pellets y capsulas

LINEALIDAD SISTEMA
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3.0000E+01 y=214.6562x +0.1353
R*=0.9992
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Gréfica 5. Representacion de la linealidad del sistema: concentracion contra area bajo la curva del

itraconazol.

REPETIBILIDAD DEL SISTEMA
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Grafica 6. Repetibilidad del sistema, dispersion de diez inyecciones comparadas contra la

respuesta.

]
Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 52



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR
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Graéfica 7. Linealidad del método cantidad adicionada contra cantidad recuperada.

CANTIDAD CANTIDAD
ADICIONADA | RECUPERADA
MUESTRA (mg) (mg) % RECUPERADO
1 13.4967 13.5635 100.4944
2 13.4578 13.6747 101.6113
3 13.2395 13.0513 98.5790
4 145474 14.4857 99.5759
5 13.3151 13.0630 98.1063
6 13.2481 13.2052 99.6758
7 13.5076 13.3608 98.9137
8 14.0480 14.1790 100.9324
9 13.6135 13.4129 98.5266
10 13.7194 13.7179 99.9886
PROMEDIO 13.6193 13.5714 99.6404
S 0.4060 0.4678 1.1381
C.V. 2.9809 3.4473 1.1423

Tabla 8. Exactitud del método con placebo, cantidad adicionada contra recuperada.
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PRECISION INTERMEDIA

DIA ANALISTA Nol |ANALISTA No 2
99.4100 100.5984
UNO 98.9115 99.1941
100.9886 98.6966
SUMA 299.3101 298.4891
98.4352 100.0713
DOS 99.1137 99.8514
98.7150 101.7332
SUMA 296.2640 301.6560
SUMA TOTAL 595.5740 600.1451
SUMA TOTAL 1195.7191
PROMEDIO 99.6433
C.V. 1.0309

Tabla 9. Precision intermedia realizada por dos analistas en dos dias diferentes.

F
FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE | CALCULADA | F TABLAS
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS
ANALISTAS 1 1.741188 1.741188 1.0821 38.5100
DIAS 2 3.218016 1.609008 1.9366 6.0600
ERROR PURO 8 6.646741 0.830843
TOTAL 11 11.605944

Tabla 10. Andlisis de varianza obtenido de la precisiéon intermedia de la valoracion.
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Muestra| INICIO Cantidad rec 2dias | PROMEDIO C.V
1 100.9484 100.4348 100.6916 0.3607
2 100.1788 99.4466 99.8127 0.5187
3 100.4944 99.2091 99.8518 0.9102
4 101.6113 99.7189 100.6651 1.3293
5 98.5790 100.0040 99.2915 1.0148
6 99.5759 99.1241 99.3500 0.3216
7 98.1063 100.5622 99.3343 1.7482
8 99.6758 100.2406 99.9582 0.3995
9 98.9137 100.0181 99.4659 0.7851
10 100.9324 98.2344 99.5834 1.9157
11 98.5266 99.6071 99.0669 0.7712
12 99.9886 98.1820 99.0853 1.2893

Tabla 11. Estabilidad de la muestra en solucion.
s ESTABILIDAD DE LA MUESTRA
;:2.5000 ]
Ghagon

1

7

CONDICION 4

Gréfica 8.Esabilidad de la muestra en soluciéon sometida a cuatro condiciones:

Condicion:

La muestra 1 ala 3 se mantuvieron en refrigeracion sin proteccién a la luz.
La muestra 4 a la 6 se en refrigeracion con proteccion a la luz.

PN PE

Las muestras de la 7 a la 9 se mantuvieron a Temperatura ambiente sin proteccién a la luz.
Las muestras de la 10 a la 12 se mantuvieron a Temperatura ambiente con proteccion a la
luz.
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ROBUSTEZ

INICIO RECUPERADO PROMEDIO CV

98.6544 98.3711 98.5127 0.2033
101.7190 99.5516 100.6353 1.5229
101.5464 99.8527 100.6996 1.1893
Tabla 12a. Cambio en la proporcion de Acetonitrilo. Metanol y Buffer (51: 30: 19)

INICIO RECUPERADO PROMEDIO CV
98.6544 100.8499 99.7521 1.5563
101.7190 101.3453 101.5321 0.2603
101.5464 101.1046 101.3255 0.3083
Tabla 12b. Cambio en la proporcion de Acetonitrilo: Metanol: Buffer (53: 27: 25)

INICIO RECUPERADO PROMEDIO CV
98.6544 99.7167 99.1856 0.7573
101.7190 99.9253 100.8221 1.2580
101.5464 100.5891 101.0677 0.6698

Tabla 12c. Cambio en Columna C18 5um 4.6 X 250 mm Dionex
LIMITES DE CUANTIFICACION Y DETECCON

Concentracion | 0.125 mg/mL

equivalente 100
Concentracion
Muestra (%) mg/mL alicuota volumen ppm C.V.

