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RESUMEN

En este trabajo experimental se desarrollé y validé un método analitico con la
finalidad de lograr dos objetivos:
1. Determinar la cantidad de contenido quimico en tabletas de
Acetaminofén.

2. Cuantificar Acetaminofén en Perfiles de Disolucion.

Se determind que el método cumple con las caracteristicas de validacion
establecidas por norma de linealidad, precisién, exactitud, repetibilidad,

reproducibilidad y robustez.

Ademas, para el andlisis de los datos obtenidos durante la validacion, se
utilizé una herramienta estadistica de analisis multivariante de datos; en este caso
se trabajo utilizando el Programa de Minimos Cuadrados Parciales, tomando en
consideracion 13 longitudes de onda de lectura, seleccionadas a partir del espectro

de absorciéon del Acetaminofén.

En la primera parte, se presentan las generalidades del trabajo como los
conceptos béasicos y toda la informacion previa necesaria que se debe tomar en

consideracion para el desarrollo de esté trabajo.

La segunda parte contiene la informacion referente al desarrollo experimental
como son: material, equipos, reactivos, soluciones y condiciones de analisis

necesarias en la elaboracién de este trabajo.

La tercera parte contiene los resultados y el analisis de los resultados,
obtenidos en la validacion del método, los cuales se presentan para cada criterio de
validacion evaluado. Estos resultados muestran los datos recabados a lo largo de la

experimentacion, los cuales son presentados por medio de gréaficos, figuras y tablas.

Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C



LEDEFAR

INTRODUCCION

La validacion es uno de los objetivos de las Buenas Practicas de Manufactura
y que trata de conseguir un total dominio de la calidad. No aumenta la calidad pero si
garantiza la fiabilidad y uniformidad de la misma. La validacion esta principalmente
enfocada a ganar la confianza del cliente, dando resultados correctos y que se

pueda demostrar que realmente son correctos.

La validacién es la evidencia documentada que demuestra que a través de un
proceso especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente con las

especificaciones y atributos de calidad establecidos.

La validacién de métodos analiticos nos permite saber el contenido quimico
de farmaco presente en una determinada forma farmacéutica, para asegurar la
homogeneidad de dosificacion, evitando asi que se tengan problemas terapéuticos,
como en el caso de una deficiencia en la dosis terapéutica o una posible dosis téxica

teniendo asi un control terapéutico de las formas farmacéuticas.

Para la validacion de métodos analiticos, se debe revisar que cumplan con
ciertas caracteristicas: exactitud, precision, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad, robustez e intervalo. Se realizo una serie de metodologias
gue cumplieran con los lineamientos establecidos en las normas; los datos obtenidos
para cada prueba realizada se analizaron utilizando como herramienta de analisis de

datos un método multivariante.

El analisis multivariante es una rama de la estadistica y del analisis de datos
gue examina, interpreta y elabora los datos estadisticos sobre la base de un

conjunto de variables que pueden ser cuantitativas o una mezcla de ambas.

Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C
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Aungue el andlisis multivariante es mas comunmente utilizado en muestras
donde existe la presencia de varios analitos de interés. Se utilizé en el desarrollo y

validacion de esté método analitico ya que presenta diversas ventajas como son:

e Mejorar la precision y la exactitud del método analitico en comparacion con la

calibracién univariante.

e Se puede cuantificar solo uno o varios componentes de una mezcla aun
cuando no se conozcan todos los componentes presentes en dicha mezcla. Entre

otras cosas.

Dentro de los métodos de andlisis multivariante tenemos al Método de
Minimos Cuadrados Parciales, que es una poderosa herramienta estadistica
multivariante, es cominmente denominado como la mejor técnica de regresion para
datos multivariantes y puede ser utilizado en diversas areas de la Quimica como la
Quimica analitica, control de procesos industriales y en la elaboracion de

formulaciones para productos farmacéuticos, entre otras.

~ VI~
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Desarrollar y validar un método analitico para determinar la cantidad de
contenido quimico y cuantificar en perfiles de disolucion Acetaminofén, en tabletas
de 500 mg como Uunico principio activo, utilizando espectrofotometria UV-vis y la
herramienta estadistica de Minimos Cuadrados Parciales para el tratamiento de los
datos.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Realizar una investigacion de antecedentes tedricos y normativos sobre la
validacion de métodos analiticos que se han reportado para estudiar perfiles de
disolucién y determinar contenido quimico en tabletas de Acetaminofén.

e Proponer condiciones de operacién que sean factibles de aplicar para el
estudio de perfiles de disolucion y contenido quimico de Acetaminofén en tabletas de
500 mg por espectrofotometria UV.

e Desarrollar el un método analitico para determinar contenido quimico en
tabletas de Acetaminofén de 500 mg/tab.

e Validar el método analitico desarrollado para la determinacion de contenido
quimico en tabletas de Acetaminofén, en base a las guias de validacion CNQFB,
ICHy FDA.

e Desarrollar un método analitico para perfiles de disolucion de tabletas de
Acetaminofén de 500 mg/tab

e Validar el método analitico desarrollado para perfiles de disolucion para
tabletas de Acetaminofén en base a los criterios especificados en la NOM-177-
SSA1-2008 en el numeral 8.3.

~VII ~
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1.1 ACETAMINOFEN

1.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El Acetaminofén, mejor conocido como Paracetamol, es principalmente usado
por sus propiedades analgésicas. Es una amida aromatica acilada (Ver figura 1), que
se introdujo en primer lugar en la medicina como antipirético/analgésico por Von
Mering en 1893 y ha estado en uso como analgésico para medicamentos de uso
domestico por mas de 30 afios y es aceptado como un tratamiento muy efectivo para
el alivio del dolor y la fiebre en adultos y los nifios. Es el medicamento mas utilizado
después del acido acetilsalicilico en muchos paises como una alternativa a la

aspirina y fenacetina 2.

Usualmente, es un ingrediente importante en numerosos medicamentos para
la gripe y muchos analgésicos recetados, es utilizado en formulaciones que lo
contienen de 250 a 500 mg como principio activo. Se consigue en varias
presentaciones que se encuentran en venta libre y bajo prescripcion. Ademas, forma

parte de muchos productos en combinacién con farmacos opioides.

El Acetaminofén, a diferencia de otros analgésicos comunes tales como la
aspirina y el ibuprofeno, no tiene propiedades anti-inflamatorias, por lo que no es
miembro de la clase de farmacos conocidos como los medicamentos anti-

inflamatorios no esteroideos (AINE).

Sin embargo, el paracetamol (PCT) o Acetaminofén es un claro ejemplo de un
farmaco que posee pobres propiedades de flujo asi como también una pobre

capacidad de compresion ™.

1.1.2 PROPIEDADES QUIMICAS P!

Nombre Quimico: N-(4-Hidroxifenil) acetamida; 4-hidroxiacetanilida. Sinénimos: p-
hidroxiacetanilida; p-acetamidofenol; p-acetaminofenol; N-acetil-p-amionofenol;

acetaminofeno; paracetamol; Acetaminofén.

Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C
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Figura 1. Estructura Quimica del Acetaminofén ¥

En la tabla 1 se muestran las principales caracteristicas quimicas del

Acetaminofén.

Férmula condensada CgHgNO,

Peso molecular (g/mol) 151.16
N-(4-hidroxifenil) acetamida.
Véase figura 1.
Cristales blancos o
polvo cristalino
Rango de fusién (°C) 169-170.5

Valor de pKa (25°C) 9.5

Estructura quimica

Descripcidn fisica

Tabla 1. Propiedades Quimicas del Acetaminofén

1.1.3 NATURALEZA QUIMICA Y CONSTANTE DE DISOCIACION

El Acetaminofén presenta una naturaleza quimica &cida, con un valor de pka
de 9.5 (25°C); también se reporta un pka 9.38. No se ioniza a valores de pH

inferiores a 9, por lo que su solubilidad no varia con el pH.

1.1.4 ESPECTRO ULTRAVIOLETA

En solucion acuosa acida el Acetaminofén presenta un pico a 245 nm

(A=668); en solucién acuosa alcalina presenta un pico a 257 nm (A=715) &,

1.1.5 SOLUBILIDAD Y POLIMORFISMO

Es soluble en agua, metanol, dimetilformamida, etanol, acetona y etil acetato.
Muy poco soluble en cloroformo. Practicamente insoluble en éter y benceno.
Se conocen 2 formas meta-estables:
o La forma ortorrdmbica es la mas adecuada para compresion directa, sin embargo
solo se ha cristalizado en pequefias cantidades!.
o La forma monociclica es la mas comercial y la que termodinamicamente es mas

estable®!,

Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C
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1.1.6 FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA !

El Acetaminofén inhibe la sintesis de prostaglandina en el Sistema Nervioso
Central (SNC), esto explica sus propiedades antipiréticas y analgésicas. Tiene
menor efecto sobre la ciclooxigenasa en los tejidos periféricos, o que da cuenta de

su actividad antiinflamatoria débil.

v Absorcion: el Acetaminofén se absorbe con rapidez y casi por completo
en el tubo gastrointestinal. Su concentracion plasmatica llega a su maximo dentro de
un lapso de 30 a 60 minutos, teniendo una vida media plasmatica de alrededor de

dos horas después de la dosis terapéutica.

v Distribucion: la distribucion del Acetaminofén es bastante uniforme en
la mayoria de los liquidos orgéanicos, la union del Acetaminofén con las proteinas

plasmaticas es variable presentandose de un 20 a 50%.

v Eliminacion: bajo circunstancias normales el Acetaminofén se conjuga
en el higado para formar metabolitos glucoronados (cerca del 60%), metabolitos
sulfatados (alrededor del 35%) o cantidades de metabolitos hidroxilados vy

desacetilados. El Acetaminofén es excretado en la orina.

1.1.7 EFECTOS ADVERSOS P!

Es muy seguro en dosis estandar, pero, debido a su amplia disponibilidad, no
es rara una sobredosis intencional o accidental. En condiciones normales de dosis,
el Acetaminofén no irrita el revestimiento del estbmago o afecta la coagulacion de la

sangre, los riflones, o el conducto del feto arterioso.

Al igual que los AINE y al contrario que los analgésicos opiaceos, No se ha
encontrado que el paracetamol cause euforia o altere el estado de animo de alguna
manera. El Acetaminofén y los AINE tienen la ventaja de soportar sin riesgo la
adiccion, dependencia, tolerancia y abstinencia.
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1.2 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA ®

En 1995 se publican los fundamentos para la clasificacion Biofarmaceéutica de
farmacos, hecha por el doctor Gordon Amidon y cols. sentando las bases de lo que
hoy se conoce como el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), difundido
actualmente en todo el mundo, y que aparece en el anexo 7 del informe 40 de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

El SCB se basa en un sdlido fundamento cientifico para clasificar un farmaco
considerando los parametros de solubilidad (en este caso relativa a la dosis), la
permeabilidad intestinal y en combinacion con la disolucion del medicamento,
considera los tres factores mas importantes que modulan la velocidad y cantidad
absorbida de un principio activo, a partir de formas farmacéuticas soélidas de
administracion oral. Esto es ya que la biodisponibilidad sistémica de un farmaco
depende de la fraccién absorbida y del metabolismo intestinal o hepatico que pueda
darse. Esta fraccion absorbida corresponde a la cantidad de farmaco que pasa del

lumen intestinal al torrente sanguineo.

El SCB plantea la posibilidad de establecer correlaciones in vitro - in vivo que
permitan sustituir los ensayos realizados en humanos por ensayos de disolucion in

vitro, de acuerdo con la clasificacién obtenida para el farmaco.

De acuerdo con el SCB, los farmacos se pueden clasificar en 4 categorias,
basados en su solubilidad y permeabilidad, como se presenta a continuacién en la
tabla 2:

Clase Solubilidad Permeabilidad |

I Alta Alta
Il Baja Alta
Il Alta Baja
\% Baja Baja

Tabla 2. Clasificacion de los farmacos de acuerdo con el SCB

Segun sea la solubilidad o la permeabilidad el factor limitante del farmaco, se

define cual de ellas determina el proceso de absorcién, lo cual permite relacionar la

5
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clasificacion del farmaco con la posibilidad de establecer correlaciones in vitro — in

vivo (CIVIV).

Al momento de realizar la clasificacion se deben conocer los limites a los que
hace referencia en cada uno de los casos, tanto para la solubilidad como para la

permeabilidad:

e Solubilidad:
Se considera de alta solubilidad, cuando el farmaco en su mayor dosis
(recomendada por la OMS o disponible en el mercado como forma soélida oral) es
soluble en 250 ml o menos de medio acuoso en un rango de pH de 1.2 — 7.5, segun
la FDA, y de 1.2 — 6.8, segun la OMS.

e Permeabilidad:
Se clasifica como altamente permeable, si la cantidad absorbida en humanos es
mayor al 85%, segun la OMS, y 90%, segun la FDA.

De acuerdo con estas propiedades, se evalla la posibilidad de emplear los
estudios de disolucion in vitro como predictores del comportamiento in vivo del
medicamento, siempre y cuando se pueda establecer la CIVIV. Hay que tener en
cuenta que solamente cuando el proceso de absorcion esta limitado por la velocidad
de disolucién se puede obtener CIVIV. El objetivo final del SCB es tener la
posibilidad de utilizar estas correlaciones para predecir el comportamiento de

medicamentos de liberacidén inmediata de administraciéon oral.

El Acetaminofén es un farmaco clasificado dentro del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutico como Clase Il, de baja solubilidad y alta permeabilidad. Con esto se
determina que el Unico factor del cual depende la absorcion del Acetaminofén en el

organismo se ve afectado directamente por la solubilidad.
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1.3 ANALISIS MULTIVARIADO I

El andlisis multivariante es una rama de la estadistica y del andlisis de datos
que examina, interpreta y elabora los datos estadisticos sobre la base de un

conjunto de variables.

El andlisis multivariante implica una estructura mas compleja, con una
disposicion matricial de los datos, cumple también con los objetivos descriptivo e
inductivo, pero trabajando simultAneamente con varias variables, de modo que la
informacion que se maneja es de caracter multidimensional. Seguramente la
propiedad mas determinante del analisis multivariado es que las variables son de
naturaleza similar y ninguna de ellas tiene importancia superior a las restantes, es
mucho mas potente, utilizando extensamente los métodos del algebra lineal, calculo

numerico, geometria lineal y otras geometrias.

Muchas veces los espectros de los componentes se superponen a una misma
longitud de onda, por lo cual no se puede utilizar un método directo. Asi que cuando
se presentan estos casos, frecuentemente los analitos son separados vy
cuantificados de manera individual. Para evitar esto, se utilizan los métodos
multivariados. Su importancia y utilidad aumentan al incrementarse el nimero de
variables complejas que constan de una gran variedad, medidas en namero de
unidades experimentales que se estdn evaluando. Debido a estas razones son
extraordinariamente (tiles para ayudar a los investigadores a hacer que tengan
sentido grandes conjuntos de datos.

Cuando en una disolucion hay mas de una especie absorbente, el
espectrofotometro suma las absorbancias de todas las diferentes especies. Sin
embargo, si las distintas especies tienen absortividades a diferentes longitudes de
onda y al conocer el espectro de los componentes puros, podemos descomponer

matematicamente el espectro de la mezcla en los espectros de sus componentes.

A menudo, el objetivo primario de los métodos es resumir grandes cantidades
de datos por medio de relativamente pocos parametros. Muchos de estos métodos

tienden a ser de naturaleza exploratoria en lugar de confirmatoria. Es decir, tienden
— -
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a mostrar hipotesis en lugar de probarlas. Los métodos estadisticos tradicionales

suelen exigir que un investigador establezca algunas hipétesis, retina algunos datos

y use estos datos para comprobar o rechazar estas hipoétesis.

Una situacion alternativa que se presenta frecuentemente, es un caso en el
cual el investigador dispone de una gran cantidad de datos y se pregunta si pudiera
haber informacion valiosa en ellas. Los métodos multivariados suelen ser Utiles para
examinar los datos en un intento por saber, si hay informacion que valga la pena y

sea valiosa.

