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1. OBJETIVO

Desarrollar una solucibn inyectable de Clorhidrato de
Tiamina la cual mantenga su potencia terapfutica y no presente
precipitado o color indeseable durante su vida de anaquel.

II. INTRODUCCION

La vitamina B; en solucifn inyectable, esta influencia-
da por una gran varfedad de factores que afectan su-estabilidad;
dichos factores pueden ser: reacciones hidrolfticas en medio
Scido, la oxidacién, presencia de impurezas y las condiciones
del medio ambiente. . L

La presencia de &stos factores, implican la degradacifn
del Clorhidrato de Tiamina; tal es el caso del rompimiento del
anillo de tiazol de Clorhidrato de Tiamina el cual da lugar a la
formacifn de soluciones coloidales de sulfuro y otros ﬁroductos
de degradacibn que bajo la influencia de la témperatura, 1a_§re—
sencia de 1mpurezas y las condiciones durante su almacenaje, se
presenta como partfculas en suspensifn o la formacifn de un sedi
mento (4, 15, 26 ). -

Considerando 8stos factores, es necesario desarrollar
una solucifn inyectable de Vitamina B; estable, que no sufra de-
gradacifn, cambio de color o formacifn de precipitado, cuando se
almacena bajo ciertas- condiciones; para 8ste propésito-ser&‘necg
sario adicionar ﬁiversos‘agentes estabilizantes a las soluciones
de Clorhidrato de Tiamina, con el fin de inhibir la degradaci®n
de la misma.

Una vez que se hayan elaborado las soluciones inyecta -
bles de Clorhidrato de Tiamina, serdn sometidas a Pruebas Acele-
radas de Estabilidad a diferentes temberaturas s+ 35°c, 45°c ,
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60°C y 70°C, y las muestras serdn analizadas a determinados tiem
pos por un Método Analitico Indicador de Estabilidad adecuado.

Mediante &ste estudio se podr& seleccionar las soluciones in~
yectables de Clorhidrato de Tiamina mis estables; para que poste
riormente se decarrolle el Estudio de la Seleccifn del Conserva-
dor m&s adecuado, el cual se realizari con las soluciones inyec-
tables de Clorhidrato de Tiamina mds estables (elegidas en el Es
tudio del Agente Estabilizante)l; las cuales se probar&n con dife
rentes conservadores y asimismo serfn sometidas a Pruebas Acele-
radas de Estabilidad bajo las mismas condiciones de temperatura
ya establecidas; y asi obtener una solucifn de Vitamina B; esta-
ble.

Con los valores obtenidos se elaborarin grfficas de concentra
cifn contra tiempo para cada temperatura, con el fin de conocer
el Orden de la ReacciSn.

Una vez conocido el Orden de la Reaccifn se determinarin los
valores respectivos de la constante de degradacifn k, para cada
caso; y en base a &stos datos elaborar la gr&fica de Arrhenius a.
partir de la cual ser8 posible determinar el tao de la solucidn
inyectable de Clorhidrato de Tiamina.
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GENERALIDADES
CLORHIDRATO DE TIAMINA.

F8&rmula Desarrollada. (21)

S CH2CHZOH

B HC1
3HC N\ 'Hz
u ]
N //” CHE/’g H3

—

e

Nombres qufmicos y sinSnimos.

3-[34—Amino-2-meti1—5-p1rimidini1) metil] S5~ (2~hidroxi--
etil)-4-metil tiazolio cloruro, monoclorhidrato,

Vitamina B1 Clorhidrato.
Cloruro de Tiamina - Clorhidrato.
Aneurina, Clorhidrato de.

F8rmula Condensada : 012H18012N4OS .
Peso Molecular s 337.28

Propiedades Fisicas.
Descripcifn

Cristales blancos pequefios o polvo cristalino, usualmen-
te tiene un olor caracteristico ligero, sabor amargo.



Cuando se expone al aire, el producto anhidro r&pidamente

absorbe cerca del 4% de aqua.

b)

c)

Solubilidaa.

Un gramo se disuelve en 1 ml de agua; 1 en 18 ml de gii
cerina, 1 en 100 ml de alcohol al 95%, 1 en 315 ml de
alcohol absoluto.

Descomposicibn a 248°C (Punto de Fusibn).
Incompatibilidades.

Incompatibilidad con cloruros, flcalis y sales alcali =-
nas incluyendo carbonato de magnesio, citrato de sodio, ©i
trato de amonio, bases alcaloidales, tales sustancias al -
calinas producen una base de Tiamina inestable. Incompati-
ble con sales de fierro, cobalto y cobre; amortiguadores -
de fosfatos y gluconatos.,

Precipita con yoduros, carbonatos, bicarbonatos, aceta-
tos, borato de sodio, fenobarbital s6dico y solucifn de =
Powler~s.,

Espectro de Absorcifn En etanol exhibe méximos a
al Ultravioleta 233 nm (E 1% , 1 cm 380)
267 nm (E 1% , 1 .-cm 240)

En &Scido sulffirico exhibe-
mé&ximos a 247 nm (E 1% , -
1 cm 253) y una inflexi6n-
cerca de 260 nm
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(B)

«)

Identificgcicn. (18)

Una reaccién con Acido picrol8nico para formar un precipi
tado insoluble en agua.'Se'formgn cristales especificos
de la vitamina B; ; los cuales se observan a una amplifi-
cacién de 400. La sensibilidad de la reaccifn es de
0.0062 mcg/ml y lfmites de dilucibn de 1:150,000.

A 5 ml de una solucifn de Clorhidarto de Tiamina (conteni
nido 50 mg) se afiade 10 ml de una solucifn de’trinitrofe-
nol, se forma un precipitado el cual se seca a 105°C du-
rante 30 minutos. El punto de fusifn de este precipitado
se encuentra arriba de 207°C; con descomposicifn y obscu-
recimiento.

A 10 ml de una solucifn que contenga 20 mg de Tiamina
Clorhidarto se le afiaden 2 ml de &cido ac&tico dfluido y
1.6 ml de hidr8xido de sodio 0.1 N. La solucifn se calien
ta durante 30 minutos en un bafio de agua y se enfria a
temperatura ambiente. Se afiaden 5 ml de una soluci8n de
hidr&xido de sodio 0.1 N, 10 ml de una solucifn de ferri-
cianuro de potasioc al 1% y 10 ml de alcohol n-butflico;
la mezcla se agita vigorosamente durante 2 minutos, Cuan-
do se expone la capa alcohSlica a la luz ultravioleta se
produce una interisa fluorescencia de color azul.



1.9 CINETICA DEL FARMACO , (4)
En ausencia del oxfgeno ,
hidroliticas

Tiamina

Tiamina

las reacciones de tiamina son
. La naturaleza de la reaccibn depende del pH del -
medio . Las reacciones m&s probables son las siguientes :

~d +
N CHE-“ CH3
Tiamina Acidos fuertes » ' I
>
N s
HBC OH

CHZCHZOH

OXITAMINA
Acido y " CH,0H N CH4
= i
. s
N
H,C NH
3
2 CHZCHzoﬂ
Toxopirimidina (4- 4-metil=S5~-tiazol eta
amino «2«metil-5-- nol o S5-hidroxietil-
pirimidina metanol. 4-metil tiazol.
’/’ CH,NH,, o cn
Bisico N \ Q§b,/ 3
. +
\" A
H3C NH, HS CH_CH_OH

2772



1.10 FUNCION EN EL ORGANISMO. (8)

I.a tiamina funciona como una coenzima en la forma de -
tiamina pirofosfato (1); y simultSneamente con otras vitaminas B:
&cido a~ lipSico, niacina (NAD), riboflavina (FDA) y el &cido
pantoténico en reacciones que involucran la descarboxilacifn de-

a~cetodcidos.

Tiamina + ATP ——————p Tiamina Pirofosfato + AMP (1)

Las reacciones m&s importantes son las siguientes :

Descarboxilacién de &cido pirfivico —————p Acetil Co.A (2)

Descarboxilacién de a-cetoglutarato ————p Succinil {3)
Co.A

Las enzimas que catalizan estas reacciones es la tiami

na pirofesfato y las carboxilasas.
La tiamina pirofosfato es un cofactor esencial interme

diario en el metabolismo de carbohidratos; esta involucrada en -
el Ciclo de los Acidos Cftricos y en el Ciclo de Embden-Meyerhof,

1.11 FARMACODINAMIA.

La tiamina se absorbe f&cil y completamente cuando se-
administra por via subcutd&nea o intramuscular; pero cuando se ad
ministra por vfa oral, la absorcién intestinal es limitada, per-

di&ndose una parte por las heces del 20 al 258,
Parte de la tiamina absorbida es almacenada principal-

mente en el higado, cerebro, riiion y coraz8n especialmente en
forma de pirofosfato de tiamina , pero la capacidad de almacena-



miento es limitada, pues cuando usa el aportamiento de la vita-
mina los sintomas de deficiencia se desarrollan en 2 a 3 sema -~
nas parcialmente en el organismo y se excreta el resto.

Esta excrecidn depende de la qosis y el estado de deficien -
cia del organismo, si existe carencia, el organismo retiene la-

vitamina.
1.12 EFECTOS TOXICOS.

No ocurren efectos nocivos cuando la tiamina es ad -
ministrada a ratones en cantidades mayores a la dosis terap&u -
tica. Sin embargo,en raras ocaciones pueden producirse trans -
tornos por sensibilizacifn alérgica cuando se administra 50 mg
por via intravenosa, en estas circunstancias, se ha producido -~
un cuadro de shock anafilfctico, que algunas veces ha llevado a
la muerte por administracibén de 100 mg.

- Dosis t8xica intravenosa 125 a 350 mg.
- Dosis T6xica oral es 40 veces m&s alta.
- DL (50) en ratones 3g/kg.