20.00 0.025000 5 25 25.0000 0.3999
10.00 0.012500 5 50 12.5000 0.6036
8.00 0.010000 2 25 10.0000 0.2240
5.00 0.006250 5 100 6.2500 0.3004
4.00 0.005000 4 100 5.0000 0.2328
3.00 0.003750 3 100 3.7500 0.3590
2.00 0.002500 2 100 2.5000 0.2950
1.00 0.001250 1 100 1.2500 0.8358
0.50 0.000625 5 1000 0.6250 1.2613LC
0.10 0.000125 5 5000 0.1250 17.9290 LD

Tabla 13. Limites de Cuantificacion y Deteccion.
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Grafica 9. Representacion de los limites de cuantificacion y deteccién de la valoracion.

8.3 Validacién de pureza cromatogréafica de itraconazol pellets y cidpsulas

Tiempo de
IMPUREZA retencion

relativo (trgr)
Impureza 1 0.52
Impureza 2 0.74
Impureza 3 0.81
Impureza 4 0.88
Impureza 5 1.05
Impureza 6 1.53
Impureza 7 1.57

Tabla 14. Tiempos de retencion relativo de impurezas obtenidas de las degradaciones de

la especificidad.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA PUREZA CROMATOGRAFICA

LINEALIDAD SISTEMA

25.000000

20.000000

= 306.2035:x+ 0.05266
Rz=0.9933

15.000000

AREA

10.000000

5.000000

0.000000

0.000000 0.010000 0.020000 0.030000 0.040000 0.050000 0.060000 0.070000 0.020000

COMCENTRACICN mo/mL

Grafica 10. Representacién de la linealidad del sistema: concentracion de itraconazol y el area

bajo la curva.
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Gréfica 11. Repetibilidad del sistema, dispersién del &rea bajo la curva obtenida de diez

inyecciones.
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Graéfica 12. Linealidad del Método, cantidad adicionada contra cantidad recuperada.

CANTIDAD CANTIDAD
MUESTRA | ADICIONADA | RECUPERADA | % RECUPERADO
1 5.0113 5.1100 101.9699
2 5.0070 4.9600 99.0621
3 5.0070 5.0200 100.2604
4 5.0022 5.0600 101.1554
5 5.0083 5.0600 101.0331
6 5.0078 5.0300 100.4428
7 5.0026 5.0900 101.7463
8 4.9940 5.0700 101.5220
9 5.0091 5.0700 101.2153
10 4.9953 5.0200 100.4947
PROMEDIO 5.0045 5.0490 100.8902
S 0.0059 0.0428 0.8557
C.V. 0.1170 0.8478 0.8481

Tabla 15. Exactitud y Repetibilidad del método con placebo.
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DIA ANALISTA Nol ANALISTA No 2
UNO 99.0347 99.8047
98.8571 98.6111
98.0315 100.1996
SUMA 295.9234 298.6154
DOS 98.8212 99.8051
100.4040 98.3936
100.4040 100.1953
SUMA 299.6293 298.3940
SUMA TOTAL 595.5527 597.0094
1192.5620
SUMA TOTAL
PROMEDIO 99.3802
C.V. 0.8518

Tabla 16. Precision intermedia: analisis de dos dias en dos diferentes dias

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F CALCULADA F TABLAS
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS
ANALISTAS 1 0.176823 0.176823 0.1540 38.5100
DIAS 2 2.297136 1.148568 1.6989 6.0600
ERROR
PURO 8 5.408384 0.676048
TOTAL 11 7.882343
Tabla 16a. Andlisis de varianza calculados de la precision intermedia.
Muestra| INICIO Cantidad rec 2 dias | PROMEDIO C.vV
1 5.1100 5.0600 5.0850 0.6953
2 4.9600 4.9300 4.9450 0.4290
3 5.0200 4.9600 4.9900 0.8502
4 5.0600 5.0500 5.0550 0.1399
5 5.0600 5.0500 5.0550 0.1399
6 5.0300 5.0100 5.0200 0.2817
7 5.0900 5.0400 5.0650 0.6980
8 5.0700 5.0300 5.0500 0.5601
9 5.0700 5.0300 5.0500 0.5601
10 5.0200 5.0600 5.0400 0.5612
11 4.9900 4.9800 4.9850 0.1418
12 5.0000 5.0400 5.0200 0.5634

Tabla 17. Estabilidad de la muestra en solucién.
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Gréfica 13. Estabilidad de la muestra en solucién sometidaa cuatro condiciones:

La muestra 1 ala 3 se mantuvieron en refrigeracion sin proteccion a la luz.