1.3.1 METODOS DE CALIBRACION MULTIVARIANTE

La regresion es una valiosa técnica cuando se analiza la relacion existente
entre una variable dependiente (respuesta, variable Y) y varias variables
independientes (predictivas, variable X). El analisis multivariante ayuda a determinar

la dependencia de estas variables “Y” con respecto a una o varias variables “X” &9,

La calibracion multivariante es una herramienta de reconocida selectividad y
confiabilidad en el andlisis cuantitativo, que se aplica en la determinacién de macro y
micro componentes con diversas caracteristicas y bajo distintos métodos de andlisis
como son: resonancia magnética nuclear, cromatografia, espectroscopia de masas,
espectrometria acustica, espectroscopia UV-visible, espectroscopia de absorcion en

infrarrojo, electroforesis, etc.

1.3.2 VENTAJAS DE LA CALIBRACION MULTIVARIANTE "9

Entre las principales ventajas que ofrece esta herramienta matematica
tenemos:
e Mejora la precision y la exactitud para cualquiera de los métodos analiticos
mencionados en comparacion con la calibracion univariante.
e Se puede realizar un Analisis de Multicomponentes, es decir es posible
cuantificar, de forma confiable y de manera simultanea, varios componentes
presentes en una muestra analitica en donde se conocen los espectros puros de los

componentes de interés.
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e Se puede cuantificar solo uno o varios componentes de una mezcla aun
cuando no se conozcan todos los componentes presentes en dicha mezcla. Esto se
puede aplicar a muestras naturales como: sangre, agua contaminada, extractos de
plantas, etc.; en estas muestras pueden existir muchos componentes desconocidos,
pero la calibracidon multivariante puede determinar solo uno o varios componentes

gue sean de interés elaborando una correcta matriz de calibracion.

e La calibracion multivariante permite analizar sistemas con interferencias
qguimicas, aunque no sean definidas, sin necesidad de manipular la muestra de
manera excesiva, esto en los casos en los que hay presentes interferencias en las
mezclas con él o los componentes de interés y no existe otro punto en el que

puedan ser determinados selectivamente.

e La calibracion multivariante facilita la deteccion de muestras desechables
(muestras mal preparadas) presentes en la matriz de calibracion. Debe considerarse
gue en el momento de efectuar la calibracion existen anomalias en la preparacion de
muestras 0 variaciones instrumentales (sin importar que tan cuidadoso sea el
analista), que la calibracién multivariante identifica como datos anormales, siendo
posible eliminarlos y evitar en un futuro errores mayores en el modelo de calibracién
estimado. Asi la calibracion multivariante establece un modelo matematico
multivariante del sistema en estudio, donde los parametros de calibracién se derivan

de calculos estadisticos.

Con la calibracion multivariante entonces se puede impulsar el desarrollo de
nuevos meétodos analiticos, ademas de mejorar la capacidad predictiva y la

confiabilidad de los métodos ya existentes.

1.3.3 FUNDAMENTO DE LOS METODOS DE ANALISIS DE
MULTICOMPONENTES [

En el andlisis cuantitativo se busca una relacion lineal entre la medicion y la

concentracion de un componente en particular. En espectroscopia, la Ley de Beer
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define la relacion entre la absorbancia y la concentracion a una longitud de onda (A1

de la siguiente manera:
A1 =Ky C1

Donde A; es la absorbancia a una A1, ¢; la concentracion del componente y ki
la absortividad del componente. Esto implica que es posible conocer la
concentracion de cualquier muestra tras medir simplemente la absorbancia en una
muestra de concentracion conocida y deducir la absortividad, utilizando esta misma
en cualquier calculo posterior. Como se muestra, la ecuacién puede resolverse
estudiando una sola muestra; sin embargo, ante las limitaciones por ruido, error
instrumental, error en la manipulacion de las soluciones, etc., se recomienda analizar
varias muestras de distinta concentracion, realizar un grafico que mejor comprenda
los puntos mediante lo que se conoce matematicamente como ajuste por minimos

cuadrados, en donde el error total entre las absorbancias sea el minimo.

Si la mezcla contiene dos componentes, es posible establecer dos
ecuaciones:
Ai=kici+eq

A,=kocr + €5

Donde A; y A, son las absorbancias a dos longitudes de onda diferentes, k; y
ko las absortividades de los componentes a las respectivas longitudes de onda, e; y
e, los errores residuales obtenidos a partir de la linea ajustada por minimos

cuadrados y las absortividades reales.

Nuevamente es factible dar solucion a cada ecuacion de manera
independiente mientras la absorbancia de un componente no interfiera con la
absorbancia del otro (bandas bien resueltas). Partiendo de que la Ley de Beer es
aditiva, también es permisible resolver las ecuaciones simultAneamente y asi
manejar el caso donde existe interferencia entre las dos absorbancias dentro de un

espectro banda solapada:

Ar=KkipCit+tkncCot+e

Ay =KippCit+kxnCot+er

10
Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C



LEDEFAR

Sin embargo, solucionar ecuaciones simultaneas manualmente se convierte
en algo tedioso cuando se trata de mas de dos componentes. Ademas,
conceptualmente es factible medir la absorbancia a mas de una longitud de onda
para cada componente y resolver las ecuaciones respectivas, lo que suele ser
conveniente en caso de datos reales con ruido, ya que estos promedian y obtienen

resultados mas exactos.

Un camino particularmente eficiente para resolver ecuaciones simultaneas es
utilizar métodos matriciales, pues si bien implica numerosos calculos, estos pueden
efectuarse por computadora. En términos matriciales las ecuaciones anteriores se
expresan asi:

A = Kmj Cnm) + Eq,

Siendo n el numero de disoluciones patrén 0 nimero de muestras, j el nUmero
de valores de longitudes de onda y m el nUmero de componentes. Por ejemplo para

dos muestras, dos componentes y dos longitudes de onda, las ecuaciones son:

. Para el espectro 1:
A11 = K11 C11 + Kop C12 + €11

A2 = Kiz2 €11 + ko2 €12 + €12

. Para el espectro 2:
A1 = Ki1 €11 + kg Ci2 + €11

A1z = Ki2 C11 + koo C12 + €12

o O en notacién matricial:
A=KC+E

Utilizando algebra matricial es facil encontrar la solucion de estas expresiones
por computadora y planear la matriz de calibracion (o matriz de coeficientes de
Absortividad) que proporcionan la linea (o lineas) que se ajustan mejor a los datos

por minimos cuadrados.
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Para resolver de manera practica y confiable ecuaciones simultaneas
utilizando algebra matricial, se encuentran reportados en la literatura algunos

meétodos tales como los que se muestran en la tabla 3:

Regresion Es una técnica que intenta modelar probabilisticamente el

Lineal valor esperado de una variable Y, a partir de los valores de

Multiple RLM dos o més predictores. Determina la posibilidad de predecir

a través de una expresion muy simple el valor de la

(Multiple Linear respuesta de interés, a partir de los valores observados de
Regression) una serie de factores.

Minimos Este método aplicado a espectrofotometria, proporciona
Cuadrados una buena sensibilidad al promediar varios resultados; pero

Clasicos MCC | requiere conocer la concentracibon de todos los

(Classical componentes de la mezcla, algo que cominmente no

Least Squares) ocurre en la realidad ya que la mayoria de las veces
desconocemos en casi un 100%.

Minimos La ventaja que presenta este método de calibracion es que
Cuadrados no es necesario conocer la contribucion total de todas las

Inversos MCI especies absorbentes de la muestra si no solo la de los

(Inverse Least analitos en los que estamos interesados.
Squares) El éxito de MCI esta basado en el uso del modelo inverso
de calibracion.
Analisis del El ACP se ha utilizado de manera creciente en las ultimas
Componente décadas, practicamente en todas las areas. El andlisis de
Principal componentes principales realiza  dos acciones
ACP fundamentales: cuantifica las variables originales y reduce

(Principal la dimensionalidad de los datos. Cada variable debe estar
Component muy bien representada (con una correlacion elevada) en

Analysis) una dimensibn 'y pobremente representada (con

correlaciones bajas) en las demas.
Regresion del RCP es un método de calibracibn multivariante muy
Componente utilizado en el area de la quimica analitica. Es un método

Principal RCP indirecto de analisis de espectro completo.

(Principal La concentracion del analito puede ser conocida y los
Component niveles de cualquier interferencia no necesitan ser
Regression) conocidos.

MCP se basa en la relacion lineal que pueda existir entre

Minimos las absorbancias obtenidas a diferentes longitudes de onda
Cuadrados MCP y la concentracion del componente de interés, de acuerdo

Parciales al modelo lineal utilizado en la calibracion inversa. Al igual

qgue RCP es un método indirecto y de analisis de espectro
(Partial Least completo que no necesita conocer todos los componentes
Squares) de la muestra.

Tabla 3. Caracteristicas de los Métodos de Andlisis de Multicomponentes.
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1.4 MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (MPC)

Minimos cuadrados parciales es una poderosa herramienta estadistica
multivariante, es comiunmente denominado como la mejor técnica de regresion para
datos multivariantes y puede ser utilizado en diversas areas de la Quimica como la
Quimica analitica, control de procesos industriales y en la elaboracion de

formulaciones para productos farmacéuticos, entre otras 314,

Minimos Cuadrados Parciales es una herramienta la cual comprende una
serie de técnicas matematicas que dan una reconocida selectividad y confiabilidad
en el analisis cuantitativo de multicomponentes. Aprovecha la correlacion que existe
entre los datos espectrales y las concentraciones constitutivas. Puesto que los datos

espectrales se pueden descomponer en sus variaciones mas comunes.

En una mezcla de dos componentes, hay dos variables independientes
(idealmente) en el sistema, es decir, el espectro de la mezcla puede recrearse
aunando los espectros puros de Ay B. en la realidad generalmente hay variaciones
instrumentales o de la muestra; pueden existir ademas interacciones entre los
componentes que pueden dar origen a compuestos intermedios o cambiar la forma
de los espectros de los componentes puros , esto aunando al hecho de que puede
haber un numero finito de espectros independientes factibles de sumarse o restarse
para reconstituir los datos. Si estos espectros se calculasen de alguna manera,
podrian sumarse las cantidades apropiadas de cada uno, integrase o ajustarse para
obtener el espectro desconocido y finalmente relacionarlas con la concentracion de

los componentes 12131,

Aungue el MCP fue aplicado originalmente en el campo de la econometria por
H. Wold, posteriormente se uso para aplicaciones quimicas y fue establecido por S.
Wold y H. Martens, como un algoritmo para encontrar una solucion para el
coeficiente de regresion Bs en el modelo lineal Y = X Bf + E, en donde se conocen

los datos de las matrices Xy Y.
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En el método de MCP, se desea conocer la relacion lineal que pueda exist

Ir

entre las absorbancias obtenidas a diferentes longitudes de onda y la concentracion
del componente de interés, de acuerdo al modelo lineal utilizado en la calibracion
inversa ¥

C= Ak + E

En donde, los espectros de la calibracién pueden a su vez ser representados
por el modelo:
A=TB + Exp

Y la concentracion del componente de interés puede ser representada por el
modelo:
C=Tv+ec

1.4.1 ALGORITMO PARA MPC

El algoritmo para MCP utilizado en el presente trabajo es una modificacion del
algoritmo NIPALS (Nonlinear lterative Partial Least Squares) utilizado para ACP,
pero en donde ahora el principal objetivo es utilizar la informacion que pueda
proporcionar la concentracién del componente de interés para la descomposicién de
los datos de la matriz A.

Asi, en el algoritmo de MCP establecido por Haaland, se realiza el andlisis de
la calibracion y la prediccion para un solo componente a la vez. Esto significa que
solo la concentracion de un solo componente de interés es usada en los datos de la
calibracion, mientras que las concentraciones de los demas componentes no son
incluidas en el analisis. Sin embargo, si se desea conocer la concentracion de algun
otro componente presente en la mezcla, lo Unico que se debe hacer es realizar el

analisis en donde ahora se incluya este componente en los datos de calibracion.

El algoritmo consta de dos etapas:
v Etapa de Calibracion
v Etapa de Prediccién

14
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1.4.1.1 -Etapa de la Calibracion

En esta etapa, la relacion entre las absorbancias obtenidas a diferentes
longitudes de onda y la concentracion del componente de interés se estima a partir
de un conjunto de soluciones de referencia que presentan las posibles
combinaciones de los componentes de la mezcla. Asi, se obtiene dos expresiones
matriciales compuestas por valores de absorbancias a diferentes longitudes de onda

Matriz A, y concentraciones de soluciones, Vector C.

Posteriormente, la elaboraciéon del modelo establecido para MCP se logra

resolviendo los datos de la matriz conforme se muestra en la figura 2:

Paso 1. Pretratamiento de datos. Centrar Ay C

Paso 2. Formacion del vecior cargador de peso, w,,
Modeio A=cwh +E,
SolUCiSn w, =ACjC'C
Momalizar wh
Paso 3. Formacion del vecion cargador, 1, (vanable iatente especiial)

Modelo A= [1,) Wh'+ E,

SONICIGN L, = [A) W] W, [,) = [A) W,
PasC 4. Relacionando el vector cargador, 1, , 4 s concenraciones

Modelo c =)L)+ e,

SolUCiSn ¥, = [L)'Cf L'(L)
Paso 5. Formacion de b, vecior cargador MCP para A,

Modelo A=) b +E,

SOICIGN by, =AY 1)
Paso &. Cdiculo de los residuales en Ay C.

Residudies especirakes E. = A-[t)o,

Residuales de concentracion €-=C- 1V,

Paso 7. Incrementar h, sustituir E, para A vy €. para ¢ en el paso 2 y continuar

nasta el nimero dessado de vecioes Cangodores.

Figura 2. Pasos del algoritmo de MCP de la Etapa de Calibracién !”.
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PASO 1. La media del espectro de la calibracion es sustraida a cada valor de
la matriz (A) y la media de calibracion de las concentraciones es restada de cada

concentracion.

PASO 2. Este paso del algoritmo de MCP es en realidad una calibracion de
Minimos Cuadrados Clasicos (MCC) en el cual los andlisis se ejecutan sabiendo que
se conoce la concentracion de uno de los componentes de las muestras de
calibracion. Una vez obtenido el valor de w;, estos deben ser normalizados. Este
paso se realiza para que la informacién de la concentracion sea posteriormente

introducida directamente en el célculo de los vectores de carga.

PASO 3. Este paso del algoritmo de MCP es similar al paso de prediccion del
modelo de MCC, en el cual se supone que solo esta presente el componente de
interés en las muestras de calibracién; el primer vector cargador de peso estimado,
w1, se usa como un componente en el paso de prediccion del modelo de MCC para
estimar la cantidad o concentracién del componente espectral wy, en cada espectro
de calibracion.

El vector t; representa la intensidad o cantidad del primer vector de carga
(loading) en las muestras de calibracion para el sistema coordinado de MCP. En
MCP, cada vector th esta relacionado tanto por “A” como por “c”. También, wy y t;
son los datos normalizados del espectro puro y la concentracion centrada del

componente de interés en el nuevo sistema de coordenadas, respectivamente.

PASO 4. El vector indicador, t,, representa las intensidades en el nuevo
sistema de coordenadas que estan relacionados a la concentracion usando una
regresion de minimos cuadrados lineal, asi como las intensidades son relacionadas
a la concentracién en el analisis por MCIl o como los “scores” son relacionados a la

concentracién en RCP.

PASO 5. Como se desea que los vectores t, deban ser ortogonales para
remover los problemas de colinealidad que son presentados en el método de MCI;
los vectores ortogonales t, pueden ser obtenidos para formar un nuevo modelo para
“A” basado en la Variable latente t,. EI nuevo modelo se obtiene en la ecuacion del

modelo, en donde by, es el vector de carga n x 1 para MCP.
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PASO 6. El producto del vector indicador, t, y el vector de carga, b, es una
aproximacion de MCP para el espectro de calibracién. El producto de vy por t, es
una estimacion de la concentracion del componente de interés por el método de

MCP basado en el espectro.

PASO 7. Se incrementa h y se continla para obtener tanto factores como sea

necesario para optimizar el modelo.

1.4.1.2 Etapade prediccion

En esta etapa, se puede estimar la concentracion del componente de interés
a partir del espectro obtenido para una muestra problema, aplicando cualquiera de

los dos métodos de prediccion establecido para MCP que se muestran en la figura 3:

Merogo 7
Paso 1. Centrar a usando ks alos de la calibracicn. Escakar a =i los espechos
de CaliDracicn Tusron escakados.
Paso 2. th =(d) ¥,
Paso 3. ch=c-1 + 1V,
Paso 4. eh=e.-1- thb,
Poso 5. Incrementar h, susfituyendo &, por a y repitiendo el paso 2 masta hi=r

MNOTA: w,., v, D,, 5on de la calibracidn MCP1, ©,, 23 la concentracidn media
del andalito en as muestras de calibracion y e, = a.