1.13 USOS TERAPEUTICOS Y PLAN DE ADMINISTRACION.

El uso principal de la tiamina es para prevenir o cu -
rar el beriberi o la deficiencia de tiamina.

El beriberi es caracterizado por la acumulacidn de
Scido pirfivico y dcido l8ctico en la sangre y deterioro de los-
nervios cardiovasculares y el sistema gastrointestinal. Esto
ocacionalmente se ve en alcoholismo crénico y en una mala nutri

cibn.
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En la deficiencia grave de tiamina o beriberi cl&sico ; el -
empleo de esta vitamina ha revolucionado el tratamiento ; los pa
cientes curan rSpidamente y los resultados son espectaculares ,-
tanto en la forma neurftica , cardfaca o cardiopatfa de origen -
dietético , como en la cerebral .

Conviene comenzar por la vfa oral 50 a 100 mg diarios para -
pasar , cuando los sfntomas mejoren , a no ser que hayan trans -~
tornos gastrointestinales , a la oral , siendo suficientes de
los 10 a 25 mg diarios hasta la desaparicién de los sintomas.

En la llamada polineuritis alcoh8lica ; la del embarazo y la
neuritis de la pelagra , que obedecen todas a las misma causas ,
estd indicada en la administraci&n de Clorhidrato de Tiamina , a
la dosis usuales .
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1.14 SINTESIS. (23)

La vitamina consiste de dos anillos, una porcibn pirimidi-
na y una porcién tiazol unidos por un puente metileno,

La vitamina se puede sintetizar de la siguiente forma:

El acrilato de etilo se calienta con alcohol etflico for -
mando el &ster g-etoxipropi&nico (1) el cual es condensado en la-
presencia de sodio met&lico con &cido f6rmico para formar el enol
de etil sodioformil-g-etoxipropionato (2) luego es condensado con
acetamidina para dar el 2-metil-S5-etoximetileS5~hidroxipirimidina
(3) . Este compuesto es tratado con oxicloruro fosforoso de tal mo
do que reemplaza el OH del carbono 6 por Cl, y por la reaccidn re
sulta un derivado de Cloro; que con amoniaco el Cl es reemplazado
por NH2. Finalmente tratando el producto anterior con HBr; se pro
duce el 2-metil-5-Bromometil-6~aminopirimidina Bromhidrato (4).

La porcidn de tiazol de la molecula de. tiamina se puede
formar de la siguiente manera : El acetoacetato de etilo es trata
do con 8xido de etileno y da el acetil butiril lactona (5) cuando
reacciona con cloruro de sulfuril, para dar el cloroacetil butiro
lactona. Este compuesto es descarboxilado cuando se calienta con
&cido clorhfdrico, desprendiendo C02 y produciendo Cloroacetopro-
panol (6}). Este cuando es condensado con tioformamida da el tia -
zol, 4-metil-S—~hidroxietiltiazol (7}.

La etapa final de este proceso es la combinacifn de la pi-
rimidina y el tiazol para dar un haloideo ﬁnetal-halégeno).Esta -
es una simple adici®n de un haloideo alquil (bromopirimidina)} pa~-
ra dar una amina terciaria (el tiazol) esto se efectda r&pidamen-
te por induccifn de los 2 compuestos simultSneamente en un disol-
vente adecuado., La vitamina bromobromhidrato es obtenida y trans-—
formada en el compuesto..de .cloro correspondiente, la tiamina pre-
cipita con cloruro de plata y reemplaza el bromo y se forma el
Tloruro de Tiamina Clorhidrato (8).
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REACCIONES DE SINTESIS PARA EL CLORHIDRATO DE TIAMINA

CH,=CHCQOC_H Alcohol etflico
2 270G »

Acrilato de Etilo

CZHSOCH2CH2COOC2H5 1)

Ester-B-etoxipropiSnico

[o] oc
R ::: ”~
CZHSOCHZCHZCOOCZHS CH202 f
(o4
/\
NaOCH CH2002H5
Enol de etil sodioformil

~8=etoxipropionato

2“5

2)
Ester—-B8-etoxipropidnico

. N

Enol de etil sodioérl ?HZ Na — CH 5 ‘
B - - ____-———'

formil—-B~etoxipro ;+ H,C f ‘ cH OoH (3)

pionato NH \\\ N

. Acetamidina CZHSOCHZ
OH

2-metil-S5-etoximetil~5-hi-

droxipirimidina
N CH
2-metil~S5-etoximetil-~-5- POC1 \\\ 3
hidroxipirimidina,. luego NH3 l (4)
' 1 . .
: uego HBr BrcH? N
NH, . Br

2-metil-5~-Bromometil 6-
Amino-pirimidina Bromhi
drato



0o = CCH3

CH,COOC_H

2

275

Aceto acetato de Etilo

Acetil Butiril Lactona

y-Cloro-y~Acetil

Propanol

2«metil-5-
Bromometil
-6-aminopi
rimidina
Bromhidrato
+
4-metil=5-
(B-hidroxi-
etil)Tiazol

s

Z=—Z

12

O = CCH3
cuc?®
| o (s)

CHZCH2

Acetil butiril lactona

ClCHCHZCHZOH

202°%2 ' O=CCH (6)
luego =-CO - 3

Y-Cloro-y-Aetil propanol

HOCH,CH, SW
H —» ]i_lu (1)
) CH, :

2

Tioforma- 4-metil-5-(B-hidroxietil}tiazol

Condensar
Luego AgCl

ida

HOCH _CH: s N CHy
2CH, \” i \r
Lu"\ I 2ca”
o, cH 4 N N
+

NH3

Cloxuro de Tiamina Clorhidrato
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2, ESTABILIDAD

2.1 ESTABILIDAD (15,16,19) .

La evaluacisn de la estabilidad de un producto farma -
céutico se divide en un estudio qufmico y en un estudio ffsico
de las formulaciones; en verdad no existe una divisidn absoluta.

El conocimiento de la estabilidad fifsica de una formu-

lacibdn es muy iniportante por lo siguiente:

1. Un producto farmacButico debe aparecer reciente, elegante y
profesional; no debe presentar residuos de materia en el
anagquel. Cualquier cambio ep'la apariencia fisica; como la
disminucifn o cambio de color, puede causar que el paciente
o el consumidor pierda confianza.en el producto.

2, Algunos productos requieren ser acondicionados en conteneﬂg
res de dosis multiple., El contenido de dosis del ingredien-
te serd uniforme.

3. La actividad del ingrediente activo debe ser apro&echada
por el paciente; un cambio f£fsico puede hacer que el mediwa

mento no sea disponible al paciente.
Las causas quimicas de' la degradacifn de una formulacibn

se clasifica de la siguiente formas

a) INCOMPATIBILIDAD

Existen reacciones indeseables entre 2- ¢ m#s f&rmacos
como resultado de una incompatibilidad ffsica, quimica o terapég

tica.
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Una incompatibilidad se define como una interaccifn fisica o
qufmica entre 2 o m#s fdrmacos; cuando existen cambios posterio-
res visibles .y reconocibles, como puede ser la formacidn de un
precipitado Qrueso-obscuro o un cambio de color.

Una incompatibilidad qufmica se define como una reacciGn en
la cual no ocurre un cambio visible.

Una incompatibilidad terapButica se define como una interac-
cifn farmacolSgica indeseable entre 2 o m#&s componentes la cual

puede :
1. Potenciar los efectos terap&uticos de los componentes.
2. Destruir la efectividad de uno o mfs de los componentes.

3. Manifestar una reaccifn t8xica en el paciente.

B) OXIDACION-REDUCCION .

La descomposicidn oxidativa de compueStos farmacéuticos
es la responsable de la inestabilidad de un nimero considerable
de préparaciones: por ejemplo, las vitaminas.

Con frecuencia, pero no siempre, es la adicidn de oxfge-
no o remocifn de un hidrS8geno. Cuando el oxIgeno molecular estd
involucrado en la reaccifn se conoce como Autooxidacifn y esta
ocurre espoht&neamente y un poco lenta a temperatura ambiente.

La oxidacifn o la p&rdida de electrones de un Stomo, fre
cuentemente involucra radicales libres y subsecuentemente reac -

ciones en cadena; so0lo una pequeinia cantidad se requiere para in;

ciar una reaccifn en cadena.
La presencia de trazas -de metales pesados como iones cﬁ;

prico, crémico, ferrosc y férrico; catalizan reacciones de oxida
cifn. Por consiguiente; afiadiendo agentes quelantes en el agua :
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libres de metales .pesados y trabajando con un equipo de manufac-—
tura especial, reduce la influencia de metales pesados enh una
formulacién.

El uso de antioxidantes puede inhibir 1la oxidacién, protege o
inhibe las cadenas de radicales Iibres que inducen la descomposi
ciBn; el efecto de los antifoxidantes es dispersar las cadenas
formadas durante el proceso de propagacifn para proveer un &tomo
de hidr8geno o un electrfn para los radicales libres y recibi&n-
do el exceso de energfa posefda por la mol&cula activa.

C) HIDROLISIS

Existen productos farmac8uticos que contienen 8steres o
grupos funcionales @steres o amidas, las cuales sufren hidré -
lisis en solucifn: ejemplo de estos f4rmacos son: los anest8si-
cos, antibiGticos, vitaminas y- barbitdricos,

Cuando la hidrBlisis ocurre, la concentracifn del prin-
cipio activo décrece; mientras que 1a concentracidn de descompo
sicibn se incrementa.,

El efecto de este cambio sobre la velocidad de la reac-
cibn depende del orden de la misma.

Los métodos para mejorar la estabilidad de los productos
que sufren este tipo de degradaci®n son 1los siguientes 3

1. pH

Como varias reacciones hidrolfticas son catalizadas por
iones hidronio e hidroxilo, el pH es un factor importante en la
determinacifn de la velocidad de la reaccidn.