La muestra 4 a la 6 se en refrigeracion con proteccion a la luz.
Las muestras de la 7 a la 9 se mantuvieron a Temperatura ambiente sin proteccién a la luz.
Las muestras de la 10 a la 12 se mantuvieron a Temperatura ambiente con proteccion a la luz.

INICIO RECUPERADO PROMEDIO CV
5.13 5.1000 5.1150 0.4147
5.19 5.1000 5.1450 1.2369
4.98 4.9100 4.9450 1.0010

Tabla 18. Cambio en la proporcién de Acetonitrilo +5% de la proporcion inicial.
INICIO RECUPERADO PROMEDIO CV

5.13 5.0200 5.0750 1.5326

5.19 5.0900 5.1400 1.3757

4.98 5.0100 4.9950 0.4247

Tabla 18a. Cambio en la columna €18 5um 4.6 X 250 mm Dionex
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Concentracion
equivalente al 100% 0.05 mg/mL
Muestra Concentracion
(%) (mg/mL) alicuota volumen ppm C.V.
20.00 0.010000 5 25 10.0000 0.3999
10.00 0.005000 5 50 5.0000 0.6036
8.00 0.004000 2 25 4.0000 0.2240
5.00 0.002500 5 100 2.5000 0.3004
4.00 0.002000 4 100 2.0000 0.2328
3.00 0.001500 3 100 1.5000 0.3590
2.00 0.001000 2 100 1.0000 0.2950
1.00 0.000500 1 100 0.5000 0.8358
0.50 0.000250 5 1000 0.2500 1.2613 |LC
0.10 0.000050 5 5000 0.0500 17.9290 (LD
Tabla 19. Determinacion del limite cuantificacion y deteccion por medio de diluciones.
LIMITES DE CUANTIFICACION Y DETECCION
45000 -
4.0000 A
3.5000
3.0000
25000
G 20000 -
15000 -
1.0000 A
0.5000
0.0000 : . * * : . : M .
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Gréfica 14. Representacion grafica de los limites de cuantificacion y deteccion.
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IX. ANALISIS DE RESULTADOS

En el desarrollo de la metodologia analitica para evaluar el porciento
disuelto del Itraconazol tanto pellets como céapsulas, el método es especifico
como se muestra en la figura 10 y 10a (Ver. Anexo 1), no hay interferencia con el
medio de disolucion, ni con la matriz (excipientes del nucleo y capsula), por lo que

la respuesta obtenida a la longitud de onda solo se debe al farmaco.

En el grafico 1 y figura 11(Ver. Anexo I), se representa la linealidad del
sistema que se realizd con concentraciones que van de 0.0220 a 0.1330 mg/mL,
obteniendo un coeficiente de determinacion de 0.9998, cumpliendo con la
especificacion de >0.99, asi como una pendiente mayor a ceroy la ordenada que

incluye al cero.

Simultdneamente a estos resultados, se realiz6 una prueba adicional:
homoscedasticidad, como se observa en la siguiente tabla de ANAdeVA, donde la
Fcal regresion> F tab; es decir el sistema esestadisticamente lineal, lo cual indica

gue existe una proporcionalidad entre el area bajo la curva y la concentracion.

F
FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE CALCULADA | F TABLAS
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS
REGRESION 1 7.83112E+12 7.83112E+12 | 27109.32447 6.41
ERRORDE 13 3755335920.86 | 288871993.9
REGRESION
FALTA DE 3 5.24688E+14 1.74896E+14 | -3.333357191 4.83
AJUSTE
ERROR
PURO 10 -5.24684E+14 | -5.24684E+13

Tabla 20. Analisis de ANAdeVA para linealidad del sistema.

En la grafica 2, se representa la repetibilidad del sistema con un C.V. =
0.2653%, en la cual se observa que la dispersion obtenida de la respuesta por
cada una de las inyecciones no es significativa, es decir, es menor del 2 %, por lo

cual se determind que el sistema es repetible.
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En la gréfica 3, se observa la linealidad del método, esta se realizé con
cinco niveles de concentraciéon (0.022 a 0.133 mg/mL), se obtuvo un coeficiente
de correlaciéon de 0.9949, asi como una pendiente de 0.9866 con IC de 0.9944-
1.0288 y la ordenada al origen es de 0.0038 y un Intervalo de confianza -0.020 —
0.0075. Donde para la pendiente incluye al 1, y el IC de la ordenada al origen
incluye al cero, por lo que el modelo es linealmente correcto para describir la

relacion entre la concentracion adicionada y la concentracion recuperada.

Para comprobar que la ecuaciéon se ajusta a un modelo lineal, al igual que
en la linealidad del sistema se realiz6 la prueba de homoscedasticidad, como se
observa en la siguiente tabla de ANAdeVA donde la Fcal regresion> F tab.