Mérogo 2

Paso 1. Despuss de la calibracion PLST, cakcular ios coeficientes de regresicn
Tima

K = Wi W]V
Paso 2. Cenfrar a usando los datos de la calibracidn (escalar a si el especino
de calibracidn fue  escalado).

Paso 3. c=aK+C,

NOTA: W y B fiene 1 files compuestas de veciones w, y by, ¥ v esia formado de
téminos individuales v, del modeio optimo MCP1 (h = 1); C, €5 el mismo dado
en e meEtodo 1.

Figura 3. Pasos del algoritmo de MCP de la Etapa de Prediccion .
- v
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METODO 1. Involucra el célculo de las intensidades espectrales (t,) del
espectro de la muestra problema en el nuevo sistema de coordenadas obtenido
durante la etapa de calibracion por MCP. Después, estas intensidades son
relacionadas a la concentracion del componente de interés utilizando una ecuacion

parecida a la utilizada en el método de MCI.

Asi, el principio basico del Método 1 es la generacion de “residuales
espectrales”, que no es mas que minimizar la suma de cuadrados de las diferencias
entre los valores espectrales estimados por el modelo y los valores espectrales

medidos experimentalmente.

METODO 2. Para poder predecir la concentracién del componente de interés
a partir del espectro obtenido para una muestra problema, involucra el célculo y uso
del vector del coeficiente de regresion final, “K”, el cual tiene las mismas
dimensiones que un espectro normal y puede ser calculado de diversas formas.

En el algoritmo de prediccion por el método 2, los valores de “a” son
centrados, mientras que W y B son las matrices obtenidas en la etapa de calibracion
gue contienen todos los vectores wy y by obtenidos hasta el nimero de factores
optimo para el modelo; “v” es el vector obtenido utilizando todos los vy, Gptimos
calculados por el modelo y ap es el vector de la media del espectro obtenida en la
etapa de calibracion.
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1.5 VALIDACION

El concepto de validacion no es nuevo, actualmente en la industria
farmacéutica no se puede esperar un estatuto para un proceso de manufactura
nuevo sin asegurarse que esté optimizado para producir de acuerdo a los

requerimientos de calidad establecidos *°.

Antes que nada es necesario entender el término de validacion asi como su
aplicacion, ya que para la industria farmacéutica es fundamental para la elaboracion

de productos que cumplan con todos los requisitos de calidad a bajo costo.

En 1980, Theodore Byers definio la validacion como: “el logro y la
documentacion de la evidencia suficiente para asegurar razonablemente, en funcion
de un método cientifico, que el proceso en consideracion hace y/o hara lo que se

supone gue debe de hacer”

Por otra parte en Estados Unidos la FDA (Food and Drug Administration) es el
organismo encargado de dictaminar los lineamientos y las regulaciones para el area
Farmacéutica y define la Validacion como “el Proceso de demostrar que el

procedimiento analitico es adecuado para lo que se intenta usar” *°!.

En el pais las Normas Oficiales Mexicanas son las encargadas regular y de
aportar los lineamientos que rigen a la industria quimico farmacéutica. Dentro de
estas Normas se encuentra la NOM- 059-SSA1-1993, la cual define la validacion
como “la evidencia documentada que demuestra que a través de un proceso
especifico se obtiene un producto que cumple consistentemente con las

especificaciones y atributos de calidad establecidos” .

Otra definicion es la del CNQFB la cual dice que “la validacion es el proceso
por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad de un
método satisface los requisitos para la aplicacion analitica deseada™™®; la validacion
es una actividad justificada por los siguientes aspectos:

o Moral y ética
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o Aseguramiento de la calidad

. Economia

o Regulatoria.

La validacién trata de conseguir un total dominio de la calidad. No aumenta la
calidad pero si garantiza la fiabilidad y uniformidad de la misma. La validacion esta
principalmente enfocada a ganar la confianza del cliente, dando resultados correctos

y que se pueda demostrar que realmente son correctos 7.

El desarrollo de la industria farmacéutica fue paralelo a la comercializacién de
otras actividades humanas, debido a la responsabilidad moral y civil de sus
productos, ha sido una industria severamente legislada en lo que a seguridad,

eficacia, control, métodos, procesos y calidad se refiere.

La validacion asegura que:

v' El resultado es reproducible, cumple con el uso propuesto y esta

normalizado.

v El resultado es comparable al de otro equipo o proceso similar validado.

v" El mantenimiento de las propiedades de un proceso, producto o equipo.

1.5.1 TIPOS DE VALIDACION

Existen diferentes tipos de validacion los cuales se describen el la tabla 4:

Se realiza cobre un proceso antes de que este sea
Validacion implementado. Asegurando el éxito del proceso antes
Prospectiva | de su implementacion ademas de controlar y elegir las
Durante el variables a ensayar en el proceso.
Desarrollo del Se realiza durante la produccién normal. Es efectiva
Método validacion solo si el desarrollo del proceso permite asegurar su
comprension total para la ejecucion. Se debe
Concurrente . .
monitorear tan profundamente como sea necesario los
tres primeros lotes de produccion.
En base aun Se basa en la revisién histérica de los registros como
analisis de Validacion evidencia documental de la validacion. Esta validacion
datos Retrospectiva | es aceptable Unicamente para procesos ya
histéricos establecidos.

Tabla 4. Caracteristicas Generales de los diferentes Tipos de Validacion.

Rosa Isela Aranda Gonzalez
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1.5.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

En la actualidad la validacion es un proceso sin el cual una planta
farmacéutica no puede subsistir, ya que aporta soporte para la elaboracién de los
medicamentos. Para esto es necesario desarrollar diferentes métodos analiticos los

cuales deben ser validados.

La Guia de Validaciéon de métodos analiticos del CNQFB define un método
analitico como “la descripcidn de la secuencia de actividades, recursos materiales y
pardmetros que se deben cumplir para llevar acabo el analisis del o los

componentes especificos (analito) de una muestra” 28,

Para el desarrollo quimico farmacéutico de un nuevo medicamento es
imprescindible el uso de un método analitico que permita cuantificar el analito en una
forma de materia oprima, como ingrediente activo de una formulacién o para evaluar
algunas caracteristicas de desempefio. Los métodos analiticos son sometidos a

validacion para asegurar su efectividad y confiabilidad 7.

Realizar la validacion de un método analitico es sumamente importante en la
industria farmacéutica, ya que desempefia un papel indispensable en la aceptacion o
rechazo de un lote de medicamentos y con esto la liberacion para su venta en el
mercado, asegurando que un producto farmacéutico contenga los principios activos
correctamente dosificados y los excipientes adecuados que faciliten su

administracion.

La validacion de métodos analiticos puede definirse como el proceso por
medio del cual queda establecido, por medio de estudios de laboratorio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas
deseadas. La capacidad expresa, en todos los casos, en términos de pardmetros o
propiedades analiticas, que proporcionan una medida del comportamiento del

método analitico #1291,
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Mediante un proceso de validacibn, ya sea de caracter prospectivo,
retrospectivo o introspectivo de validacion, se comprueba si el método analitico es lo
suficientemente confiable y si los resultados previos se obtienen dentro de las
condiciones prefijadas para poder resolver un problema analitico en particular. Asi
mismo la validacion proporciona una idea de las capacidades y limitaciones que

posee un método analitico cuando se utiliza para el anélisis rutinario !,

1.5.3 TIPOS DE METODOS ANALITICOS A SER VALIDADOS 2

A partir del criterio de que no existe un modelo Unico para validar y de que
existen una gran variedad de métodos analiticos, la validacién de los métodos
analiticos se fundamenta en la evaluacion de diversas propiedades de acuerdo con

alguna de las siguientes caracteristicas a la que pertenezca.

» Categoria I: Métodos analiticos para la cuantificacibn de los componentes
mayoritarios o principales farmacos a granel o principios activos (incluyendo

conservadores) en productos farmacéuticos terminados.

» Categoria Il: Métodos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en el producto farmacéutico

terminado. Estos métodos incluyen ensayos cuantitativos o pruebas limite.

» Categoria lll: Métodos analiticos para la determinacion de caracteristicas de

desempeiio (disolucion, medicamentos de liberacion, etc.)
» Categoria IV: Pruebas de identificacion

De esta forma las caracteristicas que deben evaluarse durante la validacion
de los métodos analiticos dependen tanto del tipo de métodos analiticos, como del
uso que se pretende dar a éstos, a continuaciéon en la tabla 5 se muestran las

caracteristicas minimas para la validacion de un método analitico:
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Caracteristicas a Categoria Categoria Il Categoria  Categoria

Evaluar I Cuantificaciéon  Limite

Precisién + * -

Exactitud + + - + -

Especificidad + + + * +

Limite de Deteccion - - + * -

Limite de ] .\ ] . ]
Cuantificacion

Linealidad + + - * -

(+) Debe ser evaluado (-) No debe ser evaluado

(*) Puede ser evaluado, dependiendo de los requerimientos del método.

Tabla 5. Caracteristicas minimas consideradas para validar un método analitico segun la

categoria a la cual pertenezca.

1.6 CRITERIOS DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA
LA DETERMINACIQN DE CONTENIDO QUIMICO EN TABLETAS
DE ACETAMINOFEN

La validacion de métodos analiticos ha sido un requisito fundamental al
momento de liberar un medicamento al mercado, por lo que es necesario tener toda
la documentacion que demuestre que existe un método analitico que asegure el
contenido quimico del farmaco o los farmacos presentes en la forma farmacéutica.
De esta manera se permite asegurar la homogeneidad de la dosificacion, evitando
asi que se tenga problemas terapéuticos, como en el caso de una falta de dosis
efectiva 0 que se tenga una dosis toxica en aquellos medicamentos que tienen un
margen de seguridad muy estrecho y que se requiere tener mucho cuidado al

momento de dosificar 22,

Las propiedades necesarios para realizar la validacion de un método analitico
enfocado a la determinacibn de contenido quimico en una formulacién son
semejantes entre los distintos autores y tienen un grado de concordancia con los
documentos regulatorios internacionales como la Farmacopea de los Estados
Unidos, la Guia de la FDA, la Guia de la ICH y la Guia del CNQFB como se puede

observar a continuacion en la Tabla 6:
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Referencia empleada
Caracteristicas de Guia Guia

22 23
desempefio CNQFB!"® FDA USP# ICH™
Precision del sistema + + + + +
Linealidad del sistema + + + + +
Especificidad + + + + +
Exactitud + + + + +
Repetibilidad + + Nd + +
Linealidad del Método + + + + +
Precision del Método + + + + +
Estabilidad analitica de la
muestra * Nd Nd Nd Nd
Limite de deteccion - - - - -
Limite de cuantificacion - - - - -
Robustez + + Nd Nd Nd
Tolerancia + + Nd Nd Nd
Rango Nd Nd Nd + +
(Nd) No definido (+) Debe ser avaluado (-) No debe ser evaluado
(*) Dependiendo de la naturaleza del método

Tabla 6. Caracteristicas de validacion para contenido quimico de acuerdo a distintas

referencias

1.6.1 LINEALIDAD

La linealidad del sistema tiene como finalidad de demostrar que los datos
obtenidos deben sean proporcionales, ya sea directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida. Los datos deben ser directamente
proporcionales a la concentracién del analito de interés dentro de un rango

determinado.

1.6.2 PRECISION [18:19.25]

La precision esta relacionada con la dispersion de los datos alrededor de su
valor promedio y se define como el grado de concordancia entre los resultados
analiticos individuales que se han obtenido dentro de una serie de mediciones
efectuadas en una muestra homogénea bajo las mismas condiciones de analisis. La
precision mide el error aleatorio de un analisis y generalmente expresa en términos

de desviacién estandar, variancia y coeficiente de variacion.
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1.6.3 VALIDACION DEL SISTEMA

1.6.3.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Se debe evaluar por medio de una curva de calibracion; la guia de la FDA
indica que la linealidad debe corresponder a un rango que obedezca la ley de Beery
la Guia ICH recomienda que se establezca un intervalo de minimo 5
concentraciones (solucion estandar equivalente al 100% y dos niveles superiores y

[21,23]

dos niveles inferiores (intervalo de 80%-120%) , preparadas minimo por

duplicado a partir de una misma solucion patron.

La linealidad del sistema debe ser evaluada en un grafico de la respuesta
analitica como una funcién de la concentracion del analito, en donde se debe
apreciar la relacion lineal. Asi mismo se deben considerar el coeficiente de
correlacion, el coeficiente de determinacion, la ordenada al origen y el coeficiente de

variacion global.

1.6.3.2 PRECISION DEL SISTEMA

De acuerdo con la Guia CNQFB se evalia por medio de estandares
realizando la determinacion de tres diferentes concentraciones por sextuplicado, a la
concentracion del analito que represente la concentracion de la solucion de
referencia utilizada o en ciertos casos, la concentracién que represente el 100% de
la muestra procesada para su medicion y una concentracién que represente un nivel
por debajo y uno por arriba; las cuales deben estar incluidas en el intervalo
establecido; preparadas por dilucibn o por pesadas independientes. Medir la

respuesta analitica bajo las mismas condiciones.

1.6.3.3 ESPECIFICIDAD

Se puede definir como la capacidad que tiene el método para producir un

cambio en la sefial analitica Unicamente provocada por el analito y no por alguna de
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las sustancias interferentes (tales como impurezas de sintesis, productos de

degradacién o bien la interferencia de alguno de los excipientes) .. Esta prueba
consiste en establecer las posibles sustancias interferentes y adicionar cantidades
conocidas de éstas, solas o combinadas a la muestra y evaluar su respuesta bajo

las mismas condiciones de analisis.

Para métodos de contenido se analizan placebos del producto y cuando
procedan sustancias relacionadas, precursores, homoélogos y una mezcla de ellos

con el producto 8.

1.6.4 VALIDACION DEL METODO

1.6.4.1 LINEALIDAD DEL METODO

La linealidad del método es la capacidad que tiene el método para cuantificar
confiablemente al analito sin importar de la proporcion en la que se encuentre dentro
de una formulacion, con respecto al resto de los componentes de la muestra, con
esto se establece que el método es capaz de detectar y cuantificar un determinado

analito 24,

Se establece que se preparara el placebo analitico a la cantidad de placebo
analito equivalente a una muestra analitica por triplicado, se adicionara la cantidad
de analito correspondiente al 100% de esté en la muestra. Seleccionar dos niveles
superior e inferior de la cantidad del analito (intervalo) y preparar el placebo
adicionado por triplicado a cada nivel manteniendo constante la cantidad de placebo
analitico en los tres niveles. El mismo analista analizara los placebos adicionados
utilizando de referencia la sustancia empleada en la adicion al placebo analitico en

las mismas condiciones. Se determinara la cantidad recuperada del analito 2.

1.6.4.2 PRECISION DEL METODO ©*°!

Realizar seis ensayos de una muestra homogénea del producto que tenga un
nivel del 100%, un nivel arriba y un nivel abajo (placebo cargado); estos niveles
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deben estar incluidos en el intervalo lineal de concentraciéon de linealidad de m

Reportar el contenido del analito de todas las muestras.

1.6.4.3 EXACTITUD DEL METODO

Este parametro también es conocido como error sistematico o tendencia y es
una medida de qué tan cercano esta el valor experimental a el valor verdadero. Se
realiza preparando el placebo analitico a la cantidad de placebo analito equivalente a
una muestra analitica por sextuplicado, se adicionard la cantidad de analito
correspondiente a tres niveles de concentracion (niveles recomendados 80, 100 y
120%) de este en la muestra. El mismo analista analizara los placebos adicionados
utilizando de referencia la sustancia empleada en la adicion al placebo analitico en

las mismas condiciones. Determinar la cantidad recuperada del analito €.

1.6.4.4 REPETIBILIDAD

Precision de un método analitico, expresada como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los
mismos instrumentos y métodos (mismas condiciones de analisis) pero en diferentes

dias.

1.6.4.5 REPRODUCIBILIDAD

Precisiobn de un método analitico, expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo diferentes condiciones de analisis

(diferentes analistas instrumentos, laboratorios. etc.)