El intervalo de pH de mfnima descomposicifBn ( o m#xima
estabilidad ) depende del ifn que tenga el mixfmo efecto sobre la
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reaccién .
2. TIPO DE DISOLVENTE .

Un reemplazo parcial o completo del agua por un disolvente
de baja constante dielé&ctrica generalmente causa una considera--
ble disminucién en la velocidad de hidr6lisis del &ster . Ejem--
plos : etanol , glicoles , manitol , etc .

3. COMPLEJACION .

Las velocidades hidrolfiticas nueden ser diferenciadas por-

dos vias :

a) Formacibn de un complejo especialmente estérico o polar .,

b) Puede ser afectado por la influencia electrSnica del agente-
acomplejante , el cual puede alterar la afinidad del i6n car

bonilo del &ster .
4. SURFACTANTES .

Los surfactantes no iénicos , catifnicos y ahiﬁnicos esta-
bilizan el farmaco contra catédlisis b&sica .

5. MODIFICACION DE LA ESTRUCTURA QUIMICA .

Si se anaden ciertos sustituyentes a la cadena alquil o ar
cil de &steres alifdticos o aromiticos o del anillo de benceno -
de &steres causa una disminucifén en la velocidad hidrolftica .
Esto es posible si se atribuye a un efecto estérico y / o efecto

polar del grupo sustituyente .
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D) RACEMIZACION .

la racemizacifén o el proceso de cambio de un compuesto o

en una mezcla Spticamente activa conforme a las formas dextro -
¢ a%) y levo ('17) es un factor para la estabilidad farmac8utica.

En general , la racemizacifin sique cinética de primer or
den y depende de la temperatura , disolvente , cat&flisis y la

presencia o ausencia de luz .
La racemizaci®n aparece y depende del grupo funcional

que tiene el Atomo de carbono asimétrico , tendiendo a acelerar-

el proceso .

E)  DESCARBOXILACION .

La descarboxilacifin se refiere a la pérdida de di8xido -
~ de carbono de una sustancia quimica como el &cido carboxflico .
La degradéciGn a través de la descarboxilacifn usualmen=-
te no se encuentra en Farmacia . En este tipo de reacciones se -
requieren altas energfas de activacifn ( 25 a 30 Kcal ) .

F) FOTOLISIS .

Un firmaco puede ser afectado quimicamente por radiacio-

nes de una longitud de onda particular si :
1. Absorbe radiacifn a esa longitud de onda .
2. La energfa excede en un principio .

La radiacifn ultravioleta que tiene un amplio nivel de -
energfa es la causa de muchas reacciones de degradacién,

La velocidad de la reaccifn puede ser afectada por la in
*tensidad de la Iuz , la longitud de onda de la luz , la medida ,
l1a forma , la composicibén y el color de los contenedores .
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G) RADIACION DE IONIZACION

La radiacifén ionizante, particularmente de rayos gamma
se usan para la esterilizacifn de ciertos productos farmacSuti-
cos, la dosis usual de esterilizacifn raramente causa aprecia -
ble degradacifn qufmica. -

En general las formulaciones que se encuentran en esta
do s8lido son mds resistentes a la degradaciftn de radiacifn
ionizante.
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2.2 EVALUACION ACELERADA DE LA ESTABILIDAD

a) SUSTANCIA FARMACEUTICA

Las muestras sfSlidas y en solucifn se someten a varias

pruebas, para establecer el efecto del calor, luz, oxigeno y es

tabilidad del pH de las sustancias farmacButicas.

1. ESTABILIDAD FRENTE AL CALOR

La estabilidad frente al calor de una sustancia farma-

c8utica, tiene mayor influencia en su forma fIsicz del producto

inyectable.
Los f&rmacos que no son estables en solucidn, requie -

ren ser almacenados en refrigeracifn o ser liofilizados.

Una sustancia farmac&utica puede adquirir el siguiente
programa de egstabilidad frente al calor:

Se pesan exactamente las muestras de la sustancia far-

macButica, se colocan en contenedores adecuados (ejemplo: ampo-

lletas) y se efectdan las siguientes variaciones:

Se adiciona a la sustancia farmacéutica una humedad del S%

a)

(ejemplo. el agua).
b} Se equilibra el f&rmaco a una humedad relativa del 75%.
c] - Se cubre el espacio de la ampolleta éon_atm&sfeta de nitrd

ageno o argén (previo al sellado).

Las ampolletas se sellan y se ¢colocan a varias condicio~

nes de tempexatura.
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Las muestras se brueban, de acuerdo al esguema de la Tabla
{1} . El1 investigador seleccionarf el tiempo y las mejores condi
cionea bara utilizar la informacifn adecuada. Las muestras a re
frigeraci8n y a temperatura ambiente sirven como controles para
el érocedtmiento de valoracisn y con frecuencia se prueban solo
si se ha observado una péfrdida a altas temperaturas’ :

TABLA (1}
buraci&n (Semanas)
Temperatura °C 1 2 3 '8
REFRIGERACION (X) . (X) . (X) (X)
TEMPERATURA AMBIENTE - (xy (X) (x) (x)
55 ox x X X
75 X X : X X
95 X X X x

* .
Los par&ntesis indican la salida de las muestras sin valorar.

2, ESTABILIDAD FRENTE A LA LUZ

El efecto de la luz sobre la estabilidad fisica o qufmi
ca de un firmaco se examina para determinar si se requiere la
protecci8n a la luz de la sustancia farmac&utica solamente en
la forma de dosificaci8n final. Los cambios de estabilidad pue-
den ocurrir en un cambio d;.color, precipitacifn, cambio de pH
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o descomﬁosicidn. Aungue no se demueatran m&todos para 1s extxa
_polacifn de los datos de eatabilidad acelerada a la luz'a las
condiciones normales de la luz.

Las muestras de una sustancia farmacéutica se colocan en una
caja petri abierta para exponer una superficie amplia.

Los controles se colocan en contenedores resistentes a la
luz como: el vidrio &mbar, envoltura de aluminio o cajas de car
t8n; una solucifn o suspensifin de un firmaco se empaca en ampo-
lletas claras y protegidas de la luz, las muestras se colocan
en un anaquel de dimensiones especfficas provisto de un monitor
de temperatura y un tragaluz, las muestras serd3n expuestas du -
rante 4 semanas y se examinar&n semanalmente.

Si ocurre un cambio de color perceptible, cambio de pH © pre
cipitaciﬁn_de un s6lido o una solucifn en ampolletas claras el
coméueSto puede considerarse potencialmente sensible a la luz.

Los cambios significativos pueden ser una limitacifn a la es
tabilidad fisica de un f&rmaco en estado seco o en la formula -
cién, fgual.-si la estabilidad qufmica no es afectada significa-
‘tivamente.

3. EFECTO DEL OXIGENO

Para estudiar el efecto del oxfgeno de una sustancia
farmac8utica o bien de una solucifn de una sustancia farmac8u -
tica. Las muestras se colocan en ampolletas, previo al sellado
el esﬁacio de 1la ampolleta es evacuado y purgado con un gas
inerte como el arg®dn o el nitrfgeno. Se usan muestras con aire
como controles positivos. Las muestras. se colocan a 75°C duran-
te una semana ﬁara despu&s ser analizados.

El efecto de la oxidacifn es m&s notable cuando se usan



22

cantidades pequefias de fArmaco. La oxidacifn significativa pue-
de ser evidente por pérdida de 1la potencia, o cambfo de color.

Los siguientes métodos se “uUsan para reducir o eliminar la
oxidacifén de preformulacidn.

aj Purgando la solucifn o suspensifin y el espacio del contenge
‘dor con-un gas inerte como el nitr8geno o el argbn.

b} Uso de antioxidantes como bisulfito de sodio, sulfito de
sodio y sulfoxilato formaldehido de sodio.

cl ‘Uso de'COmplejantes como edetato de sodio, el cual sirve
para complejar iones de trazas de metales, capaces de ace-
lerar las reacciones oxidativas.

aj Uso de contenedores bien sellados como ampolletas, evitan-
do el umo de viales de d6sis mGltiple.

4o PERFIL DE pH-ESTABILIDAD

Se desarrolla con muestras en solucisn entre pH 2 a 12
a una temperatura elevada seleccionada. Se preparan soluciones
de referencia, cerca de la- concentraci&n deseada del producto ;
usando soluciones amortiguadores dentro del intervalo de pH se—~
leccionado y envasado en ampolletas. Las muestras se colocan en
un baifio de temperatura entre 55 a 95°C durante 2 semanas. Nueva
mente el afre de-la ampolleta es reemplazado con nitrSgeno o ar
adn ﬁara eviatr cualquier efecto oxidante.

A intervalos preseleccionados, las muestras se sacan y
se valoran por un procedimiento que separa ‘el fdrmaco principal
de los productos de degradacifn. Y se qrafican los datos.
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5. ESTUDIOS DE AUTOCLAVEADO

Ya que el autoclaveado es un medio preferido de esteri-
lizaci8n de soluciones, se har4& una determinacifn anticipada de
autoclaveado. Las ampolletas que contienen soluciones a un inter
valo de bn préviamente'establecido se exponen a condiciones de
autoclaveado‘a 121°Cc a 30 psig durante 20, 30, 45 y 90 minutos.
Los puntos superiores del tiempo se usan para forzar la degrada
cifén, Los dapos de la valoracifn se registran al mismo tiempo
con la evaluacifn del cambio de color, pH y contenido de partf -
culas de materia. ’
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3. PRODUCTOS PARENTERALES (15 , 19 )

Un producto parenteral puede definirse como una solu -
ci8n o suspensifén estéril que es acondicionado de una manera
adecuada, para ser administrada por vfa hipod&rmica.