GRADOS
FUENTE DE DE SUMA DE MEDIA DE F CALCULADA |F TABLAS
VARIACION LIBERTAD |CUADRADOS |CUADRADOS
REGRESION |1 0.020854993 0.020854993 1676.995276 |6.41
ERRORDE 13 0.00016167 1.24359E-05
REGRESION
FALTA DE 3 1.535117711 0.511705904 -3.333684412 [4.83
AJUSTE
ERROR PURO |10 -1.534956044 | -0.153495604

Tabla 21. Andlisis de ANAdeVA para linealidad del método

Para determinar la exactitud del método, en la tabla 3, se observa que la

determinacion

promedio fue de 100.3547 % obtenido de las 10 muestras

preparadas a una concentracion aproximada de 0.1112 mg/mL se encuentra en el
rango del 98-102% vy el intervalo de confianza (98.7685 -101.9408 %) incluye al
100%, por tanto el método es exacto.

A partir de los

datos anteriores se calculé también el coeficiente de

variacion de 0.7316%, por lo tanto el método es repetible ya que la especificacion

describe que debe ser menor al 2%.

En las tablas 4 y 5 se observa que la Fcal dia >Ftab y Fcal analista>Ftab, lo

cual determina que estadisticamente no existe diferencia significativa entre los
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resultados obtenidos por diferentes analista ni diferentes dias, ademas que el
coeficiente de variacion obtenido para las 12 muestras analizadas es menor al 6%
(C.V = 1.7552%), esto indica que el método es preciso.

El gréfico 4, se observa el coeficiente de variacion obtenido a partir de las
muestras iniciales y finales para cada una de las condiciones, determinando que
para un C.V. mayor a 2% no se considera estable la muestra, por lo que en la
tabla 6 se observa que las muestras no son estables durante 2 dias a temperatura
ambiente (con y sin proteccién a la luz), pero si son estables de 2 a 8°C sin

importar si estén o no protegidas de la luz.

En la tabla 7a y figura 12 (Ver Anexo |I) se observa que al modificar la
proporcién de fase movil del Buffer (-5%) y manteniendo los demas parametros
fijos. En resultados no se observan diferencias significativas en comparacion con
los resultados iniciales. Solo se ve modificado el tiempo de retencion de 2.8 min a

4.1 min del Itraconazol.

Por otro lado en las tablas 7 y figura 13 (Ver Anexo |) se modifico la
proporcion de fase movil del Buffer (+5%) y manteniendo los demas parametros
fijos. En los resultados no se observa una diferencia significativa en comparacion
con los resultados iniciales con respecto a la respuesta obtenida por el itraconazol
y solo se ve afectado su tiempo de retencién de 2.8 min a 2.6 min.

En la tabla 7b y figura 14 (Ver Anexo |) se modifico la preparacion del buffer
quitando — 0.1mL de acido fosférico y manteniendo los demas parametros fijos. En
los resultados no se observa una diferencia significativa en comparaciéon con los
resulados iniciales con respecto a la respuesta obtenida por el itraconazol, es

decir, solo se ve afectado el tiempo de retencién de 2.8 min a 3.0 min.

En la tabla 7c y figura 15 (Ver Anexo I) se modifico la preparacion del buffer

quitando + 0.1mL de acido fosférico y manteniendo los demas parametros fijos. En
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los resultados no se observa una diferencia significativa en comparacion con los
resulados iniciales con respecto a la respuesta obtenida por el itraconazol, es
decir, solo se ve afectado el tiempo de retencién de 2.8 min a 2.8 min.

En la tabla 7d y figura 16 (Ver Anexo I) se modifico la columna Symmetry
C18 de 4.6 x 250 mm por una Aclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex manteniendo
todos los demés parametros fijos. En los resultados no se observa una diferencia
significativa en comparacion con los resultados iniciales. Solo se ve modificado el

tiempo de retencion de 2.8 min a 4.7 min del Itraconazol.

En el desarrollo de la metodologia analitica de valoracibn como se
muestra en la figura 17, 17ay 22 (Ver Anexo Il), nuestro método es especifico, al
no existir ninguna interferencia de la matriz, por lo tanto, la respuesta obtenida a

esta longitud de onda se debe solamente al itraconazol.

El siguiente paso, fue detectar respuestas obtenidas por los productos de
degradacion del analito para lo cual se sometio a diferentes condiciones de estrés
(Acido clorhidrico 0.1 N, hidréxido de sodio 0.1 N y perdxido de hidrogeno al 30
% en solucién asi como la exposicién de las muestras temperatura de 40°C)
verificando que el pico es espectralmente homogéneo y el método analitico es

indicativo de estabilidad. Ver figuras de la 18 a 21a(Anexo I).