1.6.4.6 ROBUSTEZ

Capacidad del método analitico de mantener su desempeiio al presentarse
variaciones pequefas pero deliberadas, en los parametros normales de operacion
del método. Este parametro es de suma importancia ya que algunas variaciones
producen cambios drasticos en la respuesta obtenida, la finalidad de este parametro
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no es que el método sea robusto frente a todas las condiciones impuestas, pero si

es necesario reportar un rango en el que se puede variar cada una de las
condiciones sin producir alteraciones en los resultados. Se deben establecer los
factores instrumentales (temperatura) y/o no instrumentales (pH del medio)
relacionados al método y sean criticos. En condiciones normales y distintas de
operacion, analizar la muestra por triplicado. Reportar el contenido del analito en las

muestras de condiciones normales y distintas, expresadas como %.

1.7 CRITERIOS DE VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA

[CZIGUZA]NTIFICAR ACETAMINOFEN EN PERFILES DE DISOLUCION
, 27

El perfil de disolucién es una prueba que permite cuantificar la cantidad
disuelta de un farmaco a diferentes tiempos utilizando una metodologia validada, de

acuerdo a lo estipulado en la NOM-177-SSA1-1998, bajo condiciones controladas.

Los criterios y requisitos de validacién solo son aplicables para los
medicamentos con tipo de intercambiabilidad “B” y ya que el Acetaminofén cae
dentro de este tipo de intercambiabilidad, es necesario aplicar la prueba de perfiles
de disolucion como un requisito de intercambiabilidad para las tabletas de

Acetaminofén.

Por esta razén es sumamente importante que el método analitico para evaluar
los perfiles de disolucion esté validado y asi pueda una nueva formulacion

incorporarse al Catalogo de Medicamentos Genéricos.

1.7.1 ADICIONES ESTANDAR

Dentro de las metodologias existentes para la determinacién de errores
sistematicos, el método de las adiciones estandar, es uno de los mas importantes.
Esta técnica se conoce también como método del estandar adicionado, método de
adiciones incrementada, método de auto estandarizacibn y método de adiciones
patrén.
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El método de adiciones estandar consiste en afiadir diferentes volimenes de
una disolucién estandar conocida del analito a varias alicuotas de la muestra.
Empleandose los estandares externos se supone que, cuando en la muestra y en el
estandar esté presente la misma concentraciéon de analito se obtendra la misma

respuesta.

Este método resulta adecuado para las muestras complejas donde los efectos
de la matriz son importantes, porgue no es necesario intentar adaptar las matrices
de los patrones a las matrices de la muestra. Simplemente se afiade a varias

alicuotas de la muestra una cantidad conocida de analito.

Para realizar el método de adicién estandar se afiaden cantidades conocidas
crecientes de la disolucién estandar pura del analito a varias alicuotas de la muestra
real. De manera que todas tengan una concentracion de analito que es la suma de la
original y la afiadida. Se obtiene una sefial para cada alicuota y se representan en

funcién de las concentraciones del estandar afadido.

Un requisito importante del método de las adiciones patron es que todas las
soluciones (estandar y muestra), deben ser aforadas al mismo volumen, cualquier
posible interferencia estard siempre presente a las mismas concentraciones y
representara un efecto igual sobre la respuesta que se obtenga en la adicién

estandar.

1.7.2 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

La estabilidad de una muestra se define como la propiedad del compuesto por
analizar, de conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su

deteccion.

Esta prueba consiste en determinar las condiciones de temperatura y tiempo
entre otros, en las que el compuesto permanezca estable en el medio, durante su
manejo, almacenamiento y procesamiento, al evaluar la respuesta del compuesto

por analizar en el medio, considerando al menos lo siguiente:
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% Se deberda demostrar la estabilidad del compuesto de interés durante el

maximo tiempo que se extienda su analisis.

1.7.3 INFLUENCIA DEL FILTRO

El filtro usado para la toma de muestra para los perfiles de disolucién es de
suma importancia ya que el filtro no debe de afectar o interferir de ninguna manera
con el analito de interés y/o con la muestra recolectada. Se debe determinar que no

exista adherencia del farmaco al filtro.
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2.1 DIAGRAMA DE ACTIVIDADES A REALIZAR

En la figura 4 se muestra el seguimiento de las actividades realizadas durante
el desarrollo y validacion de un método analitico para determinar contenido quimico

y evaluar perfiles de disolucidon de tabletas de Acetaminofen.

DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA DETERMINAR
CONTENIDO QUIMICO Y EVALUAR PERFILES DE DISOLUCION DE TABLETAS DE
ACETAMINOFEN

U

| Busqueda de Informacidn Bibliografica v Hemerografica I

@anteamientn de Objetivcﬂ

@eccic’un de Condiciones de Opera@

i

Ealidaciujn del Método Analitico

Métodos

Exactitud

Precisidn

Linealidad

il

Exactitud

00
:

Precisidn Influencia del Filtro

[Linealidad [_[Enntenidu Quimicﬂ E:‘erﬁles de Disolucidn

Estabilidad de la Muestg

Tolerancia

Adiciones Patran

Repetibilidad y I 1
Reproducibilidad [Linealidad] [Exactitud [F‘recisién]

Figura 4. Diagrama de Flujo de las Actividades a Realizar
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2.2 MATERIALES Y EQUIPOS

2.2.1 Sustancia de Referencia
o Estandar Acetaminofén Bruluart

o Estandar Acetaminofén Pureza 97.27%

2.2.2 Reactivos
o  Acido Clorhidrico Concentrado (HCI) J.T. Baker

o  Acido Acético Glacial
o  Agua Destilada

2.2.3 Soluciones

o  Acido Clorhidrico (HCI) 0.1N (Fluido Gastrico Simulado Sin Enzima
o  Bdfer de Acetatos 0.05M pH 4.5
o  Bufer de Fosfatos 0.05M pH 6.8
o  Hidroxido de Sodio (NaOH) 0.1N

2.2.4 Excipientes
o  Celulosa Microcristalina pH 102
o  Crospovidona (Polyplasdone XL-10)
o Lactosa (Supertab 14 SD)
o  Estearil Fumarato Sédico

o Materia Prima Acetaminofén DC

2.2.5 Equipos
o Balanza Analitica Mettler Toledo, modelo AB104-S.

o Balanza Analitica OHAUS, modelo AP250D.

o Purificados de Agua Millipore (Milli Q) MQ Reference.

o Purificador de Agua Millipore (Milli Q Plus/ Rios S).

o Espectrofotometro UV-vis Varian, modelo Cary 100 Conc, con celdas

de cuarzo de 1 cm.
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o Espectrofotometro UV-vis Vankel, modelo Cary 1E, con celdas de

cuarzo de 1 cm.

o  Disolutor Marca Vankel con paletas, modelo VK 7000.

o  Disolutor Marca Sotax de celdas de flujo continuo, modelo CH-40008
BASEL

o  Prensa Carver C s/n 41000-310

o pHmMetro

2.2.6 SOFWARES Y PROGRAMAS DE COMPUTADORA
o  Programa ISHEJA INC. Version 1.0. soportado en ambiente Windows.
o Excel de la paqueteria de Microsoft Office
o Programa “Cary Simple Reads”
o Programa “Cary Scan”
o Statgraphics Centurion XVI Version 16.1.15

2.2.7 MATERIAL DE LABORATORIO
o Matraces Aforados de 10 ml, 25, 50,100, 250, 1000 y 2000 ml.
o Pipetas Volumétricas de 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 9, 10 ml.
o Agitadores Magnéticos y barras magnéticas
o Vasos de Precipitados de 50, 100, 250, 1000 ml.
o Tubos de ensayo
o Matraces Erlen Meyer de 250 y 500 ml.
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2.3 PREPARACION DE SOLUCIONES

2.3.1 PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR UNA SOLUCION DE ACIDO
CLORHIDRICO HCI 0.1N

o En un matraz volumétrico de 250 ml, depositar 50 ml de agua
destilada.

o Con cuidado depositar en un vaso de precipitados de 50 ml
aproximadamente 15 ml de HCI

o Tomar 2.2 ml de acido clorhidrico del vaso de precipitados con una
pipeta graduada de 3 ml y con cuidado agregar lentamente el acido clorhidrico en
el matraz volumétrico de 250 ml.

o Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a volumen con agua

destilada.

2.3.2 PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZAR UNA SOLUCION BUFER DE
ACETATOS 0.05 M CON UN pH 4.5

o Pesar aproximadamente 748 mg de acetato de sodio trihidratado en un
vaso de precipitados de 150 ml, utilizando la balanza analitica METTLER TOLEDO
AB204-5

o Agregar 100 ml de agua destilada al vaso de precipitados y agitar con
una varilla de vidrio hasta disolver el acetato de sodio trihidratado.

o Verter la solucion anterior en un matraz aforado de 250 ml, realizando
tres lavados al vaso de precipitados con 20 ml de agua destilada.

o Afadir poco a poco 0.4 ml de acido acético glacial, agregar 50 ml de
agua destilada y homogenizar el medio.

o Con ayuda del potenciometro METTLER TOLEDO Modelo SEVEN
MULTI medir el pH y ajustarlo agregando gota a gota acido acético glacial hasta
llegar al pH de 4.5 + 0.5.

o Llevar a volumen con agua.
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2.3.3 PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZAR UNA SOLUCION BUFER DE
FOSFATOS 0.05M A pH 6.8

o Medir 63 ml de una solucion de Fosfato monobéasico de Potasio 0.2M
(leer anexo 1) en una probeta de 100 ml y verterlos en un matraz volumétrico de 250
ml.

o Medir 30 ml de una solucion de NaOH 0.2N (leer anexo 2) en una
probeta de 50 ml y agregarlos al matraz volumétrico de 250 ml que contiene el
Fosfato Monobasico de Potasio.

o Homogenizar, agregar 100 ml de agua destilada y medir el pH con el
Potenciometro METTLER TOLEDO Modelo SEVEN MULTI.

o De ser necesario ajustar el pH y llevar a volumen con agua destilada.

2.3.4 PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR UNA SOLUCION DE
HIDROXIDO DE SODIO (NaOH) 0.1N

o Pesar aproximadamente 8.081 g de lentejas u hojuelas de NaOH, en
un vaso de precipitados de 150 ml.

o Colocar 700 ml de Agua destilada en un vaso de Precipitados de 1 Lty
verter con cuidado y poco a poco las lentejas, agitando lentamente. Dejar enfriar a
temperatura ambiente.

o Verter la solucién anterior en un matraz aforado de 2 Lt y realizar 3

lavados al vaso de precipitados con 25 ml de agua destilada. Llevar a volumen.

Las soluciones se preparaban un dia antes de su uso y de ser necesario el

dia del trabajo experimental.
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2.4 CONDICIONES ESPECTROFOMETRICAS

2.4.1 OBTENCION DE ESPECTROS DE ABSORCION

Para poder establecer las condiciones espectrofotométricas para el método
de contenido quimico y perfiles de disolucion, se realizdé un barrido en cada uno de
los medios de disolucién marcados por la NOM-177-SSA1-2008:

e Solucion de &cido clorhidrico (HCI) 0.1N o fluido gastrico simulado
sin enzima.

e Solucion Bufer de Acetatos 0.05M a pH 4,5.

e Solucion Bufer de Fosfatos 0.05M a pH 6,8 o fluido intestinal

simulado sin enzima.

Ademas se incluyé un medio alcalino debido a que, como ya se mencioné
anteriormente, el pKa del Acetaminofen es de 9.38 - 9.5, por lo cual al tener valores
de pH inferiores al valor de pKa del Acetaminofén su sefial analitica no se vera

afectada de manera notable.

o Solucién 0.1N de NaOH (solucién alcalina)

Con el proposito de determinar las condiciones espectrofotométricas
adecuadas, se pesan 12.5 mg de estandar de Acetaminofén y se disuelven con 30
ml del medio de disolucién (HCI 0.1N, Bufer de Acetatos, Bufer de Fosfatos o NaOH
0.1N), se vierte la solucion anterior en un matraz aforado de 100 ml y se lleva a la

marca de aforo con el medio de disolucion (Sol A).

Se toma una alicuota de 10 ml con una pipeta volumétrica y se coloca en un
matraz aforado de 50 ml. Se lleva a la marca de aforo con el medio de disolucion y
se lee en el Espectrofotbmetro UV- vis de 200 a 350 nm. Obteniéndose los
espectros de absorcion correspondientes de una solucion de Acetaminofén con una
concentracion de 30 ug/ml en cada uno de los medios, los cuales se pueden

apreciar a continuacion en los gréaficos 1, 2, 3y 4:
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Gréficol. Espectro de Absorcion de Acetaminofén en HCI 0.1N a un pH 1.01
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Gréfico 2. Espectro de Absorcion de Acetaminofén en Bufer de Acetatos 0.05M pH 4.52
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Gréfico 3. Espectro de Absorcion de Acetaminofén en Bufer de Fosfatos 0.05M pH 6.8
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Grafico 4. Espectro de Absorcién de Acetaminofén en NaOH 0.1N a pH 12.
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Grafico 5. Comparacion entre los Espectros de Absorcion de Acetaminofén en los diferentes

medios utilizados a diferentes valores de pH.

Como se puede observar en el grafico 5, la respuesta del Acetaminofén no se
ve afectada en el medio de HCI 0.1N, Bufer de Acetatos pH 4.5 y Bufer de Fosfatos
pH 6.8, solo en la solucién de NaOH 0.1N es donde se puede observar un cambio
en el espectro de absorcién, esto debido a que el valor de pH es de 12.4 el cual es

superior al valor de pKa del Acetaminofén (véase numeral 1.3).

Por tanto, para la validacion del método analitico de Contenido Quimico se
utilizé NaOH 0.1 N como medio de trabajo. Mientras que para los perfiles de
disolucion se utilizara NaOH 0.1 N como medio de aforo final ya que se tienen
contemplado hacer diluciones del volumen de la muestra debido a que la cantidad

de Acetaminofén a evaluar en las tabletas es de 500 mg.

Una vez seleccionado el medio de disolucién es necesario realizar una prueba
para determinar si los medios de disolucion utilizados para los perfiles no afectan la
solubilidad del Acetaminofén en el Medio de Aforo final de NaOH 0.1N y por tanto los

resultados al realizar la validacién del método analitico.
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Para esto se pesan 14.5 mg de estandar de Acetaminofén se disuelven en 30
ml de medio de disolucién (HCI 0.1N 6 Bufer de Acetatos 6 Bufer de Fosfatos) y se
transfiere la solucion a un matraz aforado de 100 ml, llevando a volumen con el
mismo medio de disolucion utilizado para disolver el Acetaminofén. Se toma una
alicuota de 4 ml y se coloca en un matraz aforado de 25 ml, llevando a volumen con
NaOH 0.1 N (Sol A). Se realiza un barrido en el espectrofotometro UV-vis desde 200
hasta 350 nm de la solucion A para obtener el espectro de absorcion del
Acetaminofén. Este procedimiento se realiza para cada uno de los medios de
disolucion que se utilizaran para la realizacion de los perfiles. Los resultados se

muestran a continuacion en la tabla 7.

HCI 0.1N 1.06 12.48
Buffer Acetatos 451 12.53
Buffer Fosfatos 6.83 12.49

NaOH 0.1N 12.65 12.61

Tabla 7. Variabilidad de los valores de pH iniciales y finales de cada uno de los medios de

disolucioén

—e—HCI 0.1N en NaOH
0.1IN
1.5 4

—=— Bufer Acetatos en
NaOH 0.1N

—e— Bufer Fosfatos en
NaOH 0.1N

Absorbancia
'_\

——NaOH 0.1N

"""""
TR

059

200 250 300 350
Longitud de Onda (nm)

Gréfico 6. Comparacion de los espectros de Absorcion del Acetaminofén obtenidos de cada

uno de los medios de disolucién en NaOH 0.1N como medio final de aforo.
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Como se puede observar en la Tabla 7, el pH inicial de cada medio de
disolucion no influye de manera drastica el resultado del pH final en la solucion A,
teniendo predominantemente un pH alcalino que se encuentra por arriba de 12, con
lo cual aseguramos que sin importar el medio de disolucion que utilicemos para la
validacion del Método de Perfiles de Disolucion el resultado de la calibracion
realizada con NaOH 0.1N no se vera afectada. Esto se reafirma con el grafico 6 el
cual muestra una comparacioén de todos los espectros de absorcion obtenidos; en
este grafico se observa como el comportamiento final del Acetaminofén no se ve

influido por el medio de disolucién inicial utilizado en cada barrido.