3.1 DESARROLLO DEL PRODUCTO
1. TIPO DE VEHICULOS.
ACUOSOS

La mayorfa de los productos inyectables son administra
dos en solucifin acuosa por la compatibilidad fisiolSgica Qdel
agua con los tejidos del cuerpo. Adicionalmente,la alta constan-
te dieléctrica del agua hace posible disolver electrSlitos
ionizables; y su puente de hidr8geno facilita la solucibn de

alcoholes, aldehidos, cetonas y aminas.
El agua es el disolvente de preferencia para preparar

parenterales, la cual debe ser fresca y libre de pir&genos.
Otros requerimientos incluyen no m&s de 10 partes por
millén (ppm) de s8lidos totales, un pH de 5.0 a 7.0, ausencia de
cloruros, sulfatos, calcio, iones amSnico y di6xido de carbono y
1lfmites para metales pesados y material orgéinico (taninos, lig -

ninas).

MISCIBLES CON EL AGUA

Los cosolventes son empleados en aquellos sistemas en
la cual una solucifin acuosa.es totalmente inadecuada por razones
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qufmicas o fIsicas. Aunque estos disolventes miscibles con agua
son usados en productos parenterales; principalmente para mejo-
rar la solubilidad del f&rmaco, también sirven como estabiliza-
dores para aquellos flrmacos que se dagradan por hidr8lisis.

Los disolventes mfs comunes incluyen la glicerina, alcohol
etflico, propilenglicol y polietilenglicol 300 y.400.

NO ACUOSOS. Los fdrmacos gue son insolubles en sistemas acuosos
y son con frecuencia incorporados en aceites vegetales, como el
cacahuate, s8samo, mafz y olivo. Las soluciones inyectables
oleosas son solo administradas intramuscularmente.

2. SUSTANCIAS ARADIDAS.

las sustancias afiadidas como antioxidantes, amortiguado-
res, agentes quelantes, agentes antimicrobianos, agentes solubi
lizantes y agentes gque ajustan la tonicidad frecuentemente se
incorporan en f8rmulas parenterales, para proporcionar seguri -
dad, eficacia y formas de dosificacién elegantes.

Las sustancias afiadidas no deben ser t&xicas (en la can~
tidad administrada al paciente), no deben interferir con el
efecto terapSutico, ni con la valoraci6én de la actividad tera -

p8utica del componente.
a) AMORTIGUADORES .

Una preparacifn farmacéutica puede sufrir cambios de pH
durante su almacenamiento, como consecuencia de las reacciones
de degradacifn del producto, la interaccifn con los componentes
del contenedor ( ej: vidrio o pléstico) o la disolucién de ga -

ses y vapores.
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Para evitar estos problemas es necesario la adicifn de sus -
tancias amortiguadoras con el fin de resiatir el cambio de pH.

Un sistema amortiguador puede ser cualquier base d6bil y la
sal de una base d8bil o un #cido débil y la aal de un &cido
débil; el cual deberi mantener el pH del producto a un valor es-
table. Los sistemas m&s comunes para productos inyectables son :
acetatos, citratos, fosfatos y glutamatos.

b) ANTIOXIDANTES.

Muchos fdrmacos en solucifn estfn sujetos a degradacibn
oxidativa. Tales reacciones son influenciadas por radicales li -
bres o por el oxfgeno molecular y con frecuencia involucra la
adicifn de oxfgeno o remocidn de hidr&geno. La descomposicién
oxidativa es catalizada por iones met&licos, hidrSgeno e hidroxi
lo.
Los agentes que tienen un potencial de oxidaciSn bajo
se llaman antioxidantes; tales agentes son afiadidos a soluciones
parenterales ya sea solos © en combinacifn con un agente quelan-

te u otro oxidante y funcionan por diversos caminos:

1. Por blogueamiento de una reacciSn oxidativa en cadena, los
cuales no son consumidos usualmente,
2. Preferentemente son oxidados y se consumen gradualmente.

Con frecuencia un simple antioxidante, no puede ser eficien-
te para proteger totalmente al producto; por lo que se encontr8
que ciertos compuestos (ejem: #Hcido asc8rbico y Acido cftrico )
actfian como sinergistas, de manera que'incrementan la eficiencia
de los antioxidantes, particularmente aquellos que bloquean las
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reacciones oxidativas.

<) ANTIMICROBIANOS .

Los agentes con actividad antimicrobiana son adicionados
a las preparaciones que son envasadas en contenedores de dosis
m@ltiple; en el caso de gque se trate de un agente bacteriostlti~
co (el antimicrobiano no serf afiadido o tambi&n en el caso gue

la monograffa lo prohiba).
Los antimicrobianos son adicionados también a soluciones

de dosis Ginica ( las cuales no gon esterilizadas en la etapa fi-
nal de su manufactura) . En el caso de preparaciones de dosis
mdltiple, el agente microbiano es un bacteriostitico el cual
inhibe cualquier microorganismo introducido accidentalmente,
mnientras se retira la dosis. Los agentes antimicrobianos también
pueden servir como auxiliar en el proceso as&ptico del producto
(jeringas) donde el producto puede ser expuesto durante las ope

raciones de transferencias, envasado y tapado.
Los agentes antimicrobianos son exclufdos especificamen-

te en soluciones inyectables de gran volumen, los cuales se usan
para’ proporcionar flufdos, nutrientes o electr8litos.

d)  TONICIDAD.

Las soluciones isot8nicas ejercen la misma presifn osm8~
tica del plasma de la sangre; otras soluciones pueden ejercer
menos presifn osmbtica del plasma (hipot8nicas) © mayor presifn
osméStica (hipert&nicas). Las células rojas de la sangre (eritro
citos) se hinchan cuando se introducen en soluciones hipot8 -
nicas, asimismo las c&lulas rojas pueden perder agua y contraer
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se (deshidrataci8n).
En una solucifn de cloruro de sodio al 0.9% las c&lulas man-

tienen su tono, de manera que la solucifn es isotSnica con los
eritrocitos humanos.

La administraci8n de una soluci8n hipertfnica ser& lenta pa-
ra permitir la dilucién en la sangre. En algunos casos las solu-
ciones inyectables pueden producir dolor, por lo cual ser& nece-
sario adicionar un anest@sico local.
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4. VALIDACION DE UN METODO ANALITICO. (3, 9, 20)

La capacidad de un procedimiento analftico se evalGa de-
terminando una o m3s de sus caracteristicas funcionales. Con el-
prop8sito de conocer sus posibles desviaciones y ver como lo
afectan. Para validar un mé&todo analftico es necesario conocer :
la Especificidad, Linearidad, Precisifn y Exactitud.

4.1 ESPECIFICIDAD.

En estabilidad, un mé&todo analftico es especffico si al
determinar sus mediciones, &stas se deben solo a la sustancia -
por analizar y no a otras sustancias que esté&n presentes en el -~

producto.

El m&todo analftico se considera validado bajo el si
guliente criterio:

No debe presentar interferencias con los excipien ~
tes del producto.,

La valoraci8n no tendr8 interferencias con los pro-
ductos de degradaci®n.

No'debe presentar interferencias de contaminantes o
impurezas de sfntesis.

4.2 LINEARIDAD.

Es una medida, del grado en el cual la curva de calibra

ci®n analftica se aproxima a una lfnea recta o el grado en el

cual la sensibilidad es constante.
Esta lfnea se obtiene al graficar; el nfimero de mues

tras obtenidas en el procedimiento de referencia. La l1lfnea tiene
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una pendiente (b) cercana a la unjdad y un intexcepto a'}a orde~
nada (a) de cero: y todos los puntos caer&n sobre 1a -l1fnea.

X - relaciona las concentraciones de las muestras.

Y ~ relaciona los valores de las sefiales usadas para
derivar esa concentraci®n.

En este caso Sse presentaila ecuacidn :
¥ = X

donde ( ¥) resulta de la prueba del método y (X) resul-
ta del método de referencia, y asi obtener la siguiente ecuacifn:

Y = a + bx

Idealmente los resultados estar8n correlacionados y el
coeficiente de correlacién (r} ser8& igual a la unidad.

4.3 PRECISION Y EXACTITUD

La precisifn y la exactitud determina simult&neamente
el error de una determinacifén individual. Y su magnitud es uno de
los criterios m#s importantes para juzgar un procedimiento anali-
tico y as? obtener una opini6n vilida de los resultados.

4.3.1 CATEGORIA DE ERRORES EN QUIMICA ANALITICA.
a) Errores al azar (indeterminados), la causa son medicio

nes imprecisas, y por eso se imponen medidas de preci-
8ibén o imprecisibn.
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b) Errores sistem@iticos (determinados) los resultados estan en
té&rminos de la exactitud.

4.3.2. PRECISION.

La precisifn se refiere a el grado de concordancia de
mediciones repetidas de una misma propiedad y se expresa en té£
nminos de Repetibilidad y Reproducibilidad.

Aa) REPETIBILIDAD.

Se expresa como la concordancia entre los resultados su
cesivos obtenidos con el mismo m&todo bajo las mismas condicio-
nes (analista, aparatos, laboratorios y tiempos).

B) REPRODUCIBILIDAD.

Se expresa como la concordancia entre los resultados in
dividuales obtenidos con el mismo m&todo pero bajo condiciones-—
diferentes (analigtas, aparatos, laboratorios y tiempos).

4.3.3 EXACTITUD.

La exactitud se define como el gradeo de .concordan -
cia entre el promedio de los resultados obtenidos experimental-

mente y el valor verdadero.
La exactitud de un M&todo Analftico se puede deter-

minar por el Mé&todo de Adicién o por M&todo de Recobro.
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1. METODO DE RECOBRO

Se realiza con placebos cargados y consiste en la adicifn
de una cantidad conocida del principio‘activo a una mezcla de
excipientes del producto y despu8is se valora esta mezcla. Los re -
sultados obtenidos se comparan con el resultado esperado.