En la grafico 5 y fig. 23 se demuestra la linealidad del sistema que se
realizd por triplicado y con cinco niveles de concentracion (0.02 a 0.15 mg/mL),
obteniendo un coeficiente de determinacion 0.9998, reflejando el cumplimiento de
la especificacion de linealidad, asi como una pendiente mayor a cero y la

ordenada al origen que incluye al cero (-0.0831 a 0.4802).

]
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Para comprobar que la ecuacion se ajusta un modelo lineal también se
realiz6 una prueba de homoscedasticidad como se observa en la siguiente tabla
de ANAdeVA la Fcal regresion> F tab; es decir el sistema es estadisticamente
lineal, lo cual indica que existe una proporcionalidad entre el area bajo la curva y

concentracion.

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F CALCULADA |F TABLAS
VARIACION |LIBERTAD CUADRADOS | CUADRADOS

REGRESION 1 1496.583488 1496.583488 | 16570.6569332 6.4100000
ERRORDE 13 1.174099 0.090315

REGRESION

FALTA DE 3 69986.663323 | 23328.887774 -3.3333893 4.8300000
AJUSTE

ERROR

PURO 10 -69985.489224 | -6998.548922

Tabla 22. Andlisis de ANAdeVA de la linealidad del sistema para el método de valoracion

En la grafica 6 se representa la variabilidad obtenida de la repetibilidad del
sistema con un c.v = 0.1042 %, en la cual se observa que la dispersion obtenida
por cada una de las inyecciones no representa ser significativa, es decir es menor

del 2 %, por lo cual se determind que el sistema es repetible.

En el grafico 7 se observa la linealidad del método, esta se realizd por
triplicado y con cinco niveles de concentracién (0.02 a 0.15 mg/mL), se obtuvo
un coeficiente de determinacion de 0.9988, asi como una pendiente de 1.0014 y la
ordenada al origen es de 0.0007. Ademas el intervalo de confianza determinado
para la pendiente incluye al 1, y el IC de la ordenada al origen incluye al cero, por
lo que el modelo lineal es correcto para describir la relacion entre la concentracion

del analito y el area bajo la curva obtenida.

Asi mismo, para comprobar que la ecuacion se ajusta a un modelo lineal,
se realiz6 la prueba de homoscedasticidad y como se observa en la siguiente
tabla de ANAdeVA la Fcal regresion> F tab.
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Fue_ntg ,de Grados de Suma de Media de E calculada F de
variacion libertad Cuadrados Cuadrados tablas
REGRESION 1 0.0325 0.0325 11067.7808 | 6.41E+00
ERRORDE 13 0.0000 0.0000
REGRESION
FALTA DE 3 0.0000 0.0000 0.0001 | 4.83E+00
AJUSTE
ERROR PURO 10 -1.4704 -0.1470

Tabla 23. Andlisis de ANAdeVvA de la linealidad del método para valoracion.

En la tabla 8 se observa que el promedio obtenido de las 10 muestras
preparadas a una concentracion aproximada de 0.125 mg/mL es de 100. 3547% y
el intervalo de confianza (97.1816 -102.0993 %) incluye al 100%, su coeficiente
de variacion es de 0.7326%, por lo tanto es exacto y repetible ya que es un valor
menor a la especificacion del 2% y los valores obtenidos estan dentro del rango de
98 al 102%.

De las tablas 9 y 10 a partir de la cual se observa que la Fcal dia >Ftab y
Fcal analista>Ftab, lo cual determina que estadisticamente, no existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos por diferentes analista ni diferentes
dias, ademéas que el coeficiente de variacion obtenido para las 12 muestras
analizadas es menor al 2% (C.V = 1.7991), esto indica que el método es preciso.

En el grafico 8 y tabla 11 se determiné la estabilidad de las muestras en
las cuatro condiciones descritas; una vez obtenido el coeficiente de variacion entre
las muestras iniciales y finales para cada condicidn se obtuvo un valor menor a la
especificacion (C.V < 2%), lo cual indica que las muestras son estables en

solucion durante 2 dias con y sin proteccion de la luz.

En la tabla 12a y fig. 24 se observa que al modificar la proporcién de fase
movil de Acetonitrilo (-4%), Metanol (+3%) y Buffer (+1%) manteniendo todos los

demas parametros fijos. En los resultados no se observan diferencias significativas
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en comparacion con los resultados iniciales. Solo se ve modificado el tiempo de

retencion del Itraconazol que va de 5.4 min a 5.3 min.