Con esto se establece que la calibracién realizada en NaOH 0.1N para validar
el Método de Contenido Quimico se puede utilizar también para la validacion del

Método de Perfiles de Disolucion.

2.4.2 DETERMINACION DE LONGITUDES DE ONDA

Una de las ventajas de utilizar el método de MCP es que se puede utilizar el
espectro completo para la construccion del modelo con solo el conocimiento del
espectro del o los componentes puros de interés. En estos casos, el numero de
longitudes de onda puede ser muy grande o mas pequefio, esto dependera de las
longitudes de onda seleccionadas, ya que ciertas longitudes de onda pueden
contener ruido espectral o simplemente no contienen informacion relevante que

pueda ayudar a construir el modelo robusto.

Por tal razén, se pueden escoger inteligentemente sélo un pequefio niumero
de variables (longitudes de onda) que aseguren una buena capacidad predictiva,

ademas de que puede construirse un modelo mas facil de interpretar.

A partir del espectro de Absorcion del Acetaminofén en NaOH 0.1N se
determinan las posibles longitudes de onda Optimas para el analisis de Minimos

Cuadrados Parciales, como se puede observar en el grafico 7:
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Gréfico 7. Puntos de Referencia para seleccionar las Longitudes de onda utilizando el
Espectro de Absorcion de Acetaminofén en NaOH 0.1N

Para la seleccién de las longitudes de onda a utilizar para el desarrollo de los
meétodos analiticos se parte de puntos clave del espectro considerando inicialmente
los puntos de minima absorbancia (puntos minimos) y los puntos de maxima
absorbancia (puntos maximos) del espectro de absorcion, los cuales se muestran en
la tabla 8:

Punto 257 1.8122
Maximo

Punto 219 0.4628
Minimo 302 0.4659

Tabla 8. Longitudes de onda donde se encuentran los puntos minimos y el punto maximo de

absorbancia del Acetaminofén

Se seleccionaron inicialmente 17 longitudes de onda para realizar la calibracion,
posteriormente se eliminaron algunas longitudes de onda donde se presentaban
valores de absorbancias muy bajos o donde se observaba una mayor variacion entre

las absorbancias. Finalmente se trabajo con 13
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longitudes de onda, con lo cual se logré obtener una mejor calibracion. Se realizé una curva de calibracién de 5 concentraciones,

cada concentracion por triplicado. Se pesaron 23 mg de estandar de Acetaminofen y se disolvieron en 50 ml de NaOH 0.1N. Se

vierte la solucién en un Matraz aforado de 250 ml y de lleva a volumen con NaOH 0.1N (Sol. Stock). A partir de la solucién Stock

se toman alicuotas de 2, 4, 6, 8, 10 ml y cada alicuota se deposita en un matraz aforado de 25 ml. Se lleva a volumen con NaOH

0.1N y se llevan a leer en el espectrofotometro UV-vis a las longitudes de onda seleccionadas, las longitudes de onda y las lecturas

obtenidas se muestran a continuacion en la tabla 9:

Conc

Tebdrica
(mcg/ml)

Abs
289

Abs
280

Abs
276

Abs
271

Abs
266

Absorbancias

Abs
263

Abs
257

Abs
253

Abs
250

Abs
247

Abs Abs
244 240

Abs
237

Conc
Real

(mcg/ml)
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0.2295 0.316 0.3685 0.4362 0.4938 0.5189 0.5385 0.5293 0.5112 0.4821 0.4409 0.3689 0.3055 7.8428
7.8165 | 0.2277 0.3139 0.366 0.4338 0.4918 0.5166 0.5364 0.5272 0.5092 0.4805 0.4389 0.3669 0.3031 7.7661
0.2301 0.3168 0.3686 0.4376 0.4952 0.52 0.5397 0.5308 0.5127 0.484 0.4428 0.3709 0.3076 7.8039
0.4558 0.6293 0.7325 0.8687 0.9859 1.035 1.0739 1.0552 1.019 0.9608 0.8794 0.7397 0.6209| 15.6842
15.6329 | 0.4566 0.6292 0.7331 0.8691 0.9858 1.0356 1.0747 1.0561 1.0205 0.9626 0.8816 0.7422 0.6243| 15.5605
0.4575 0.6306 0.735 0.871 0.9878 1.0372 1.077 1.0587 1.0222 0.9641 0.8824 0.7427 0.6239| 15.6795
0.6971 0.9563 1.1123 1.3169 1.4927 1.567 1.6263 1.5997 1.5462 1.4603 1.34 1.1341 0.9621| 23.4715
23.4494 | 0.6967 0.9558 1.112 1.3163 1.4908 1.5651 1.6256 1.5991 1.545 1.459 1.3389 1.1324 0.9602| 23.5255
0.6946 0.9511 1.1068 1.3103 1.4845 1.5587 1.6182 1.5918 1.5382 1.4519 1.3322 1.1266 0.9549| 23.3971
0.9111 1.2538 1.46 1.7297 1.9599 2.0581 2.1355 2.1009 2.0301 1.9165 1.7572 1.4846 1.2583| 31.2144
31.2659 | 0.9099 1.2538 1.46 1.7296 1.9607 2.058 2.1365 2.1009 2.0283 1.915 1.7546 1.4819 1.2554| 31.3084
0.912 1.2555 1.4624 1.7323 1.9635 2.0616 2.1407 2.1036 2.0314 1.9176 1.7573 1.4843 1.2584| 31.2751
1.0191 1.4034 1.6346 1.9358 2.1921 2.3001 2.3885 2.3491 2.2701 2.1428 1.9655 1.6615 1.4094| 35.1155
35.1741 | 1.0199 1.4048 1.635 1.9363 2.193 2.301 2.3876 2.3493 2.269 2.1434 1.965 1.6624 1.4107| 35.1612
1.0209 1.4046 1.6369 1.9375 2.1936 2.3017 2.3886 2.3495 2.2699 2.1436 1.9658 1.6633 1.4119| 35.2109
Tabla 9. Resultados de las absorbancias obtenidas a las 13 longitudes de onda seleccionadas.
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PRESS | Acetaminofén PRESS Acetaminofén

h1 8.38E-01 h 11 2.04E-02
h2 1.02E-01 h 12 2.03E-02
h3 5.17E-02 h 13 2.03E-02
h 4 3.67E-02 h 14 2.03E-02
h5 3.02E-02 h 15 2.03E-02
h 6 2.49E-02 h 16 1.94E-02
h7 2.28E-02 h 17 1.85E-02
h8 2.17E-02 h 18 1.71E-02
ho 2.13E-02 h 19 1.43E-02
h 10 2.07E-02 h 20 1.25E-02

Tabla 10. Resultados del analisis de PRESS a partir del tratamiento de los datos por el algoritmo de

MCP para las absorbancias de la tabla 9.
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Gréfico 8. Valores obtenidos en el analisis de PRESS a partir del tratamiento de los datos

con el algoritmo de MCP del programa ISHEJA.

En la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis de PRESS
del programa ISHEJA para MCP, mientras que en el grafico 8 se ven representados
los valores de la tabla 10. Estos valores sirven para encontrar el nimero de factor
Optimo para realizar el andlisis de Regresion utilizando el programa ISHEJA, esto es
buscando un cambio brusco en el descenso de la tendencia de los datos. Se
realizan las estimaciones en el programa con el numero de factor elegido y se
obtienen los resultados que se muestran a continuacion en la tabla 11:
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RESULTADOS DE LA

REGRESION RESIDUALES
PROMEDIO 1 CONC. 1 | 041%
DESVEST 0.0051 CONC. 2 1.83%

C.V. 0.51008 | CONC. 3 | -1.37%

INTERCEPTO | 0.00034 | CONC. 4 | 0.17%
PENDIENTE 0.99998 | CONC. 5 | -1.06%
COEF. CORR. | 0.99998 | CONC. 6 | -0.48%
COEF. DETER. | 0.9999 CONC. 7 | 0.55%
CONC. 8 | -0.52%
CONC. 9 | 0.27%
CONC. 10 | 0.22%
CONC. 11 | 0.41%
CONC. 12 | -0.11%
CONC. 13 | -0.21%
CONC. 14 | 0.23%
CONC. 15 | 0.20%
CONC. 16 | -0.29%
CONC. 17 | -0.08%
CONC. 18 | 0.07%
CONC. 19 | 0.09%
CONC. 20 | 0.12%
CONC. 21 | -0.24%

Tabla 11. Resultados obtenidos de la Regresion del Programa ISHEJA del algoritmo de

MCP

Como se observa en la tabla 11 los valores obtenidos en la regresion, por el

programa estan dentro de los criterios de linealidad los cuales se muestran a

continuacion en la tabla 12, en base a esto se determina que la calibracién es

buena.

Caracteristicas a Evaluar

Cv

Criterio de Aceptacion

< 2%

Coeficiente de Determinacion (r°)

>0.98

Pendiente (m)

El valor debe ser=1

Intercepto (b)

El valor debe ser=0

Residuales

< 2%

Tabla 12. Criterios de linealidad

Rosa Isela Aranda Gonzalez
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VALIDACION DEL
METODO ANALITICO
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3.1 VALIDACIOI\! DEL METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE CONTENIDO QUIMICO EN TABLETAS DE
ACETAMINOFEN

3.1.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para evaluar la linealidad del sistema se prepararan tres curvas de

calibracion, cada una con 5 concentraciones diferentes por triplicado, (ver tabla 13).

Para esto se pesa, para cada curva de calibracion, aproximadamente 23 mg
de estandar de Acetaminofén, se disuelve el polvo en 50 ml de NaOH 0.1N. Se
vierte la solucién en un Matraz aforado de 250 ml realizando 3 lavados y se lleva a
volumen con NaOH 0.1 N (Sol. Stock).

A partir de la solucion Stock se toman alicuotas de 2, 4, 6, 8, 10 ml (por
triplicado), depositando cada alicuota respectivamente en un matraz aforado de 25
ml. Se lleva a volumen con NaOH 0.1N y se llevan a leer en el espectrofotometro
UV-vis. Se analizan los resultados de cada curva de calibracion por medio del

algoritmo del método de MCP.

A continuacién, en la tabla 13 se muestran las concentraciones teéricas de
cada una de las curvas de calibracién, para cada sistema asi como sus respectivas

concentraciones reales, que fueron estimadas por medio del método de MCP.
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Curva de Calibracion Curva de Calibracion

Curva de Calibracion

No. 1 No. 2 No. 3
Conc Conc Conc Conc Conc Conc
Sistema  Teorica Real Tedrica Real Tedrica Real
(mcg/ml) | (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml) (mcg/ml)
7.328 7.3713 7.3769
7.3553 7.3974 7.3677 7.3519 7.3429 7.367
7.432 7.3721 7.3864
14.6623 14.855 14.5409
14.7106 14.7125 14.7355 | 14.7292 | 14.6857 | 14.7082
14.6898 14.7542 14.69
21.9712 21.9373 21.9749
22.0659 21.9531 22.1032 | 21.9818 | 22.0286 | 21.9789
22.0859 22.1006 21.9961
29.5128 29.4373 29.37
29.4212 29.4245 29.4710 | 29.6612 | 29.3715 | 29.4536
29.5448 29.5449 29.5217
36.7877 36.7713 36.5984
36.7765 36.7261 36.8387 | 36.8363 36.7143 | 36.8115
36.7603 36.8443 36.6544

Tabla 13. Concentracion real y respuesta analitica obtenida por el método de MCP para

cada curva de calibracion

Los datos obtenidos de la tabla 13 son sometidos a un analisis estadistico
para demostrar la linealidad del sistema, los resultados obtenidos para la curva de

Calibracién 1 se muestran a continuacion en la tabla 14, el grafico 9 y la tabla 15.

RESULTADOS DE LA REGRESION

C.V. 0.41488
Coef correlacion 0.9999
multiple
Coef deteerminacién 0.9999
Pendiente (m) =1
Inferior 95.0% Superior 95.0%
0.9963 1.0036
Intercepto (b) = -6.86E-06
Inferior 95.0% Superior 95.0%
-0.0888 0.0888

Tabla 14. Resultados de las caracteristicas evaluadas para la linealidad de la curva de

calibracién No. 1
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Grafico 9. Concentracion estimada contra la concentraciéon real del Acetaminofén de la curva

de calibracién No. 1

Grados Promedio

Fuente f:le Sumade de los F F critica
variacion .oy cuadrados cuadrados calculada | (a=0.05)
Regresién 1 1622.957 1622.957 |352414.546 3'32%)35
Residuos 13 0.0599 0.0046

Total 14 1623.017

Tabla 15. Resultados del analisis de variancia para la curva de calibracion No. 1 con un nivel
de significancia del 95%
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Los resultados obtenidos para la curva de calibracion 2 se muestran en la
tabla 16, el grafico 10 y la tabla 17.

RESULTADOS DE LA REGRESION

C.V. 0.3889

Coef cpr_relamon 0.9999
multiple

Coef 0.9999

determinacion R?

Pendiente (m) =1
Inferior 95.0% Superior 95.0%

0.9952 1.0048
Intercepto (b) = -6.86E-06
Inferior 95.0% Superior 95.0%

-0.1174 0.1173
Tabla 16. Resultados de las caracteristicas evaluadas para la linealidad de la curva de

calibracién No. 2

40
35 y = 1x - 6.86E-06
30 A R%=0.9999

Concentracion Estimada
5 fmag/mby

o1
1

O I I I I I I I
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentracion Real (mcg/ml)

Gréafico 10. Concentracion estimada contra la concentracion real del Acetaminofén de la
curva de calibracién No. 2
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ST e Grados Promedio de

nte ¢ d Suma de oS F F critica
Variacion libertad cuadrados cuadrados calculada | (a=0.05)
Regresion| 1 1628.407 | 1628.407 |202367.581 1'2§§3E'
Residuos 13 0.1046 0.0081

Total 14 1628.512

Tabla 17. Resultados del analisis de variancia para la curva de calibracion No. 2 con un nivel

se significancia del 95%

Por altimo se muestran los resultados obtenidos para la curva de calibracion 3
en la tabla 18, el grafico 11 y la tabla 19.

RESULTADOS DE LA
REGRESION

C.V. 0.40691
Coef cprrelamon 0.999
multiple
Coef

determinaciéon R? 0.999

Pendiente (m) = 0.999

. Superior
0,
Inferior 95.0% 95 0%
0.9956 1.004
Intercepto (b) = 1.61E-05
. Superior
)
Inferior 95.0% 95.0%
-0.1072 0.1072

Tabla 18. Resultados de las caracteristicas evaluadas para la linealidad de la curva de

calibracién No. 3
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Gréfico 11. Concentracion estimada contra la concentracion real del Acetaminofén de la

curva de calibracién No. 3

Fuente de ClEEEE Suma de Promliciio e F F critica
Variacion libertad cuadrados cuadrados calculada (a=0.05)
Regresion 1 1617.44 1617.44 240752.963 3'92375
Residuos 13 0.0873 0.00672

Total 14 1617.532

Tabla 19. Resultados del analisis de variancia para la curva de calibracion No.3 con un nivel

se significancia del 95%

En base a los graficos 9, 10 y 11 de concentracién real contra la respuesta
analitica obtenida se observa la tendencia lineal de los datos obtenidos de las
concentraciones del Acetaminofén para cada una de las curvas de calibracion
realizadas para evaluar la linealidad del sistema.
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Esto se reafirma en base a los valores obtenidos a partir de la regresion de

cada curva de calibracién ya que los valores obtenidos para el coeficiente de
Correlacion, Coeficiente de Determinacion y el CV que se muestran en las tablas 14,
16 y 18 para cada curva, se encuentran dentro de los criterios de aceptacion
establecidos para determinar la linealidad del sistema, como se puede observar a

continuacién en la tabla 20:

CVv < 2%
Coeficiente de

Correlacion (r) 20.999
Coeficiente de >098
Linealidad del Determinacion () =
. El intervalo no debe incluir
sistema Pendiente (m)

ceroy el valor debe ser=1

El intervalo debe incluir cero y
Intercepto (b)
el valor debe ser =0

Tabla 20. Criterios de Aceptacion Establecidos para la Validacion de linealidad del sistema.

Por otra parte, en las tablas 14, 16 y 18 se observa que en todos los casos el
intervalo del intercepto incluye cero, mientras que el intervalo de la pendiente no
incluye el cero, cumpliendo asi, todos los parametros establecido en las normas de

validacion para linealidad del sistema.