2. METODO DE ADICION.

Este m&todo consiste en valorar antes la muestra, después
se le adiciona una cantidad conocida del principio activo y se
vuelve a valorar la mezcla. La diferencia entre los resultados de
las dos valoraciones se comparan con la respuesta esperada. Ambas
cantidades ser&n idénticas, pero debido a la presencia de errores
al azar, generalmente esto no ocurre; los procedimientos menciona-
dos pueden ser examinados por diferentes caminos:

A) Se pueden comparar las pendientes de la regresifn lineal ob -
tenida dn la curva de calibracifn de la sustancia de referen-
cia; con el propSsito de observar si ambas difieren significa
tivamente o si la sensibilidad es diferente.

B) Se pueden comparar los resultados obtenidos de la adicidn con
los obtenidos en la determinacifn directa.

MEDIA.

Se define como la suma de todos los valores de una poblacidn
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o muestra, dividida entre el ndmero de valores gque se sumaron.

n.
T x
i=1
n

DESVIACION ESTANDAR.

Es la ralz cuadrada de. la (suma de los cuadrados de las des -
viaciones individuales resultantes de.la media), dividida entre-
el nimero de resultados menos uno.

n
r O x, - x )2
im1 i
S =
n - 1

COEFICIENTE DE VARYACION.

Expresa -la desviacifn estindar como un porcentaje de la media.
La f6rmula est& dada por:

cwV. = <=2 (100)
: X

ERROR ESTANDAR.

Es una medida de la variabilidad de la media. Estadfsticamen-
te es igual a la desviacitn estfndar de los datos, dividida por-
VN , donde N es el ntmero de muestras.

s =

—S_
b4 W
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LIMITE DE CONFIANZA.

L.C. = (Estimador) (Coeficiente de Confiabilidad) (Erxor estan-
dar) .

3. HIPOTESIS.

En la prueba de hip6tesis se trabaja con dos hip&tesis-
que se deben enunciar explfcitamente. La primera es la hip6tesis
gue debe probarse, conocida como la hipStesis nula y que se de -
signa con el simbolo H  y en general se establece con el propé -
sito de ser desacreditada. En el proceso de prueba, la hipStesis
nula se rechaza o bien no se rechaza.

Si la hip&Stesis nula no se rechaza los datos proporcio-
nan evidencia suficiente que provoque el rechazo. Si la prueba -
rechaza, se concluird que los datos no son compatibles con la - -
h1p6tesis nula, pero son apoyo de alguna hip6tesis que se conoce
como hipStesis - alternativa y que se designa como Hp .

" Para determinar si la técnica es exacta o no se estable
cen las siguientes hip8Stesis :

HipStesis nula Ho H >u = ug
Hip6tesis alternativa Hy 1 u # Hg

La decisifn de rechazar o no rechazar la hip8tesis nula
depende de la magnitud de prueba y se determina con el estadigra
fo " t " expresado por:.
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Donde :
X = pPromedio de los porcientos de recuperacifin de las -
muestras.
¥ = Parfmetro que representa el valor real del porcenta-
je de recobro.
S/NTT = Error estindar .

La decisifn por lo que respecta a cuales valores van hacia
la regifn de rechazo y cuales a la regibén de aceptacigp se toman
con base en el nivel de significacifn deseado que se designa por

a e
Para evaluar la hip8tesis con un error de tomar una deci -

sién equivocada a = 0.05 .

PRECISION .

La evaluaci8n de la repetibilidad se efectfia mediante el cil-
culo de la desviacibn estindar del conjunto de gdatos.

Par; inferir la variabilidad.a partir de los datos muestrales
se emplea una estadfstico de prueba Ji Cuadrada (x*) .

(n - 13 (s?)
2

%

x2 calculado =

Nﬁmerq de observaciones de muestras independientes.

s? = varianza muestral.

03 = Es el pardmetro que nos representa la variabilidad -
del m&todo, llamada varianza poblacional.
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Dado que la variacifn debe ser menor al 2% ; se eﬁtablecen

las siguientes hipBtesis .

L]
g
v
o
L)
[=]
N

Hy

y una regibén de rechazo o aceptacifn de a = 0.05 .

Se determina el intervalo de confianza del 95% para la es-
timacifn de o , para evaluar dentro de que intervalos se locali-
za el valor verdadero del par@metro, mediante la siguiente ex -

presibn :
(n - 1) s? (n = 1) s
-z < @ = 2
xl._a x(!
2 2
Donde :
n = Nfimero de muestras independientes.
s2 = Varianza de los datos de porcentaje de recobro.
x2 = Valor tebricoc del estadfgrafo que tiene asociada una

una confianza del 95% .

o = Desviacibn est&ndar poblacional.



IV PARTE EXPERIMENTAL
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1. VALORACION DE CLORHIDRATO DE TIAMINA.

Es necesario establecer un M&todo Analftico adecuado -
que permita cuantificar el Clorhidrato de Tiamina en solucifn in
yectable. Existen diversas t@cnicas para valorar el Clorhidrato
de Tiamina; en este caso se aplicari un Método Fluorométrico ; -
por ser altamente especffico, el cual se basa en la oxidacifn -
del Clorhidrato de Tiamina en medio b#sico para formar el Tio -~
cromo el cual fluoresce a la luz ultravioleta. Asi mismo es nece
sario la Validaci8n del M&todo Analftico.

1.1 MATERIALES.

1.1.1 REACTIVOS
Clorhidiato de Tiamina Prod. Roche.
-Metanol absoluto R.2A J.T. Baker.
Acetonitrilo R.A J.T. Baker.
Acido Clorhfdrico R.A J.T. Baker.
Ferricianuro de potasio R.A J.T. Baker.
-Hidr8xido de sodio R.A J.T. Baker.
Alcohol isobutflico R.A J.T. Baker.
Alcohol etflico absoluto R.A J.T. Baker.

“l1.1.2 = EQUIPO

Cromatoplacas de silica gel

60 F,g, de 20 X 20 cm.

Microjeringa de 100 mcl Hamilton
Cron8metro

Agitador mec8&nico



C8&mara para Cromatograffa en

Capa Fina,
FlurSmetro
Revelador de Ultravioleta

Papel filtro
Embudos de filtracifn
Matraces volumétricos de 10,

25 y 100 ml.
Pipetas volum&tricas de 1,2 y 5 ml

Pipetas graduadas de 5 y 10 ml
Tubos de ensaye

Probetas de 10 y 25 ml
Matraces erlenmeyer de 250 ml
Frascos Smbar de 50 ml
Gradilla

1,2 METODO ANALITICO
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Turner Model 111
Ultraviolet
Products Inc.
Whatman # 1
Pyrex

Pyrex

Pyrex
Pyrex -
Pyrex
Pyrex
Pyrex

VALORACION DE CLORHIDRATO DE TIAMINA

PREPARACION DE LA SOLUCION DE REFERENCIA.

Pesar con exactitud alrededor de 100 mg de Clorhidrato de Tia
mina sustancia de referencia y colocarlos en un matraz volum&tri
co de 25 ml; agregar 20 ml de metanol y agitar mecfinicamente hag
ta disolucibn. Completar el aforo con el mismo disolvente.

(Conc. 4.0 mg/ml}.
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PREPARACION DE LA SOLUCION PROBLEMA.

Colocar en un matraz volumétrico de 25 ml, un volumen de so-
lucién inyectable de Clorhidrato de Tiamina equivalente a cerca-
de 100 mg de ella; agregar 15 ml & metanol y agitar hasta homo-
geneizar la muestra. qoméletar el aforo con el mismo disolvente.

( conc. 4.0 mg/ml

Cromatograffa

Aplicacifn de las
Muestras

XIdentificacién de
Manchas :

Usar cromatoplacas de silica gel -
60 Posa de 20 X 20 om.

Fase m8vil : Acetonitrilo : Meta -
nol : Agua (38:3:3]. Colocar la fa
se m6vil en una c&mara cromatogr&-
fica dejando saturar la misma un -
mfnimo de 2 horas a una temperatu-
ra entre 25 y 30 °C,

Aplicar 75 microlitros tanto del -
problema como de la solucién de -
referencia (por duplicado), dejan-
do un carril como blanco (cantidad
aéltcada 300 mcg). Dejando correr-
la placa 18 cm; secar con aire -
frfo y revelar con luz ultraviole-
ta.

La mancha correspondiente a Tiami-
na Clorhidrato se encuentra locali
zada en el sitio de aplicacién.

Raspar cada una de las manchas co-
rrespondientes de Clorhidrato de -
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Tiamina y colocarlos en tubos-
de ensaye de 10 ml, continuan-
do con el siguiente tratamien-
to :

Adicionar a cada tubo S5 ml de &cido clorhfdrico 0.1 N y agi-
tar fuertemente por 3 minutos. Filtrar las muestras a través de =
papel Whatman # 1 recolectando los filtrados en matraces volumé -
tricos de 100 ml. Lavar con suficiente solucifn de 8cido clorhi -
drico tanto los tubos como el bapel filtro, hasta completar el vo
lumen. Es conveniente filtrar combletamente los primeros 5 ml y -
después comenzar con los lavados para evitar retener la muestra .
(Conc . 3.0 meg/ml ).

De la solucifn anterior tomar 2 ml y colocarlos en un matraz
volum&trico de 25 ml completando a volumen con &cido clorhfdrico-
0.1 N. ( conc. 0.24 mcg/ml ) .

Colocar 5 ml de esta solucién en un frasco &mbar de 120 ml -
de boca ancha con tapfn con cierre hermético.