Por otro lado en la tabla 12b y fig. 25, se modificé la proporcion de fase
movil de Acetonitrilo  (-2%) y Buffer (+7%) manteniendo todos los demas
parametros fijos. En los resultados no se observa una diferencia significativa en
comparacién con los resultados iniciales con respecto a la respuesta obtenida por
el itraconazol, pero el miconazol presenta deformacion del pico, por lo que este

cambio no permite la correcta simetria del miconazol.

En la tabla 12c y fig. 26 se modifico la columna Symmetry C18 de 4.6 x
250 mm por una Aclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex manteniendo todos los
demas parametros fijos. En los resultados no se observa una diferencia
significativa en comparacion con los resultados iniciales. Solo se ve modificado el

tiempo de retencién del Itraconazol.

El limite de cuantificacion se realiz6 a partir de diluciones que van del
100% al 0.1%; el limite de cuantificacion obtenido fue de 0.635 ppm y su validez
se ve reflejada a través de su coeficiente de variacion que es menor al 2%,
mientras que el limite de deteccion 0.125 ppm, se realiz6 de manera visual
comparando la respuesta mas baja con el diluente. Ver grafico 9 y figura 27
(Anexo II).

Aun cuando la metodologia analitica de valoracion demuestra ser indicativo
de estabilidad, las especificaciones actuales requieren un método que ademas
permita la deteccién y cuantificacién de los productos de degradacion presentes
en la formulacion de itraconazol, para ello el paso final del proyecto fue desarrollar
una metodologia para determinar la pureza cromatografica de itraconazol. Para
determinar las impurezas presentes se sometieron muestras en condiciones
extremas de degradacion (ver figura 30 a 33a Anexo lll), comparando con las

condiciones normales (ver figura 28 Anexo Ill) se obtuvieron 6 impurezas
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identificadas por el tiempo relativo de retencion (ver tabla 13), demostrando asi
que este método es indicativo de estabilidad, especifico y los picos obtenidos son
espectralmente homogéneos.

En la grafico 10 y figura 34 se demuestra la linealidad del sistema que se
realizd por triplicado y con cinco niveles de concentracion (0.01 a 0.07 mg/mL),
obteniendo un coeficiente de determinacion 0.9988, reflejando el cumplimiento de
la especificacion de linealidad, asi como una pendiente mayor a cero y la

ordenada al origen que incluye al cero (-0.2272 a 0.3328).

Para comprobar que la ecuacion se ajusta un modelo lineal como en los
dos casos anteriores realiz6 una prueba de homoscedasticidad como se observa
en la siguiente tabla de ANAdeVA la Fcal regresion> F tab; lo cual indica que

existe una proporcionalidad entre el area bajo la curva y concentracion.

FUENTEDE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE F CALCULADA F TABLAS
VARIACION | LIBERTAD CUADRADOS CUADRADOS

REGRESION 1 561.937342 561.937342 11160.8091599 6.4100000
ERRORDE 13 0.654539 0.050349

REGRESION

FALTADE 3 31196.947324 10398.982441 -3.3334033 4.8300000
AJUSTE

ERROR

PURO 10 -31196.292785 -3119.629278

Tabla 24. Andlisis de ANAdeVA de la linealidad del sistema para el método de pureza

cromatografica

En la grafica 10 se representa la la repetibilidad del sistema con un c.v =

0.1861 %, en la cual se observa que la dispersion obtenida por cada una de las
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inyecciones comprobando que el sistema es repetible cumpliendo con la

especificacion de menor al 2%.

En el grafico 11 se observa la linealidad del método, esta se realizo por
triplicado con los mismos niveles de concentracion de la linealidad del sistema, se
obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.9986, asi como una pendiente de
0.9872 + 0.022 y la ordenada al origen es de 0.0009 + 0.001. Por lo que se
determina que el modelo lineal es correcto para describir la relaciéon entre la

concentracion del analito y el area bajo la curva obtenida.

Asi mismo, para comprobar que la ecuacién se ajusta a un modelo lineal,
se realiz6 la prueba de homoscedasticidad y como se observa en la siguiente
tabla de ANAdeVA la Fcal regresion> F tab.

GRADOS F
FUENTE DE | DE SUMA DE MEDIA DE CALCULADA |F TABLAS
VARIACION |LIBERTAD |CUADRADOS |CUADRADOS
REGRESION 1 5.825675E-03 | 5.825675E-03 | 9402.387796 6.410000
ERRORDE 13 8.054738E-06 | 6.195952E-07
REGRESION
FALTA DE 3 3.355987E-01 | 1.118662E-01 -3.333413 4.830000
AJUSTE
ERROR
PURO 10 -3.355906E-01 | -3.355906E-02

Tabla 25. Analisis de ANAdevA de la linealidad del método para pureza cromatografica.