Por otro lado, se realizé un andlisis de variancia para cada curva, los
resultados se muestran en las tablas 15, 17 y 19, y se obtuvo que la Fcaculada €S
mayor con respecto a su Fqiica para las tres curvas de calibracion. Con esto se

cumple otro parametro para determinar la linealidad del sistema.

Finalmente en base a toda la informacién obtenida a partir de los datos se
determina que existe una relacién lineal entre la concentracién Real y la Respuesta
analitica aplicando el método de MCP con un nivel de significancia de 95%, es decir,

el sistema es lineal.
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3.1.2 PRECISION Y EXACTITUD DEL SISTEMA

Para evaluar la precision y exactitud del sistema se evaltan tres niveles de

concentracion.

Se pesa la cantidad correspondiente al nivel de concentracion de estandar de
Acetaminofén, se disuelven en 30 ml de NaOH 0.1N y se vierte la solucion en un
matraz aforado de 100 ml, se lleva a volumen. Se toma una alicuota de 2 ml de la
solucién anterior y se depositan en un matraz aforado de 25 ml, llevando a volumen
con NaOH 0.1N. Se llevan las soluciones al espectrofotdmetro UV-vis y se determina
el porcentaje de recobro para cada nivel de concentracién los resultados se

muestran a continuacion en la tabla 21:

99.9722
99.8858
29.5 mcg/ml 99.8765

120% 100.0167
99.8050
99.9456
99.9700
100.2519
21.5 mcg/ml 99.7837

100% 100.4232
99.4986
100.6820
100.3690
99.5972
13.5 mcg/ml 100.7221

80% 99.8902
100.4987
101.2746

99.9170 | 0.0761 | 0.07618 | -2.3720

100.1016 | 0.4347 | 0.43429 0.5723 2.5706

100.3920 | 0.5972 | 0.59490 1.6076

Tabla 21. Porcentajes de recobro determinados a partir de las concentraciones obtenidas

por el método de MCP.

En la tabla 21 podemos observar los porcentajes de recuperacion a partir del

método de MCP los cuales son muy cercanos al 100% para todas los niveles de
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concentracion, ademas de que los valores calculados para el CV en las tres

concentraciones, son menores al 2% por lo cual se establece que el sistema es
Preciso, tomando como referencia los criterios de aceptacion para la precision y
exactitud establecidos por las normas de validacion que se muestran a continuacion

en la tabla 22.

CARACTERISTICA FACTOR DE CRITERIOS DE

A EVALUAR EVALUACION ACEPTACION

Coeficiente de
Variacion (CV)

Exactitud del sistema | Prueba t de Student | tca <t critica (a=0.05, gI)

Precision del sistema <2%

Tabla 22. Criterios de Aceptacion Establecidos para la Precision y Exactitud del sistema

Por otra parte para ver si el sistema es exacto se realizo un analisis para
determinar los valores de t calculada y el valor de la t critica los cuales se

encuentran incluidos la tabla 21.

De acuerdo a los valores de la t calculada, al ser menores al valor de la t
critica, se establece que para los tres niveles de concentracion utilizados en la

validacion el sistema es exacto.

56

Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C



LEDEFAR

3.1.3 LINEALIDAD DEL METODO

Se evalio mediante la preparacion de placebos cargados y realizando una
calibracion mismo dia de trabajo. Los placebos cargados se prepararon de acuerdo

a la formulacion que se muestra a continuacion en la tabla 23.

Formulacion Funcion en la EEEI0 1] mg _de >
: o tableta Acetaminofén
Experimental formulacion
por tableta
Acetaminofén DC 82.92 Principio Activo 680 500 mg
Avicel pH 102 10 Aglutinante
Supertab 14 Ds 2.78 Diluente
Poliplasdone XL 4 Desintegrante
Estearil Fumarato 0.3 Lubricante
de Sodio
TOTAL 100

Tabla 23. Formulacion utilizada para la preparacién de placebos cargados 2.

A partir de la formulacion que se muestra en la tabla 23 se realizan los
calculos para preparar placebos cargados con 5 niveles de concentracion de
Acetaminofén al 80, 90, 100, 110 y 120 % de principio activo.

Los placebos cargados se preparan siguiendo la metodologia del diagrama

que se muestra a continuacion en la figura 5.
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[PREPARACION DE PLACEBOS CARGADOS]

~ =

Pesar la cantidad equivalente de cada uno
de los excipientes correspondiente al nivel
de concentracion.

-

Ee?ar los mg de polvo equivalente a la concentracion de Acetami@

Colocar los excipientes previamente mezclados en el
punzon y el polvo del Acetaminofén; mezclar con la
ayuda de una espatula limpia, teniendo mucho cuidado
de no perder muestra.

~_~

Colocar el punzén sobre la prensa hidraulica
Carver Press y comprimir a 1.5 ton por 5 seq
Extraer el comprimido y almacenar en una
bolsa limpia y etiquetada.

Figura 5. Procedimiento para la preparacion de placebos cargados.

Se pesan aproximadamente 15 mg de placebo y se agregan 60 ml de NaOH
0.1N, se agita durante 25 min. Se filtra la solucion dejando caer el filtrado en un

matraz aforado de 100ml llevando a volumen.

Se toma una alicuota de 2 ml y se colocan en un matraz aforado de 10 ml
llevando a volumen y se lee en el espectrofotometro UV-vis a las longitudes de onda

de analisis. Se determina el porcentaje de Acetaminofén recuperado.

Los porcentajes recuperados experimentalmente se muestran a continuacion

en la tabla 24:
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mg de mg de %
Porcentaje Acet.aminofen Acetaminofen Recuperado
Adicionado Recuperado
8.8536 9.0085 101.7496
80% 8.8418 8.8715 100.3355
8.8183 8.85545 100.4212
9.8797 9.88545 100.0578
90% 9.8731 9.85635 99.8301
9.9459 10.07565 101.3044
11.0291 11.1845 101.4084
100% 11.0512 11.2597 101.8869
11.0512 11.1778 101.1458
12.1484 12.2946 101.2032
110% 12.1727 12.3653 101.5818
12.1080 12.0174 99.2518
13.2005 13.1059 99.2830
120% 13.2181 13.2536 100.2682
13.2270 13.2527 100.1942

Tabla 24. Estimaciones de los porcentajes recuperados a partir de placebos cargados para

determinar la Linealidad del Método

En el gréfico 12, que se muestra a continuacion, se esquematizan los datos

obtenidos descritos en la tabla 24.

[N
(o]

[EEN
SN
1

H
N
1

mg Acetaminofén Recuperados

10 A
y=0.9999 x + 0.1877
R?=0.9964
8 .
6 ] ]
8 10 12 14

mg Acetaminofén Adicionados

Grafico 12. Miligramos Recuperados de Acetaminofén en Funcién de los miligramos

Adicionados aplicando el método de MCP
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En el gréfico 12 se observa la tendencia lineal correspondiente a los datos,
asi como la ecuacion de la recta.

CRITERIO DE Resultados de Criterios de
EVALUACION la Regresién Aceptacién
CcVv 0.861 < 2%
r 0.99 > 0.99
r2 0.996 > 0.98
El intervalo no debe
Pendiente (m) 0.99 incluir cero y el valor
debe ser=al
Intervalo de la Inferior 95% Superior 95%
pendiente 0.9538 1.0248
El intervalo debe
Intercepto 0.1877 incluir cero y el valor
debe ser=a0
Intervalo del Inferior 95% Superior 95%
intercepto -0.2078 0.5833

Tabla 25. Comparacion de los resultados de la regresion con los Criterios de Aceptacion
Establecidos para la Validacion de la Linealidad del Método

Como se muestra en la tabla 25, los resultados obtenidos a partir del analisis
de regresién, cumplen con los parametros establecidos de linealidad. Ademas de
gue los intervalos de confianza estimados para el intercepto incluye cero, mientras

que para los intervalos de la pendiente no incluye cero.

Fuente de Grgdos Sumade Promlgtilo de F F Critica
variacion . cuadrados Calculada (a=0.05)
libertad cuadrados
Regresion 2.7248E-
9 1 35.5256 355256 | 3621.1215 17
Residuos 13 0.1275 0.0098
Total 14 35.6532

Tabla 26. Resultados del analisis de variancia para los datos de linealidad del método.

Por otro lado se realizé un analisis de variancia y como muestra la tabla 26 el
valor de F.y es mayor al valor de Fcrica, por lo cual se puede decir que existe una
relacion lineal entre la concentracién adicionada y la concentracién recuperada de
los placebos de Acetaminofén con un nivel de significancia del 95%. En base a todos

los datos arrojados por el andlisis se determina que el método es lineal.
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3.1.4 PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO

Para la precision y la exactitud del método se utilizé6 placebos cargados,
siguiendo por norma que deben ser una concentracion representante del 100%, un

nivel arriba (110%) y uno por debajo (90%); realizando seis ensayos de cada nivel.

La metodologia usada para determinar la precision y exactitud del método
consistid en pesar aproximadamente 15 mg de placebo y se agregan 60 ml de
NaOH 0.1N, se agita durante 25 min. Se filtra la solucion dejando caer el filtrado en
un matraz aforado de 100 ml llevando a volumen. Se toma una alicuota de 2 ml y se
colocan en un matraz aforado de 10 ml llevando a volumen. Se determina el
porcentaje de Acetaminofén recuperado para los tres niveles de concentracion
utilizados. Los resultados obtenidos se muestran a continuacién en la tabla 27.

9.9393 10.1589 102.2089
9.9128 9.8855 99.7238
9.8996 9.8564 99.5632
90% 99591 10.0757 101.1698 101.1709 |1.2503|1.2358
9.9393 10.1449 102.0686
9.9261 10.1535 102.2908
11.0291 11.1845 101.4084
11.0512 11.2597 101.8869
100% 11.0585 11.3030 102.2107 101.2590 |1.3013|1.2851
11.0512 11.1778 101.1458
11.0659 11.4153 102.1577
11.0218 10.8834 98.7442
12.1484 12.2946 101.2032
12.1727 12.3653 101.5818
12.0918 11.8525 98.3498
110% 12.0756 11.8574 98.3904 100.1414 |1.6729|1.6706
12.1080 12.0174 99.2518
12.1565 12.5716 102.0712

Tabla 27. Estimaciones de los porcentajes recuperados de los placebos cargados para

determinar la Precisién y Exactitud del Método Analitico.
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La tabla 27 muestra los porcentajes de recuperacion de Acetaminofén para
cada uno de los niveles de concentracion de los placebos cargados, asi como sus

correspondientes valores calculados para el CV.

En todos los casos el CV es menor al 2% con lo cual se establece que el
método es preciso, de acuerdo al criterio de validacion establecido por norma de

acuerdo como se especifica en la tabla 28.

Caracteristica Factor de Criterios de
a evaluar Evaluacion Aceptacion

Precision del Método Coef de Variacion < 2%

t Student t cal <1 critica (0=0.05,gl)
Exactitud del Método | Porcentaje de recobro | Debe ser 98-102%
Intervalos de confianza | Debe incluir el 100%

Tabla 28. Criterios de Aceptacion Establecidos para la Validacion de la Precision y Exactitud
del Método

Aunque el método sea preciso no quiere decir que también sea exacto por lo
cual requiere que se determine la t calculada para cada nivel de concentracion, al
igual que los intervalos de confianza, los valores obtenidos para cada nivel se

muestran a continuacion en la tabla 29.

: t t critica
Porcentaje = cie calculada (0.05, gl)
90 1.3121 | 102.4830 | 99.8587 2.294
100 1.3656 | 102.6246 | 99.8933 2.37 2.571
110 1.7556 | 101.8970 | 98.3857 0.2070

Tabla 29. Valores para evaluar la exactitud del método con un nivel de significancia del 95%

De acuerdo a lo establecido en la tabla 27 los valores de t caiculada SON Menores
al valor de t ciica, COMO Se observa en la tabla 25 esta condicion de validacion se
cumple al igual que, como se observa en la tabla 26, los valores del porcentaje de
recobro se encuentran dentro del intervalo de 98-102% aceptable de recuperacion.
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Ademas que los valores de LSC y LIC incluyen el valor del 100% como se

puede observar en la tabla 29 y en el grafico 13 siguiente:

103
- N
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< n
=]
- N [ |
0 101 1
(1}
=
-
5 100 N N "
==
o9 1
N
o5 : :
1 2 2
Niveles
Nivel 1 = 90% Nivel 2 = 100% Nivel 3 = 110%

Grafico 13. Representacion Gréfica de los Intervalos de confianza para cada uno de los

niveles de concentraciéon

En base a todos los resultados obtenidos se determina que el método es

preciso y exacto.
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3.1.5 REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

La Repetibilidad y Reproducibilidad se evalla a partir de la preparacion de 6
ensayos con pesos independientes a partir de placebos cargados representantes a
la concentracion del 100%. Estos ensayos se deben efectuar por dos analistas en

dos dias diferentes, bajo las mismas condiciones ya establecidas para el analisis.

Analito

Acetaminofén < .

% Farmaco Promedio

99.95
100.62
] 99.70
Dia 1 99.82 99.99 0.656 0.656
100.82
99.01
100.10
100.07
) 101.00
Dia 2 100.54 100.10 0.652 0.651
99.80
99.08
99.56
99.58
Dia 1 99.85 100.04 0.621 0.621

100.59
99.61
101.02
99.41
99.51
) 100.69
Dia 2 99.90 99.98 0.666 0.666
100.91
99.44

Tabla 30. Porcentajes de Recobro para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad del

Analista 1

Analista 2

método.

De acuerdo a los datos obtenidos en la tabla 30 se determina que el CV es
menor al 2%, cumpliendo con el criterio de aceptacion establecido y que se
encuentra reportado en la tabla 31, ademas de que todos los porcentajes caen
dentro del intervalo de 98-102% de recobro.
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Repetibilidad Ccv < 2%

Andlisis de Varianza Fcal<F

Reproducibilidad

(modelo anidado) critica(a=0.05,gl)

Tabla 31. Criterios de aceptacién establecidos para Repetibilidad y Reproducibilidad

Al graficar los datos obtenidos en base a los porcentajes de recobro se
observa en el grafico 14, que los intervalos establecidos son my semejantes entre
los dias y los analistas, ya que todos los intervalos incluyen el 100%, lo cual indica
gue entre los datos de los diferentes dias asi como los datos de los dos analistas no

existe una diferencia significativa.

101.0

100.0 + — -

% Recobro

= } } t
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Analista 1 Analista 2

Gréfico 14. Porcentaje de recobro de dos analistas en dos dias diferentes

Por ultimo para determinar si en verdad existe o no una diferencia entre los
datos obtenidos del porcentaje de recobro de los analistas y los dias, se utiliza un

analisis de variancia tomando en consideracion lo siguiente:
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Hipotesis:
o Ho: Analista 1 = Analista 2. No hay diferencias significativas en los resultados
obtenidos por los dos analistas.
o Ha: Analista 1 # Analista 2. Si hay diferencias significativas en los resultados
obtenidos por los dos analistas (Los resultados obtenidos por el analista 1 son

diferentes a los obtenidos por el analista 2).

Criterios de aceptacion:
o SiF calculada < F critica no se rechaza Ho y por lo tanto el no hay diferencias
significativas entre los resultados de los analistas.
o Si F calculada = F critica se rechaza Ho y por lo tanto hay diferencias

significativas entre los resultados de los analistas.
El andlisis de variancia se realiza con el Modelo de disefio anidado, para esto

se utilizdé el programa estadistico Statgraphics Centurion XVI. Obteniéndose los

siguientes resultados:

Cuadrado

Sumade

Fuente de

variacion  Cuadrados Medio Foeritica
Analista 0.0080667 1 0.00807 0.34 18.51
Dia(Analista) 0.0476 2 0.02381 0.06 3.49
Residuo 8.4341 20 0.4217
Total
(corregido) 8.490 23

Tabla 32. Analisis de Variancia del disefio anidado para evaluar la reproducibilidad.

A partir de los datos obtenidos en la tabla 32, se determina que los valores de
fealculada tanto para los analistas como para los dias son menores que el valor de la
foritica, cumpliendo con el criterio de aceptacién establecido anteriormente (véase

tabla 31) para ambos casos.