Tratar de la misma manera la solucién de referencia y finali
zar el tratamiento de la siguiente manera :

Adicionar r8pidamente a cada frasco 3 ml de reactivo oxidan-
te y 25 ml de alcochol isobutflico, tamando de inmediato los mis -
mos (lo anterior debe efectuarse en 60 segundos o menos para dos
muestras tratadas simultdneamente).

Agitar vigorosamente por 90 segundos (no debe escurrir 1lfqui
do fuera del frasco durante la agitacibfn). Destapar y agregar a =«
cada frasco 5 ml de etanol absoluto,

Homogeneizar suavemente evitando la formacifn de una emul -
sién. Con una pipeta de. 10 ml extraer el isobutanol (fase supe -
rior) y colocarlos en celdas para flourSmetro (la muestra debe -
ser transparente).
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Leer las soluciones en un fluorémetro adecuado tanto del -
problema como de la solucifn de referencia tratada de la misma -
manera que el problema, en un tiempo no mayor a 2 minutos contan
do despufs de la adicifn de etanol.

PREPARACION DEL REACTIVO OXIDANTE;

Preparar una solucifn de ferricifanuro de potasio al 1.0% en
agua (es estable solo -1 dfa) .

Tomar 2 ml de la solucifn de ferricianuro y colocarlos en -
un matraz volum8trico de 25 ml comﬁletando a volumen con hidréxi
do de sodio 3.5 N (14%). (Solucifn oxidante) . Estabilidad 4 -
horas.

CALCULOS .

Fm x G ref. X pureza ref. = % de Clorhidrato de

F ref. Cm Tiamina

Fm = Fluorescencia del problema.

Fref

Pluorescencia de la muestra de referencia,

Cref Concentracifn de la muestra de referencia.

Cm = Concentracifn del problema.
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2. YALIDACION DEL METODO ANALITICO

2,1 ESPECIFICIDAD

La prueba de especificidad se realizf mediante las si -
guientes pruebas :

a) Se analiz8 el Placebo de la solucifn inyectable de
Clorhidrato de Tiamina,

b) Se sometif la solucibn inyectable de Clorhidrato de Tiami-
na y el Placebo de Clorhidrato de Tiamina a una temperatu-
ra de 100°C durante 24 horas.

c) Se prepararon soluciones de Clorhidrato de Tiamina a la
misma concentraci®n y a diferentes pH ; las cuales se ana-
lizaron despufs de 2 horas de su preparacifn.

1. Soluci6tn de Fosfatos. - pH 6.8
2. Solucibn de Hidr6xido de sodio 0.1 N
3. Solucidn de Hidr6xido de sodio 1.0 N
4. Solucidn de Acido clorhifdrico 1.0 N
5. Agua

Las soluciones nos permiten observar los productos de
degradacién del Clorhidrato de Tiamina; obtenidos a diferentes
PH .

qa) Se vérifico la exisgstencia de los productos de degradacién
del Clorhidrato de Tiamina mediante Cromatograffa en Capa
Fina. :
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2,2 LINEARIDAD DE LA SUSTANCIA DE REFERENCIA.

La linearidad de la sustancia de referencia se realizé

bajo las condiciones siguientes :

Se realiz8 con un minimo de cinco puntos; dentro de

A)
un intervalo de concentracién de Clorhidrato de Tia
mina de 50 a 150 &

B) La linearidad se efectud por duplicado para obtener
el promedio de cada punto.

c) Se grafic8 la respuesta contra las concentraciones
respectivas de Clorhidrato de Tiamina.

2.3 LINEARIDAD DE LA MUESTRA.

La linearidad de la muestra se realiz8 con el fin de -

asegurar que se sigue conservando Bsta relacifn en el producto ;-
pese a la presencia de los ingredientes del vehfculo.La prueba se

realiz8 bajo las condiciones siguientes :

A)

B}

(o]

Se prepararon Placebos de Clorhidrato de Tiamina a
los cuales se les adicionarxon cantidades conocidas
del principio activo dentro de un intervalo de con
centracién de 50 a 150 & .

Los placebos se cargaron en un minimo de cinco con
centraciones.

El an&lisis se hizo por duplicado para obtener el-—
promedio de cada punto,
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PRECISION Y EXACTITUD.

La precisifn del mé&todo se basa-en la Repetibilidad y

la Reproducubilidad, ambas se analizan en esta prueba. La Exacti
tud también:se determina conforme a lo sigulente:

A}

B)

C)

Se preparan placebos cargados. a las concentraciones de
80, 100 y 120% del principfo activo.

Se analizan 6 veces las muestras para cada concentracifn.

Se calculan los mg agregados, los mg encontrados y el &
de Recuperaci8n.

VALORACION ESTADISTICA DEL METOpo (39}
ESPECIFICIDAD DEL METODO ANALITICO.

En el andlisis del Placebo por Cromatograffa en Capa Fina
se observS que no presenta ninguna mancha, lo cual indica

que no hay interferencias por parte del Placebo.

Las manchas producidas por los productos de degradaci&n
obtenidos (durante el calentamiento de la solucifn inyecr
table de Clorhidrato de Tiamina) no interfieren con la
mancha de Clorhidrato de Tiamina.

En el anflisis de cada una de las soluciones de Clorhidra

‘to de Tiamina (sometidas a dAiferentes pH), se observ8 que

s51lo las soluciones de Hidr8xido de sodio 0.1 N, Hidr&xi-
do de sodfo 1.0 N y Acido Clorhidrico 1.0 N éresentan pro
ductos de degradacifn, pero &stos no interfieren con el
principio activo analizado.
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A continuacifin se pregentan los Rf de los productos de degra-
dacifn de cada una de las soluciones:

A. Solucifn de Hidr6xido de sodio 1.0 N
1. RE = 0,187
2. Rf = 0.277

B. Solucién de Hidr8xido.de sodio 0.1 N
1. RfF = 0,193 P
2, RE = 0.297

C. Solucifn de Acido Clorhfdrico 1.0 N
1. RE = 0.773

D. Solucibn de Clorhidrato de Tiamina
sometida a calentamiento.

1. Rf = 0.576

CRITERTO :

Los productos de‘deg:adaciGn obtenidos durante la prueb& de
Especificidad y los componentes del vehfculo; no fnterfieren con
el Clorhidrato de Tiamina. Por lo tanto se asegura que el M&todo

Analftico es ESPECIFICO.
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3.2
MUESTRA € DE CLORHIDRATO DE TIA LECTURA
MINA SUSTANCIA DE REFE- FLUORESCENCIA
RENCIA. (%)
1 50 28
2 75 35
3 100 48
4 125 62
5 150 74
Duplicado
6 50 23
7 75 k13
8 100 48
9 125 61.5
1o 150 76
% DE CLORHIDRATO LECTURA CONC. (mcg/ml) DE
DE TIAMINA SUS - {PROMEDIO} CLORHIDRATO DE
TANCIA DE REFE ~ TIAMINA
RENCIA,
50 25.5 0.120
75 35.0 0.181
100 47.0 0.240
125 61.7 0.302
150 75.0 0.360
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RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS DE
REGRESION DE LA SUSTANCIA DE REFERENCIA

m = 209.19
-1.4834
0.9969

H
fl

ECUACION DE LA RECTA AJUSTADA

Yy = mx + b

Yy = 209.19 x + (=1.4834)

Obteniendo los siguientes valores :

X Y
0.120 23.62
0.181 36.38
0.240 48,72
0.302 61.69
0.360 73.82

Comoc se puede ver , la respuesta de la .curva de calibraci®n

de la sustancia de referencia sigue una iInea recta (con un coe-
ficiente de correlacifn cercano a la unidad}.



LINEARIDAD DE CLORHIDRATO DE TIAMINA
SUBSTANCIA DE REFERENCIA

80 LECTURA (Floures":encia) *
so}
sof
20}
ol o+ o

0.1 0.2 0.3 0.4
CONC. (mcg/mi)

GRAFICA # 1

14
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MUESTRA % DE CLORHIDRATO DE LECTURA
TIAMINA FLUORESCENCIA
)
1 50 19
2 75 35
3 100 45
4 125 56
5 150 69
Duplicado
6 50 21
7 75 35
8 100 45
9 125 56
10 150 67
% DE CLORHIDRATO LECTURA CONC. (mcg/ml)
DE TIAMINA SUSTAN (PROMEDIO) DE CLORHIDRATO
CIA DE REFERENCIA FLUORESCENCIA DE TIAMINA
50 20 0.120
75 35 0.180
100 45 0.240
125 56 0.300
150 68 0.360
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RESULTADOS OBTENIDOS DEL ANALISIS
DE REGRESION DE LA MUESTRA

m = 195.0
b = -2.0
r = 0.9979

ECUACION DE LA RECTA AJUSTADA
Yy = mx + b
y = 195 x + (2.0}

Obteni&ndose los siguientes valores :

X Y
0.120 21.40
0.180 33.10
0.240 " 44.80
0.300 56.50
0.360 68.20

Como se puede ver, 'la respuesta de la curva de calibraci8n
de la muestra sigue una lfnea recta ( con un coeficiente de co
rrelacibn cercano a la unidad) .
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[
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PR EY

0.2 0.3

CONC. (mcg/ml)

GRAFICA # 2
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MUESTRAS mcg AGREGADOS mcg RECUPERADOS % RECUPERACION

1 0.1926 0.1926 100.00

2 0.1926 0.1895 98.41

3 0.1926 0.1895 98.41

80% 4 0.1926 0.1926 100.00
5 0.1926 0.1926 100.00

6 0.1926 0.2018 104.76

7 0.2403 0.2416 100.56

8 0.2403 0.2335 97.17

9 0.2403 0.2362 98.30
1008, 0.2403 0.2335 97.17
11 0.2403 0.2416 100.56

12 0.2403 0.2389 99.43

13 0.2880 0.2879 99.97

14 0.2880 0.2920 " 101.40

15 0.2880 0.2948 102.35

1208 ;4 0.2880 0.2839 98.57
17 - 0.2880 0.2887 100.23

18 0.2880 0.2887 100.23
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EVALUACION DE LA PRECISION Y EXACTITUD

POR MEDIO DEL PORCIENTO DE RECUPERACION

X = 100.25
80% 8 = 1.55
C.V = 1.546

120%

X = 98.86

100 % 8 = 1.55

c.V = 1.572
= 100.45
= 1,294
= 1,288

1. Resultados de los 18 valores del % de Recuperacibn :

X = 99.85
s = 1.8274
c.Vv = 1.830

n = 18

Grados de Libertad (n-1)=
17 .

s/ ¥y = 0.4307

2, Intervalo de Confianza de la Medta :

X

tg 95 = 1.7396
99.85
99.85

Lifmite inferior al 95%

Lfmite superior al 95%

f

1+

1+

=]
- 7w

1.7396 X 0.4307
0.7492

99.10
100.59



3.0 EXACTITUD

a)

b)

. c).