En la tabla 15 se observa que el promedio obtenido de las 10 muestras
preparadas a una concentracion aproximada de 0.05 mg/mL es de 100.8962%, su
coeficiente de variacién es de 8481%, por lo tanto es exacto y repetible ya que es
un valor menor a la especificacion del 2% y los valores obtenidos estan dentro del
rango de 98 al 102%.
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De las tablas 16 y 16a a partir de la cual se observa que la Fcal dia >Ftab
y Fcal analista>Ftab, lo cual determina que estadisticamente, no existe diferencia
significativa entre los resultados obtenidos por diferentes analista ni diferentes
dias, ademas que el coeficiente de variacion obtenido para las 12 muestras

analizadas es menor al 2% (C.V = 8518), esto indica que el método es preciso.

En el grafico 13 y tabla 17 se determind la estabilidad de las muestras en
las cuatro condiciones descritas; una vez obtenido el coeficiente de variacién entre
las muestras iniciales y finales para cada condicion se obtuvo un valor menor a la
especificacion (C.V < 2%), lo cual indica que las muestras son estables en

solucion durante 2 dias con y sin proteccion de la luz.

En la tabla 12a y fig. 24 se observa que al modificar la proporcion de fase
movil de Acetonitrilo (-4%), Metanol (+3%) y Buffer (+1%) manteniendo todos los
demas parametros fijos. En los resultados no se observan diferencias significativas
en comparacion con los resultados iniciales. Solo se ve modificado el tiempo de

retencion del Itraconazol que va de 5.4 min a 5.3 min.

Para determinar la robustez como se observan en la en tabla 18 y fig. 49,
se modificod la proporcién de fase movil de Acetonitrilo  (+5%), asi como en la
tabla 18 b y figura 50 cambio en la columna manteniendo todos los demas
parametros fijos, no se observa una diferencia significativa en comparacion con los
resultados iniciales con respecto a la respuesta obtenida por el itraconazol solo se

observa modificacion en el tiempo de retencion de analito.

Por ultimo se determiné el limite de cuantificacion se realiz6 a partir de
diluciones que van del 100% al 0.1%; el limite de cuantificacién obtenido fue de
0.25 ppm y su validez se ve reflejada a través de su coeficiente de variacion que
es menor al 2%, mientras que el limite de deteccion 0.05 ppm, se realizé de
manera visual comparando la respuesta mas baja con el diluente. Ver grafica 14 y

figura 51.
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X. CONCLUSIONES

A través de condiciones acidas se logro la extraccion de itraconazol,
desarrollo una metodologia analitica es especifica (indicativa de estabilidad para
la valoracion y pureza cromatografica), exacta, precisa, reproducible para las
determinaciones de disolucion, valoraciéon y pureza cromatografia, comprobado a
través de un estudio estadistico inferencial. Por lo tanto se concluye que cada uno
de los procedimientos analiticos cumplen con los parametros necesarios para que
esos puedan ser utilizados en el analisis rutinario de itraconazol pellets: en materia
prima, producto en proceso, terminado asi como en estabilidades, ya que hasta el

momento no existe una referencia oficial para estos productos.

]
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Figura 10. Especificidad de la prueba del método de disolucion.
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Figura 11. Linealidad del sistema del método de disolucién
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Figura 12. Robustez del método de disolucion modificando - 5% de Buffer
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Figura 13. Robustez del método de disolucion modificando + 5% de Buffer.
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Figura 14. Robustez del método de disolucién modificando - 0.1 en la

adicion de Acido Fosférico en la preparacion del Buffer.
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Figura 15. Robustez del método de disolucién modificando + 0.1 en la
adicion de Acido Fosférico en la preparacion del Buffer.

]
Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 81



Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

:RER
REE
4
oz
0.0
ooE-
005
.04

1 e

D oy

T
=00
Mirkiks
el 25; echon | Shanrel Wzsss
eclon |} Channe] 1

T T T
100 zo0 300 400 &00 7m0 00 @00 =)

Sample Hame : STD-

H
3
3
[=3

Sample Name  MUESTR
Sample Name | MUESTRA-S

Figura 16. Robustez del método de disolucién cambiando la columna
analitica una Symmetry C18 de 4.6 x 250 mm por una Aclaim C18 de 4.6 x 250

mm Dionex.
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ANEXO II.
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Figura 17. Especificidad del método de valoracion.
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Figura 17a. Especificidad del método de valoracion.
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Figura 18. Especificidad del método de valoracion. Degradacion a 40°C
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Figura 18a. Especificidad del método de valoracion. Degradacion a 40°C

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia 84




Desarrollo y Analisis estadistico de la Disolucién, Valoracién y Pureza Cromatogréfica de Itraconazol pellets por CLAR