En base al andlisis realizado a los datos obtenidos por los analistas en
diferentes dias de trabajo se establece que el método es reproducible entre analistas

y repetible entre dias.
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3.1.6 TOLERANCIA

La tolerancia se evalud realizando la estimacion de la concentracion de 6
ensayos de muestras de placebos cargados al 100%, a partir de los cuales se
obtuvieron sus absorbancias en dos espectrofotometros diferentes, el mismo dia de

analisis. Los resultados se muestran a continuacion en la tabla 33.

Espectro . M9 mg 8 o
Adicionados Recuperados Recuperacion

9.889 9.824 99.341
9.940 9.850 99.091

1 9.926 9.886 99.596
9.918 9.868 99.493
9.918 9.842 99.227
9.933 9.846 99.122
9.889 10.285 104.007
9.940 10.480 105.428

5 9.926 10.542 106.214
9.918 10.453 105.391
9.918 10.330 104.150
9.933 10.373 104.429

Tabla 33. Resultados de los porcentajes recuperados a partir de las lecturas obtenidas de

cada uno de los espectrofotometros.

Suma de Cuadrado F o
et Cuadrados Gl Medio calculada el
Modelo 94.9106 1 94.9106 235.73 4.965
Residuo 4.0263 10 0.40263

Total
(Corr) 98.9369 11

Tabla 34. Andlisis de Variancia para los datos obtenidos para la prueba de Tolerancia

Como se observa en la tabla 34 se muestra el analisis de variancia realizado
para la prueba de tolerancia y observamos que el valor de f calculada es mayor que
su valor de f critica, en base a estos resultados se determina que si existe diferencia
significativa entre los datos obtenidos de las concentraciones estimadas a partir de

las absorbancias obtenidas de dos espectrofotometros diferentes.
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3.2 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
ACETAMINOFEN EN PERFILES DE DISOLUCION

3.2.1 ADICIONES ESTANDAR

El método de adiciones estandar tiene como objetivo evaluar el sesgo de
cuantificacion, expresado como error, en un método de analisis. La metodologia es
atil en la validaciéon de métodos analiticos cuando se desconocen los excipientes

contenidos en la matriz.

Para la metodologia de Adiciones estandar se utilizé el medicamento establecido por
la COFEPRIS como de referencia (Tylenol® Caplets) ?”). Se somete a una prueba
de dilucion en el aparato 2 de la USP (paletas), ver anexo 1V, al medicamento de
referencia tomando 5 puntos antes del tiempo de saturacién, en este caso se

manejaron 2, 4, 6, 8 y 10 min.

Para la realizacion de la prueba se prepara una curva de calibracion pesando 64 mg
de estandar de Acetaminofén el cual se disuelve en 15 ml de NaOH 0.1N, se vierte
la solucién anterior en un matraz aforado de 50 ml. Se toman alicuotas de 2, 4, 6,8y
10 ml y se colocan en un matraz aforado de 50 ml respectivamente. Se lleva a la
marca de aforo con NaOH 0.1N. Se toman alicuotas de 1 ml de cada concentracién
de la curva y se colocan en un matraz aforado de 25 ml realizando esto por

sextuplicado para cada concentracion de la curva.

Se coloca una tableta del medicamento de referencia Tylenol® Caplets en un vaso
del aparato 2 de la USP de paletas previamente llenado con 900 ml de HCI 0.1 Ny
se deja en agitacion durante el tiempo designado. Se filtra aproximadamente 200 ml
del medio y se toma 1 ml del filtrado y se colocan en los 6 matraces aforados de 25
ml de cada una de las concentraciones de la curva, se lleva a la marca de aforo con
NaOH O0.1N. Este procedimiento se realiza para cada uno de los tiempos

seleccionados.
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3.2.1.1 LINEALIDAD

Se determina a partir de los datos obtenidos de la experimentacion propuesta
para Adiciones Estandar y a continuacion en la tabla 35 se muestran los datos
obtenidos para evaluar la linealidad del método.

Conc. Adicionada  Conc. Recuperada Porcentaje

Sistema

(mcg/ml) (mcg/ml) Recuperado
1.955 1.959 100.22
1 1.955 1.946 99.54
1.955 1.924 98.42
3.911 3.947 100.92
2 3.911 3.925 100.36
3.911 3.890 99.48
5.866 5.867 100.02
3 5.866 5.849 99.72
5.866 5.816 99.15
7.822 7.814 99.89
4 7.822 7.814 99.89
7.822 7.824 100.03
9.77 9.792 100.23
5 9.77 9.726 99.55
9.77 9.757 99.87

Tabla 35. Resultados de linealidad obtenidos a partir de Adiciones Estandar para la

validacion del método de Perfiles de Disolucion.

12

10

y=0.9993x - 0.0038
R? = 0.9999

Conc. Recuperada (mcg/ml)
()]

o T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Conc. Adicionada (mcg/ml)

Gréfico 15. Representacion grafica de los datos obtenidos para linealidad del método.
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Como se puede observar en el grafico 15 se muestra la relacion lineal que

existe entre la concentracion adicionada y la concentracion recuperada.

RESULTADOS DE LA REGRESION

C.V. 0.4794
Coef correlacion
multiple 0.99993
Coef
determinacion R? 0.99993

Pendiente (m) = 0.9993
Inferior 95.0% Superior 95.0%
0.9945 1.0041

Intercepto (b) = - 0.0038

Inferior 95.0% Superior 95.0%
-0.0352 0.0275

Tabla 36. Resultados del analisis de regresion obtenidos a partir de los datos de linealidad
del método.

Con los resultados obtenidos en el analisis de variancia y en los intervalos de
confianza que se muestran en la tabla 36, se evidencio estadisticamente que existe
una relacion lineal entre la concentracién recuperada y la concentracion adicionada

de Acetaminofén.
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3.2.1.2 PRECISION Y EXACTITUD

Como se puede observar en la tabla 37 se muestran las concentraciones
adicionadas para cada uno de los tiempos de disolucion seleccionados, asi como las
respectivas concentraciones recuperadas; ademas se incluye el porcentaje de
recobro y se presentan los parametros estadisticos para determinar la precision y

exactitud del método.

2 1.959 100.223 0.223
4 1.946 99.536 -0.464
6 1.955 1.924 98.423 -1.577
8 1.981 101.352 1.352
10 1.885 96.403 -3.597
2 3.947 100.924 0.924
4 3.925 100.359 0.359
6 3.911 3.890 99.475 -0.525
8 3.880 99.209 -0.791
10 3.886 99.358 -0.642
2 5.8670 100.017 0.017
4 5.8109 99.061 -0.939
6 5.866 5.8112 99.066 -0.934
8 5.8494 99.717 -0.283
10 5.8161 99.148 -0.852
2 7.814 99.893 -0.107
4 7.768 99.311 -0.689
6 7.822 7.814 99.892 -0.108
8 7.751 99.086 -0.914
10 7.824 100.031 0.031
2 9.792 100.157 0.157
4 9.813 100.371 0.371
6 9.777 9.808 100.322 0.322
8 9.726 99.482 -0.518
10 9.757 99.794 -0.206

Tabla 37. Resultados de Precision y Exactitud obtenidos a partir de Adiciones Estandar para

la validacion del método de Perfiles de Disolucion.

De igual manera en la tabla 37 puede observar que el coeficiente de variacion
de cada uno de los tiempos a las concentraciones establecidas estd dentro del

criterio de aceptacion (C.V. £ 2%), excepto en le caso del tiempo de 10 min para la
- n
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concentracion adicionada de 1.955 mcg/ml lo cual puede deberse a las variaciones

de la muestra obtenido a partir del filtrado de la prueba de disolucion para ese

tiempo.

Por normatividad, el método es exacto ya que el intervalo de recuperacion
oscila entre 98 y 102%, ademas de que el coeficiente de variacion para todos los
tiempos y concentraciones utilizadas es menor al 2%, en base a esto se determina
gue el método es preciso y exacto para todas las concentraciones y para todos los

tiempos de disolucion utilizados.
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3.2.2 INFLUENCIA DEL FILTRO

Para la evaluacion se realizaron 6 ensayos a partir de placebos cargados al
100%, de una muestra sin filtrar, y 6 ensayos de una muestra filtrada utilizando cada

uno de los filtros descritos a continuacion:

Para el desarrollo de la validacion de contenido Quimico se utilizaron filtros:
% Papel Filtro 24 Ashless. Circulos de 90 mm de didmetro, cant No.
1442090
Para el desarrollo de la validacion de perfiles de disolucion se utilizaron los
siguientes filtros:
¢ Filtros para el aparato 2 de la USP (paletas): Full Flow Filliers 10um
% Filtros para el aparato 4 de la USP (celda de flujo continuo): Glass
Microfibre Filters GF/C Circulos de 24 mm de diametro. Cant No.

1822024.

Determinar que no exista adherencia del farmaco a alguno de los diferentes

filtros utilizados, los resultados se muestran a continuacion en la tabla 38.

Solucidn sin
Filtrar 50.6999 50.7047 99.9905
Ful Fll%w Filliers | 54 8705 50.8826 99.9801 0.0104
um
Glass Microfibre
Filters GF/C 50.8049 50.8292 99.9521 0.0384
Papel Filtro 24
Ashless 50.7824 50.8114 99.9429 0.0476
Criterio de aceptacion El % retenido no debe ser mayor al 2%

Tabla 38. Resultados del porcentaje retenido para cada uno de los filtros utilizados en la

validacion de los métodos analiticos.

En base a los resultados obtenidos en la tabla 38 se puede determinar que los

filtros utilizados cumplen con el criterio de aceptacion, al ser los porcentajes
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retenidos inferiores al 2%. Con esto se determina que el filtro no afecta de ninguna

manera la cuantificacion del analito de interés.

3.2.3 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Para evaluar la estabilidad de la muestra se realizan 6 ensayos con pesos
independientes a partir de placebos cargados al 100%. Se comparan los porcentajes
recuperados a las 0, 2 y 5 hrs de las mismas muestras. Se determina el porcentaje

de analito estable.

Los resultados obtenidos a los tiempos de monitoreo se muestran a

continuacion en la tabla 39.

0 100.65 100 1.837
2 100.25 99.61 1.644
5 100.13 99.5 1.858

Tabla 39. Resultados de la Prueba de Estabilidad del Acetaminofén en NaOH 0.1N

Se evallo la estabilidad Unicamente durante 5 hrs ya que es el tiempo
maximo en el cual se manipulaba y trabajaba con la muestra. Durante el tiempo de
analisis de las muestras se observa, en base a la tabla 39, que no existe diferencia
significativa entre los porcentajes de recuperacion entre los tiempos de monitoreo,
tomando como referencia los valores del CV. Esto con base a la tabla 40 la cual

plantea como parametro que el CV debe ser menor al 2%.

Cv < 2%
Prueba t de Student | t ca <t ¢riica (0=0.05, gl)

Tabla 40. Criterios de validacién para la prueba de Estabilidad de la muestra.

Para comprobar lo anterior se determina la t caculada que de acuerdo a los
parametros de validacion establecidos debe ser menor que la t cqica l0S valores
obtenidos se presentan en la tabla 41 y se comparan los resultados obtenidos.
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0 0.8492
2 0.3677
5 0.1697

2.571

Tabla 41. Comparacién de los valores t cal y t critica para cada uno de los tiempos de

analisis.

Como se observa en la tabla 41 los valores de t caculada Para cada uno de los

tiempo de monitoreo es menor al valor de t .ica demostrando asi que el analito

conserva su integridad fisicoquimica y la concentracién después de almacenarse por

5 hrs a una temperatura de trabajo de 26°C.
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4 CONCLUSIONES

Se estableciéo un método analitico, asi como las condiciones de andlisis que
permitieran la cuantificacion de Acetaminofén en tabletas utilizando

espectrofotométrica UV-vis.

Se demostr6 que el método cumple con los pardmetros de linealidad,
precision, exactitud, repetibilidad y reproducibilidad estipulados por las diferentes

Guias de Validacién tanto para Contenido Quimico como para Perfiles de Disolucion.

Se determiné la aplicabilidad del método de analisis multivariado de MCP el
cual permitié cuantificar al analito de manera precisa y exacta a las condiciones de
analisis ya establecidas en placebos cargados y muestras provenientes de
diferentes formulaciones (formulacién experimental y Medicamento de Referencia

Tylenol Caplets).
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ANEXO I. VALIDACION DEL METODO (DILUCIONES)

El método analitico desarrollado y validado fue realizado para tabletas de
Acetaminofén de 500 mg/tab, utilizando para contenido quimico placebos cargados
de Acetaminofén y para perfiles de disolucion se utilizaron tabletas de Acetaminofén
de 500 mg de dos formulaciones diferentes:

o Formulacion experimental (véase pagina 41, Linealidad del Método)

o Medicamento de referencia (Tylenol Caplets).

Se realizaron tres diluciones debido a que la cantidad de Acetaminofén era
excesiva, a continuacion se presenta la validacion de las diferentes diluciones

realizadas.

Validaciéon de la Dilucion 0.5 ml en 10 ml realizada en los Perfiles de Disolucién

Se pesaron 109.72 mg de estandar de Acetaminofén los cuales se disuelven
en 40 ml de NaOH 0.1N. Una vez disuelto el estandar se colocan en un matraz

aforado de 50 ml, llevando a la marca de aforo.

Se toman alicuotas de 2, 4, 6, 8 y 10 ml, colocando cada alicuota en un

matraz aforado de 25 ml.

A partir de las 5 concentraciones anteriores se realizan las diluciones de 2 ml

en 25 ml por triplicado para cada una de las concentraciones.

A continuacién se muestran en la tabla 42 las concentraciones obtenidas, las

cuales se encuentran representadas en el gréafico 16.
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Conc. Conc.

Sistema | Adicionada Recuperada
(mcg/ml) (mcg/ml)

4.38

1 ' 4.37

4.36

4.28

8.53
2 8.55 8.57
8.60
12.81
3 12.83 12.82
12.82
16.95
4 17.11 16.92
16.98
21.34
5 21.38 21.35
21.34
Tabla 42. Resultados de la Concentracién Adicionada y la concentracion Recuperada para

la Dilucion 0.5 ml en 10 ml.
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Gréfico 16. Representacion grafica de la Concentracion Recuperada contra la Concentracion

Adicionada.
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Fuente de Sumade Promedio de F E critica
Variaciéon cuadrados | los cuadrados calculada
Regresion 1 524.169 524.169 172179.27 3'43295
Residuos 13 0.0396 0.00304

Total 14 524.208

Tabla 43. Resultados del andlisis de Variancia realizado a partir de los datos obtenidos de

la dilucion 0.5ml en 10 ml, con un nivel de significancia del 95%.

Validacién de la Diluciéon 0.5 ml en 50 ml realizada en los Perfiles de Disolucién

Se pesaron 436.91 mg de estandar de Acetaminofén los cuales se disuelven

en 25 ml de NaOH 0.1N. Una vez disuelto el estandar se colocan en un matraz

aforado de 50 ml, llevando a la marca de aforo. Se toman alicuotas de 2, 4, 6, 8y 10

ml, colocando cada alicuota en un matraz aforado de 25 ml.

A partir de las 5 concentraciones anteriores se realizan las diluciones de 0.5

ml en 50 ml. A continuacion en la tabla 44 se muestran las concentraciones

obtenidas, las cuales se encuentran representadas en el grafico 17.

Conc.

Conc.

Sistema| Adicionada Recuperada

(mcg/ml)

(mcg/ml)

1 6.811

6.858
6.850
6.849

2 13.623

13.510
13.514
13.513

3 20.434

20.322
20.360
20.360

4 27.246

27.171
27.176
27.175

5 34.057

33.980
33.963
33.980

Tabla 44. Resultados de la concentracion Adicionada y la Concentracion Recuperada para

la Dilucién 0.5 ml en 50ml.
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Gréfico 17. Representacion grafica de la Concentracion Recuperada contra la Concentracion

Adicionada

Fueptg Eje gl Suma de Promedio de F E critico
Variacion cuadrados | los cuadrados calculada
Regresion 1 1383.343 1383.343 585397.77 | 1.227E-31
Residuos 13 0.0307 0.00236

Total 14 1383.37

Tabla 45. Resultados del analisis de Variancia realizado a partir de los datos obtenidos de la
diluciéon 0.5ml en 50 ml, con un nivel de significancia del 95%.