“a)

54

HipStesis contrastada :

Donde : w, = 100%
Nivel de significancia ) )

a = 0,05

Estadfgrafo de Contraste

X -
o/n

¢ = 29.85 = 100
= 0.430

t = - 0,3482
Donde to.ss = 1,7396

Regifn crftica bilateral a nivel de signifi-

cancia.

1.739%6 « -0.3482 < 1.7396

EL METODO ES EXACTO



4.0

a)

b)

c)

PRECISION
REPETIBILIDAD
s = 1.8274 xZ
s?2 = 3.3393 o x?
n = 18 X2

Hip6tesis contrastada :

. 2 . 2.
Hy 8 - 9,
. 2 _ 2
HA : o ‘ = ., ©
Donde
2 - 2
L (2)
Nivel de significancia a = 0.05

Estadfgrafo de contraste :

2 - (n = 1)Aj§?)
2

x -
o

2 = A7) (3,3393
2)
x2 =  14.192

27.587

30.291

7.564

55
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d) Region critica a nivel a unilateral superior.

2 2
>
X Xl_ o
2
x? = 14.192
calculada
2 : . -
X € 27,8587 se acepta Ho y el método es repetible.

calculada -

c) Intervalo de confianza del 95% para o

Limite inferior del 95% (17) (3.3393) = 1.3712
30.191
Limite superior del 95% (17) (3.3393) 2.7395

7.564
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4.0 DESARROLLO DE FORMULACIONES.

4.1 SELECCION DEL ESTABILIZADOR ('/2/5.6.,7,10,12,13,14,16,
17 ,22,24,25).

Una vez delineados los objetivos, la siguiente etapa
es el desarrollo de las soluciones inyectables de Clorhidrato -
de Tiamina; en el cual se tomardn en cuenta las propiedades fi-
sicoqufmicas del principio activo. Con el fin de seleccionar -
los disolventes y componentes del vehfculo m&s adecuados.

A cada una de las soluciones inyectables de Clorhi -
drato de Tiamina; se les serdn adicionados diversos agentes es-
tabilizantes a una concentracifn de &stos del 0.5% (se puede -~
usar un poco m8s del 0.5%, debido a la baja toxicidad de &stos).

El disefio de las formulaciones parenterales se mues-
tra en la TABLA # 1 ; con sus respectivas concentraciones de -
los agentes estabilizantes.

4.2 MATERIALES
MATERIAS PRIMAS.

1. Tiamina Clorhidrato
2. Propilenglicol

3. EDTA

4. Nipagfn s8dico

5. Hidrogquinona

6. Tartrato de sodio
7. Acido Tart&rico

8. Clorobutanol



9.
1o0.
i1.
12,
13.
14.
is.
1.

EQUIPO

Alcohol bencflico
Sorbitol

Manitol

Metionina

Galato de Propilo
Glicerina

Tween 80

Alcohol etilico absoluto

Vasos de precipitado de 50,
100, 500 y 1000 ml

Probetas graduadas de 500 ml
Parrilla de agitacién
Tanque de nitrSgeno

Equipo de filtracifn

Bomba de vacfo

Membrana de 0.22 .um
Revisador de inyectables
Potencifmetro Beckman
Estufas

Engargolador

Papel rojo

Frasco &mbar de boca ancha de 20 mm
Tap6n de hule gris de 20 mm
Casduillo de aluminio
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TABLA 1. DISERO DE PORMULACIONES DE CLORHIDRATO DE TIANINA.
MATERIAS PRIMAS FORMULACIONTSS

. 1 2 3 e 3 s 2 ) [}
Slorhidrato de e yoorto 109 | 10g ] 10g| 10| tog] 10g| 10g}| 10g| 1oy
Sorbitol ESTABILIEADOR| 30g - - - - - - - -
Metionina ESTABILISADOR - Soomg| - - - - - - -
Manitol ESTABILISADOR| - | - e0g - - - - - -
Tween 80 ESTABILISADOR| - - - |1o0omg - - - - -
Propilenglicol ESTABILIBADOR| -~ - - - 109 - - - -
Glicerina ESTABILISADOR| - - - - - 109 - - -
Galato de Propilo | ESTABILIZADOR| - - - - - = | 1s0mg| 100mg| -
Tartrato de sodio ESTABILIZADOR - - - - - - - 100mg| loo-!
Acido Tartérico ESTABILISADOR - - - - - - - Gamg aa-g‘
Hidroguinona  ESTABILISADOR| = - - - - - - - aond
BDTA ?mw. Smg Sag Sng Smg Smg Sagl Smg - -
Nipagin s8dico CONSERVADOR 200mg|200mg| 200mg} - 200mg| 200mg 200mg| 200mg{ 200m
Alcohol etflico DISOLVENTE - - - - - - sml | i -
Agua c.b.p. DISOLVENTE 100m1|100m1] 100m1} 100m1] 100m1 100m] 100mi|100m1 100m}
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4.3 PROCEDIMIENTO DE MANUFACTURA.

La produccién de las formulaciones farmac&uticas de -
Clorhidrato de Tiamina se especifica en cada uno de los Procedi-
mientos de Manufactura. . ‘

Las cantidades marcadas en cada operacifn se hicieron
en base al volumen final.

FORMULACION No.l

1. Proteger los recipientes de la 1luz.

2. Disolver el sorbitol en 100 ml de agua destilada con agita-
cifn durante 6 horas.

3. Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 50 ml de agua destila
da; en presencia de atm6sfera de nitrégeno, con agitacifn -
durante 10 minutos.

4, Disolver el EDTA en 5 ml de agua destilada con agitacifn du
rante 5 minutos.

5. Disolver el nipagfn s6dico en 10 ml de agua destilada con ~
agitacifn durante 5 minutos.

6. Agregar la solucifn de Clorhidrato de Tiamina a la solucibn
de sorbitol; en presencia de atmSsfera de nitr8geno con agi
tacifbn durante 10 minutos.

7. A la solucifn del paso No.6; agregar la soluci8n de EDTA
con agitacifn durante 5 minutos. -

8. A la solucifn del paso No.7; agregar la solucifn de nipagfn
sBdico con agitaci8n durante 5 minutos.

9. Medir el pH de la solucibn (2.5 - 3.5). Ajustar con HCl 0.1
N o NaOH 0.1 N.

10. Aforar a 400 ml con agua destilada.
11. Filtrar la solucifn a travé&s de una membrana de 0.22 um.
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FORMULACION No.2

10.
11.

Proteger los recipientes de la luz.

Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 50 ml de agua destila
da; en presencia de atm8sfera de nitrSgeno con agitacién du
rante 10 minutos.

Disolver la metionina en 100 ml de agua destilada con agita
cifn durante 20 minutos.

Disolver el EDTA en 5 ml de agua destilada con agitacifn du
rante 5 minutos.

Disolver el nipagfn s6dico en 10 ml de agua destilada con -
agitacién durante 5 minutos.

Agregar la solucién de Clorhidrato de Tiamina a la solucibn
de metionina agitando 10 minutos.

A la solucién del baso No.6 ; agregar la solucifn de EDTA -
con agitacién durante 5 minutos.

A la solucién del paso No.7 ; agregar la solucibén de nipa -
gfn s&dico con agitaci®n durante 5 minutos.

Medir el pH de la solucibn (2.5 - 3.5). Ajustar con HCl
0.1N o NaOH 0.1 N.

Aforar a 400 ml con agua destilada,

Filtrar la solucifn a través de una membrana de 0.22 um.

FORMULACION No.3

1.
2.

3.

Proteger los recipientes de la luz.

Disolver el manitol en 200 ml de agua destilada con agita -
ciSn durante 30 minutos.

Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 50 ml de agua destila
da, en presencia de atmésfera de nitr8geno con agitacifn du
rante 10 minutos.
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11.
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Disolver el EDTA en 10 ml de agua destilada con agitacifn -~

durante 5 minutos.

‘Disolver el nipagfn s8dico en 10 ml de agua destilada con -

agitaci8n durante 5 minutos.
Agregar a la solucifn de Clorhidrato de Tiamina; la solu
cifn de manitol, agitando durante 10 minutos y en presencia
de atm8sfera de nitr8geno.

A la solucibn del paso No.6 ; agregar la solucifn de
con agitaci8n durante 5 minutos. '

A la solucifn del paso No.7 ; agregar la solucifn de nipa =~
gin s8dico con agitaciBn durante 5 minutos.

Medir el pH de la solucidn (2.5 - 3.5) . Ajustar con
0.1 N o NaOH 0.1 N . :

Aforar a 400 ml con agua destilada .

Filtrar la solucifn a travé&s de una membrana de 0.22 um.

EDTA -

HC1l

FORMULACION No.4

1,
2.