-1 MUESTRA+ HCL 0.1 N
-2 DIL+ HCLO.1N
- PLACEBO+ HCL 0.1 N
45.3%6 ESTANDAR + HCL 0.1 N
7 mAU i WWVL:254 nm
] |
|
] Il
i
1 |
1 | ‘
] |
I
30.04 ‘
i | ‘
1 |
] I
20.04 “ ‘
] N
1 |
] | \‘
10.0 [
||
i 6 7\/,,,—‘\JM,,,,”¢/J \\ . o~ e ]
4 N il
L ———
71 -
min|
5.0 \ \ \ \ \ \ T \ \ \ \ \
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 100 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 275

Figura 19. Especificidad del método de valoracion. Degradacion con
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Figura 20. Especificidad del método de valoracién. Degradacién con NaOH
0.1 N.
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Figura 21. Especificidad del método de valoracion. Degradacion con H,0 al
30%
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Figura 21a. Especificidad del método de valoracion. Degradacién con H,0,
al 30%
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Figura 22. Adecuabilidad del sistema del método de valoracion.
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Figura 23. Liniealidad del sistema del método de valoracion.
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Figura 24. Robustez del método de valoracion modificando la proporcién de

fase movil de Acetonitrilo (-4%), Metanol (+3%) y Buffer (+1%).
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Figura 25. Robustez del método de valoracién modificando la proporcién de

fase movil de Acetonitrilo  (-2%) y Buffer (+7%).
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Figura 26. Robustez del método de valoracion cambiando una columna de

4.6 x 250 mm por una Aclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex
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Figura 27. Limites de cuantificacién y deteccién del método de valoracion.
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Figura 28. Especificidad del método de pureza cromatografica.
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Figura 29. Adecuabilidad del método de pureza cromatografica.
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Figura 30. Especificidad del método de pureza cromatografica.
.. °
Degradacion a temperatura de 40°C.
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Figura 30a. Especificidad del método de pureza cromatogréfica.

Degradacion a temperatura de 40°C.
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Figura 31. Especificidad del método de sustacias relacionadas.
Degradacién con HCI 0.1 N.
- PLACEBO+ HCL 0.1 N
-2 DIL+ HCLO.1 N
- ESTANDAR +HCL 0.1 N
35045 MUESTRA+ HCL 0.1 N
mAU WVL:225 nm
300 N “
] : H
250-] T “
zoo—: H
150{
100{ m
ﬂ \
| |
. f
- I .
04— "
0.0 2.0 40 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 220 24.0 26.0 280 30.0

Figura 31a. Especificidad del método de pureza cromatogréfica.

Degradacion con HCI 0.1 N.
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Figura 32. Especificidad del método de pureza cromatografica. Degradacion
con NaOH 0.1 N.
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Figura 32a. Especificidad del método de pureza cromatogréfica.

Degradacion con NaOH 0.1 N.
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Figura 33. Especificidad del método de pureza cromatogréafica. Degradacion

con H>0, al 30%.

- MUESTRA+ H202 30%
-2 DIL+ H202 30%
-1 FM+ H202 30%
-5 PLACEBO+ NaOH 0.1 N
s STD+ H202 30%
3,500 JmAU WVL:225 nm
3,000
2,500
2,000
1,500 2
0 <
] S 3
] N 8
1,000 P = 3
1 3 S
n o Q
500 2t 898 8 g 2 g
] g3 ~ o3 = S @ z
] w < T oo - 3 - N
1 N N = S
o 4 Do dalAn D 2 S
] min|
-500—— L : : o : : o o T T
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 16.0 18.0 20.0 22.0 24.0 26.0 28.0 30.0

Figura 33a.

Especificidad del método de pureza cromatogréfica.

Degradacion con H,0, al 30%.
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Figura 47. Liniealidad del sistema del método de pureza cromatografica.
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Figura 48. Robustez del método de pureza cromatograficamodificando la

proporcién de Acetonitrilo - 5%.
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Figura 49. Robustez del método de pureza cromatograficamodificando la
proporcion de Acetonitrilo + 5%.
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Figura 50. Robustez del método de pureza cromatografica cambiando la columna analitica una

Symmetry C18 de 4.6 x 250 mm por una Aclaim C18 de 4.6 x 250 mm Dionex.
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Figura 51. Limites de cuantificacion y deteccién del método de pureza cromatografica.

Barajas Medina Isaac/ Gutiérrez Ordaz Norma Leticia

97




	Portada
	Índice General
	Resumen
	I. Introducción
	II. Fundamentación Teórica
	III. Planteamiento del Problema
	IV. Objetivo General
	V. Hipótesis
	VI. Diagrama de Flujo
	VII. Material y Método
	VIII. Resultados
	IX. Análisis de Resultados
	X. Conclusiones
	XI. Referencias
	Anexos