Validacion de la Dilucién 2 ml en 25 ml realizada para Contenido Quimico

Se pesaron 109.72 mg de estandar de Acetaminofén los cuales se disuelven
en 40 ml de NaOH 0.1N. Una vez disuelto el estdndar se colocan en un matraz
aforado de 100 ml, llevando a la marca de aforo. Se toman alicuotas de 2, 4, 6, 8y
10 ml, colocando cada alicuota en un matraz aforado de 25 ml.

A partir de las 5 concentraciones anteriores se realizan las diluciones de 2 ml
en 25 ml. A continuacion en la tabla 46 se muestran las concentraciones obtenidas,
las cuales se encuentran representadas en el grafico 18.
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Tabla 46.

Conc.

Sistema  Adicionada
(mcg/ml)

1 6.83

Conc.

Recuperada
(mcg/ml)

6.996
6.973
6.999

2 13.66

13.772
13.770
13.789

3 20.49

20.518
20.549
20.472

4 27.32

27.112
27.127
27.167

5 34.15

34.161
34.188
34.187

Resultados de la concentracion Adicionada y la Concentracion Recuperada para

la Dilucién 2 ml en 25 ml.
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R?=0.9999

y =0.9917x + 0.1976
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Gréfico 18.

Representacion grafica de la Concentracién Recuperada contra la Concentracion

Adicionada
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Promedio de

Fueptg gle S sl los F cal F critica
Variacion cuadrados
cuadrados
Regresion 1 1376.4904 1376.4904 146821.26 | 9.838E-28
Residuos 13 0.1219 0.00938
Total 14 1376.612

Tabla 47. Resultados del andlisis de Variancia realizado a partir de los datos obtenidos de

la dilucion 2 ml en 25 ml, con un nivel de significancia del 95%.

En los graficos 16, 17 y 18 para cada dilucién se observa la tendencia lineal
de los datos asi como los resultados de la pendiente (m = 1), la ordenada al origen

(b = 0) y el coeficiente de determinacién (r* > 0.99). Para todos los casos se cumplen
con los criterios de linealidad.

También se realizo un analisis estadistico para los valores obtenidos de cada
dilucién, los cuales se muestran en las tablas 43, 45 y 47; como se observa en las
tablas, los valores de Fcaculaga SON mayores a los valores de la Feritica cumpliendo con

otro criterio de linealidad para la validacién para las diluciones.
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ANEXO Il. PUREZA DE LA MATERIA PRIMA

Para la preparacion de los placebos cargados se utilizo la Materia Prima
Acetaminofén DC, para realizar los calculos necesarios para la preparacion de los

placebos cargados se determiné la pureza de la materia prima Acetaminofén DC.

Para esto se preparan dos ensayos, el primero con materia prima y el

segundo con estandar de Acetaminofén, siguiendo el procedimiento siguiente:

Se pesan aproximadamente 23 mg de Acetaminofén y se disuelven en 80 ml
de NaOH 0.1N, una vez disuelto el Acetaminofén se coloca la solucién en un matraz
aforado de 250 ml y se lleva a volumen. Tomar con una pipeta volumétrica de 6 ml
una alicuota y depositarla en un matraz aforado de 25 ml, se lleva a volumen con

NaOH 0.1N. Se leen las muestras a 257 nm en el espectrofotdmetro UV-vis.

Para el célculo de la pureza se parte de la Ley de Beer:

A=€glC

Donde:

» A — Absorbancia

» ¢ — Coeficiente de Absortividad
» | —Longitud de la Celda
>

C — Concentraciéon del Analito

Teniendo dos ecuaciones para cada muestra:

Aestandar = Eacetaminofen | Cestandar

Awvp = €acetaminofen | Cvp

Igualando las Ecuaciones:

Acstandal/ Cestandar = €acetaminofen = AMP/ CMP
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Despejando:

Cwp = (AMP X Cesténdar) I Aestandar

Sustituyendo:

Cwp = (1.3778 x 22.194 mcg/ml) / 1.5537

Cwvp = 19.6812 mcg/ml

Pureza = 88.94%
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ANEXO Ill. MONOGRAFIAS DE EXCIPIENTES Y PRINCIPIO ACTIVO

Celulosa microcristalina PH 102.

El Avicel® PH 102 HFE es un nuevo excipiente obtenido por un proceso
similar al “Spray-Drying” denominado “Co-Spray-Drying”, en el cual se agrega por
atomizacion una soluciébn coloidal de manitol a los cristales de celulosa
microcristalina; dicho proceso involucra un incremento de temperatura por la
aplicacion de aire caliente o gas que ayuda a recuperar la mezcla de manitol-
celulosa microcristalina como un coprocesado a manera de polvo. La composicion
final de la mezcla contiene un 10% de manitol aproximadamente 2. A continuacién

se puede observar en la figura 6 una fotografia de la celulosa microcristalina.

=100 pm~+

Figura 6. Fotografia de Celulosa Microcristalina PH 102. Fotografia magnificada 200x ©2.

En comparacién a los grados tradicionales de celulosa microcristalina, el
Avicel PH 102 como se observa en la figura 6, es un coprocesado que tiene ventajas
significativas que pueden resolver problemas frecuentes en la formulacion de
mezclas para compresion directa, ademas, se ha reportado que cuenta con una

sensibilidad al lubricante mucho menor ©?,

-2
Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C



Crospovidona

Crospovidona es un polvo de color blanco a blanco-crema, finamente dividido,
de libre flujo practicamente insipido, inodoro o casi inodoro, higroscépico; como se

puede observar a continuacion en la figura 7.

Figura 7. Imagen de Crospovidona (Polyplasdone XL-10) ©¥.

Método de Obtencion.

El Acetileno y formaldehido, se hacen reaccionar en presencia de un gran
activo catalizador para formar butinediol, que se hidrogena a butanodiol y
cyclodehydrogenated para formar butirolactona.

La Pirrolidona se produce haciendo reaccionar butirolactona con amoniaco.
Esto es seguido por una reaccion de vinilacion en la que la pirrolidona y acetileno
reaccionan bajo presion. El mondmero vinilpirrolidona A continuacion se polimeriza
en solucién, usando un catalizador. La Crospovidona se prepara en un proceso

denominado "polimerizacién de palomitas de maiz".

INCOMPATIBILIDADES
La Crospovidona es compatible con la mayoria de los ingredientes
farmacéuticos organicos e inorganicos. Cuando se expone a un alto nivel de agua, la

crospovidona puede formar aductos moleculares con algunos materiales.
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Supertab 14 SD (Spray dried lactose)

La lactosa es un disacarido natural producido a partir de la leche de vaca y el
cual contiene aproximadamente 4.6% de lactosa, correspondiente a
aproximadamente 38% de los solidos secos, se usa ampliamente en la industria
farmacéutica para la fabricacion de comprimidos, polvos y aerosoles, es un
disacarido formado por una unidad de galactosa y otra de glucosa, también es
constituyente de todas las leches precedentes de mamiferos, su produccion a
niveles industriales usa como materia prima a los sub productos generados en la

produccién de quesos ¥,

La a-lactosa monohidratada se emplea comunmente como diluente-
aglutinante de tabletas, pero también a partir de ésta se obtiene a la lactosa “Spray
Dried” (lactosa SD); en su manufactura una dispersién de pequefos cristales de
lactosa amorfa son atomizados sobre cristales de a-lactosa monohidratada (80-85%)
unidos a lactosa amorfa (15-20%). La adicion del amorfo de lactosa proporciona
mejores propiedades de compactibilidad. Tras este proceso se obtienen particulas
de forma muy esférica, esta caracteristica le proporciona a la Lactosa SD las buenas

propiedades de flujo.

Este compuesto esta especificamente disefiado para compresion directa, y es
particularmente conveniente para ingredientes activos que no comprimen bien. Es
usado en una proporcion aproximada del 15% sobre la cantidad total de la
formulacién y a veces es preferida en combinacion con celulosa microcristalina,

dependiendo de las propiedades fisicas y fisico-mecanicas del ingrediente activo.

Debido a su solubilidad, es menos probable que la lactosa “spray dried”
monohidratada provoque un incremento del tiempo de disolucién in vitro del principio
activo de la tableta. La compresibilidad de la lactosa “spray dried” no es afectada por

la humedad y posee una baja sensibilidad al lubricante sobre la compresién ¢,
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Estearil Fumarato Sodico

Sinénimos: Acido fumarico, éster octadecilo, sal de sodio; Pruv, monoestearil

fumarato de sodio.

Descripcion: el Estearil fumarato de sodio es un polvo fino blanco con
aglomerados de piso, de particulas en forma circular, a continuacién se muestra en

la figura 8 la estructura de las particulas del estearil fumarato de sodio.

Figura 8. Fotografia de Estearil Fumarato de sodio. Magnificada a 300x ©%.

Estearil fumarato de sodio se presenta en una forma pura y suele ser de valor
cuando el lubricante estearato-tipo menos puro es inadecuado debido a la
incompatibilidad quimica. Estearil fumarato sédico es menos hidrofébico que el
estearato de magnesio o acido estearico y tiene un menor efecto de retardo en la
disolucion de la tableta en comparacion con el estearato de magnesio.

Método de obtencion: el alcohol esteérico se hace reaccionar con anhidrido
maleico. El producto obtenido de esta reaccion se somete a un paso de
isomerizacion seguido por la formacion de la sal para producir Estearil fumarato de
sodio.
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Certificado de analisis de Acetaminofén DC 90

¥ | Zhejiang Kangle Pharmaceutical Co,Ltd.
Kangle Buidling, Mo.112 Maanchi Roed({West), Wenzhou, Zhejiang, China
= Tel: +86-577-8552 0260 HES2 3436 Fax: +B6-577-8851 6775
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| Identification A [.ﬂc:mrmln-:-pﬁ'c":ﬁ Camply I'-.'I.utl'.ut.i UEP F.l:ﬁ‘_‘.rnnn stamdard
B {starch) i [adire T.5, Produges violes o blue color
Waner 1. 7% 10842204
Free-P-Aminephens] h . <1 0ppm llilpp:n'. biax
Residue an [gnitiog 0.07% | 0.20% max
Heavw Metals (P <|Opom <1 0ppm
Aszay 21 1024 BT.5%-92, 5% Anhydrous asis)
Bulk density o 05 76gfem” 0.5-085gem’
Sieve tesl [cumulative); _ - _
L3A12 O 5% Max Beinined
LLEs20 17.6% %% Wlin Retainsd
10,5440 65.1% 45% Min Retnined
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The Acetaminophen used in the manufcharing of Acetarinophen DC comply with EPGLISP3 |

Signature:
hualﬁt:_f_é-':l* . ApPprover P

La materia prima de Acetaminofén DC 90 Coarse utilizado en la preparacion de los
placebos cargados, fue donada por DVA Mexicana S.A. de C.V.
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ANEXO IV. APARATO Il DE LA USP (PALETAS)

Este aparato consiste en un vaso de vidrio u otro material inerte y
transparente con tapa, un motor, un dispositivo giratorio y una paleta. A continuacién
en la figura 9 se muestran las especificaciones que debe tener la paleta utilizada en

el aparato 2 de acuerdo a la USP.

Diametro de

i 8.4 a 10.7 mm

NOTAS [

(1) Las dimensionas Ay v

B no deben variar en g

més de 0.5 mm cuan-
do esta piera se gira
sobre el aje

() Las tolerancias son de
%+ 1,0 mum, @ mencs
que se indique lo
contrario.,

Radio 1.2 + 0,2 mm

[ [ I ]

I—i 74,0 nvm a 75,0 mm 4—]

Figura 9. Esquema de la paleta del aparato Il de la USP

i
!
I/
Radio 41,5 mm 7!7 [ !
l
|
i

El vaso debe estar inmerso en un bafio de agua o enchaquetado de manera
que permita que la temperatura del medio contenido por el vaso sea de 37+5°C
durante toda la prueba; a su vez, la tapa retarda la evaporacion. La transparencia del

vaso permite visualizar el proceso de desintegracion de la forma.

El vaso cilindrico con un fondo semiesférico de distintas dimensiones
dependiendo de la capacidad del mismo: si el vaso es de 1 litro, la altura es de 160-
210 mm y el diametro interno es de 98-106 mm; si la capacidad es de 2 litros, la
altura va de 280-300 mm y el diametro interno también de 98-106 mm; si la
capacidad es de 4 litros, la altura va de 280-300 mm vy el didmetro interno de 145-

155 mm.

A continuacion se muestra en la figura 10 la imagen del aparato Il de la USP.
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Figura 10. Aparato Il de la USP

Ninguna parte del aparato o de su entorno debe ser fuente de vibracion,
movimiento o agitaciébn que no sea la proporcionada por el elemento rotatorio del
mismo. La excentricidad del dispositivo giratorio no debe ser mayor de 2 mm del eje
vertical central del vaso ni a menos de 2.5 cm del fondo del vaso y la velocidad de
agitacion elegida no debe variar mas alla de + 4%. La paleta y el elemento giratorio
deben ser de acero inoxidable tipo 316; a menos que se especifique lo contrario. La
distancia entre el fondo interno del vaso y el fondo de la paleta se mantiene a 25 + 2

mm durante la prueba como se muestra a continuacion en la figura 11.

.

Punto de

muestreo

+— YVaso

N [—<J250m

Figura 11. Esquema de los parametros de agitacion para el uso de paletas en el Aparato Il.

Este método es utilizado para productos de liberacion oral inmediata (IR),
controlada (CR), extendida (ER) y retardada (RR). La forma farmacéutica utilizada
generalmente es una tableta la cual se coloca libremente en el vaso antes de
comenzar la prueba.
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ANEXO V. DEFINICIONES

» Absorbancia. Grado de absorcion de la luz o de otra energia radiante a su
paso a través de un medio.

» Analito. Componente especifico de una muestra del que se desea conocer
la cantidad o presencia.

» Concentracién. Cantidad del farmaco presente en el medicamento
expresada como peso/peso, peso/volumen o unidad de dosis/volumen.

» Soluciones de Calibracién. Conjunto de concentraciones que describen el
intervalo en el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

» Intervalo. Concentraciones incluidas entre la concentracion superior e
inferior del analito, para las cuales se ha demostrado que el método es preciso,
exacto y lineal.

> Ley de Beer. Ley que afirma que la absorbancia es directamente
proporcional y lineal a la concentracion de la especie absorbente.

» Método Analitico. Descripcion de la secuencia de actividades, materiales y
criterios que se deben cumplir al llevar a acabo el andlisis para un componente
especifico de la muestra.

» Muestra. Porcion del material a evaluar.

» Placebo. Muestra que contiene todos los componentes de un producto a
excepcion del analito.

» Placebo cargado. Muestra que contiene todos los componentes de un
producto y al cual se le adiciona una cantidad conocida del analito.

» Perfil de disolucion. A la determinacion experimental de la cantidad de
farmaco disuelto a diferentes tiempos, en condiciones experimentales controladas, a
partir de una forma farmacéutica.

» Validacion del método analitico. Proceso por el cual se demuestra, por
estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la

aplicacién analitica deseada.
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ANEXO VI. ABREVIATURAS

AINE Antiinflamatorio No Esteroideo

APAP Paracetamol o Acetaminofén

Cant. Cantidad

CIVIV Correlacion in Vitro - in Vivo

CNQFB Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos
Coef. Coeficiente

COFEPRIS Comisién Federal Para la Proteccién Contra Riesgos Sanitarios
Conc. Concentracion

cm. Centimetros.

Cv Coeficiente de Variacion.

F cal Valor calculado correspondiente a la Distribucién F de los datos.
F critico Valor critico de la distribucion F, encontrado en tablas.
FDA Foods and Drugs Administration.

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

al Grados de Libertad

hrs Horas

IC. Intervalo de confianza

ICH International Conference Harmonization

LIC Limite inferior de confianza

Lt Litros

LSC. Limite superior de confianza

M Concentracion molar

max. Maximo

mcg Microgramo

mg Miligramos

min. Minutos

mi Mililitro

MPC Minimos Cuadrados Parciales

N Concentracion Normal

nm Nanometros

- T 100
Rosa Isela Aranda Gonzalez FES-C



LEDEFAR

NOM
pH
pKa

rpm

SCB
SCN
Sol.
uv
Vis
Vol.

Norma Oficial Mexicana

indice de acidez

Logaritmo negativo de la constante de disociacion
Coeficiente de determinacion
Revoluciones por minuto

Desviacion Estandar

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico
Sistema Nervioso Central

Solucién

Ultravioleta

Visible

Volumen
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