Proteger los recipientes de la luz.
Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 100 ml de agua desti-
lada; en presencia de atm8sfera de nitr8geno con agitacifn-—

durante 10 minutos.
Disolver el EDTA en 5 ml de agua destilada con agitacifn du

rante 10 minutos.

Adicionar a la solucibn de Clorhidrato de Tiamina el Tween-—
80; en presencia de atm8sfera de nitrbgeno con agitacifn du
rante 10 minutos.

A la solucibn del paso No.4; agregar la soluci&n de EDTA
con agitacifn durante 5 minutos.

Medir el pH de la solucifn (2.5 - 3.5) . Ajustar con HCl

0.1 N o NaOH 0.1 N,



7.
8.
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Aforar a 400 ml con agua destilada.
Filtrar la solucifn a través de una membrana de 0.22 um.

FORMULACION No.5

1.
2.

9.
10.

Proteger los recipientes de la luz.
Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 100 ml de agua destiila
da; en presencia de atm&Ssfera de nitr8geno con agitacifn du-

rante 10 minutos.
Disolver el EDTA en 5 ml de agua destilada con agitacifn du-

rante 5 minutos.

Disolver el nipagfn sédice en 10 .ml de agua destilada con -~
agitacién ‘durante 5 minutos.

Adicionar a la solucisn de Clorhidrato de Tiamina el propi -
lenglicol; en.presenciajde'htmésfera de nitr8geno con agita-
cifén durante 10 minutos.

A la solucidn del paso No.5; agregar la solucifn de EDTA , -
con agitaci8n durante 5 minutos.

A la solucisn del paso No.6 ; agregar la solucifn de nipagfn
s6dico con agitacién durante 5 minutos.

Medir el pH de la solucibn (2.5 - 3.5) . Ajustar con HC1

0.1 N o NaOH 0.1 N.

Aforar a 400 ml con agua destilada.

Filtrar la solucifn a través de una membrana de 0.22 um.

FORMULACION No.6

1.
2.

Proteger los recipientes de la luz.
Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 100 ml de agua destila
da; en presencia de atmésfera de nitr8Sgeno con agitaci8n du-

rante 10 minutos.
Disolver el EDTA en 10 ml de agua destilada con agitacisn
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10.
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durante 5 minutos.
Disolver el nipagfn sfdico en 10 ml de agua destilada con -

agitacifén durante 5 minutos.
Adicionar a la solucifin de Clorhidrato de Tiamina la glice-
rina; en presencia de atm8sfera de nitr8geno con agitacién-
durante 5 minutos,

A la solucifn del ?aso No.5 ; agregar la solucifin de EDTA -~
con agitacidn durante 5 minutos.

A la gsolucitn del paso No.6 ; agregar la solucifn de nipa =
gfn s68dico con agitacisn durante 5 mifnutos.

Medir el pH de la solucién (2.5 = '3.5) . Ajustar con HC1
0.1 N o NaOH 0.1 N.

Aforar a 400 ml con agua destilada.

Filtrar la solucifn a través de una membrana de 0.22 um.

FORMULACION No.7

Proteger los recipientes de la luz.
Digolver el galato de ﬁropilo en 5 ml de alcohol etflico
abgoluto; agitando durante 5 minutos.

Disolver el Clorhidrato de Tiamina en 100 ml de agua desti-
ladas; en presencia de atmSsfera de nitr&Sgeno con agitacibn-

durante 10 minutos.
Disolver el EDTA en 5 ml de agua destilada con agitacifn

durante 5 minutos, )
Disolver el nipagfn s6dico en 10 ml de agua destilada con

agitacibn durante 5 minutos.
A la solucifn de galato de propilo , adicionar la solucién-
de Clorhidrato de Tiamfna; en presencia de atmSsfera de ni-

tr6geno y con agitaci®n durante 10 minutos.
A la solucién del paso No.6 ; adicionar la solucibn de EDTA
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con agitacién durante S5 minutos.
A la solucién del paso No.7; agregar la solucifn de nipagtn
s6dico con agitacifn durante 5 minutos.
Medir el pH de la soluci8n (2.5 - 3.5)
0.1 N o NaOH 0.1 N,

Aforar a 400 ml con agua destilada.
Filtrar la solucifn a través de una membrana de 0.22 um.

. Ajustar con HCl

FORMULACION No.8

1.
2.

Proteger los reciéientes de la luz.

Disolver en 250 ml dé‘agua'destilada y saturada con nitr&ge
no el tartrato de sodio con agitacifSn durante 5 minutos.

A la solucifn del baso No.2; adicionar el &cido tartdrico -
hasta obtener un ﬁH de 4.5 .

A la solucibn del'ﬁaso No.3; adicionar el Clorhidrato de
Tiamina en presencia de atmésfera de nitrSgeno y con agita-
c16n durante 10 minutos,

Disolver el galato de propilo en 1 ml de alcohol etflico
absoluto.

Adicionar a la solucién del baso No.5; a la solucibn del pa
so No.4 ; con agitacién durante 5 minutos,

’

A la soluci&n del pase No.6 » adicionar ‘el nipagtn sédico ,

agitando durante 10 minutos.
Aforar a 400 ml con agua destilada.
Piltrar la solucifn .a través de una membrana de 0.22 um

FORMULACION No.9

1.
2.

Proteger los recipientes de la luz.
Disolver en 250 ml de agua destilada y saturada con nttrégg
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no el tartrato de sodio con agitacifn durante 5 minutos.

A la soluci8n del paso No.2 ; adicionar el &cido tartirico-
hasta obtener un pH de 4.5 .

A la soluciSn del paso No.3 ; adicionar el Clorhidrato de
Tiamina; en presencia de atmSsfera de nitrSgenoc y con agita
cifn durante 10 minutos.

A la solucibn del paso No.4 ; adicionar la hidrogquinona con
agitaci6n durante 10 minutos.
A la solucibén del paso No.5 ;
agitando durante 10 minutos.

Aforar a 400 ml con agua destilada.
Filtrar la solucifn a través de una membrana de 0.22 um, .

adicionar el nipagfin s8dico -
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4.4 PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA ESTABILIDAD DE
CLORHIDRATO DE TIAMINA

Una vez elaboradas las soluciones de Clorhidrato de Tiamina,
con respecto al agente estabilizador; se procedi8 al siguiente -~
tratamiento @

Se colocaron 5 ml de cada una de las soluciones de Clorhidra
to de Tiamina en frascos viales 8mbar. Previo al sellado, el
aire del frasco es evacuado y purgado con un gas inerte, como el
nitr8geno. Esta etapa del proceso se efectfla bajo la proteccifn
de la luz,

Se identifican los frascos y se someten bajo las condiciones

siguientes :

TEMPERATURA SALIDA DE LA TIEMPO
(°C) MUESTRA (dfas)
45 Cada/15 dfas 56
aAmbiente . Cada/30 dfas 60
‘Ciclado Cada/7 dfas 21
{Refrigeracifn-45°)

El estudio quimico se realiza; analizando cada una de las
muestras en la fecha indicada; con el objeto de conocer la con -
centracifn de Clorhidrato de Tiamina presente en la formulaci®n
y de esta forma predecir la estabilidad de cada una de las formu
laciones y asi mismo elegir la formulacifn m#s estable,
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La evaluacién del Estudio Ffsico se determina por medjo del

ciclado ( Refrigeracifén = 45 °C'} ;

: anotando las caracteristi -

cas ffsicas de cada una de las muestras en la fecha indicada.

Los resultados del presente estudio se encontrarin de la

RESULTADOS DEL ESTUDIO DEL AGENTE ESTABILIZANTE

siguiente manera @

1.

2'

Los cambios ffsicos de cada formulaci®n se muestran en
las Tablas de CONTROLES FISICOS.

En la TABLA III se indican los resultados de los estu-
dios de Estabilidad de Clorhidrato de Tiamina.

En la GRAFICA # 3 se muestra la degradacisn de Clorhi-
drato de Tiamina en (%) contra el tiempo en dfas.

La comparacifn de los resultados obtenidos en la Gr&fi
ca # 3 permite determinar la formulaci&n m3s estable .
Conforme a los resultados se seleccionaron las 2 formu

laciones m&is establegs y a continuacifn se mencionan :

FORMULACION # 5 FORMULACION # 9

Clorhidrato -de Tiamina Clorhidrato de Tiamina

Propilenglicol Tartrato de sodio

EDTA Acido Tartirico

Nipagin sédico Nipagfn s&dico

Agua Agua
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4.5 SELECCION DEL CONSERVADOR

Una vez finalizado el Estudio del Agente Estabilizante; el

siguiente paso es la Seleccifn del Conservador més adecuado; pa
ra 8ste propfsito se emplearon los siguientes conservadores 3

1) Alcohol bencflico
2) Clorobutanol
3} Nipagfn s8dico

Se probaron cada uno de los conservadores con las 2 solu -
ciones de Clorhidrato de Tiamina mSs estables; elegidas durante
el estudio de las formulaciones de acuerdo al agente estabili -
zante.
Ast mismo se realiz6 una combinacifn de las dos formulacio
nes mencionadas anteriormente; surgiendo de esta forma 2 formu-~

laciones m#s.
En la TABIA II se muestran las formulaciones de Clorhidra-~

to de Tiamina con sus respectivos conservadores a una concentra

cifn adecuada.

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA ESTABILIDAD

Una vez elaboradas las soluciones inyectables de Clorhidra
to de Tiamina, se proce@ia al siguiente tratamiento ¢

Se colacaron 5 ml de cada una de ellas en frascos viales -
&mbar. Previo al sellado, el aire del frasco es evacuado y pur-
gado con un gas inerte como el nitrSgeno., Esta etapa del proce-
so gse efectfla bajo la proteccidn de la luz.

Se identifican los fragscos y sSe someten a una temperatura

de 60°C durante 1 mes, analizando las muestras cada 7 dfas.



TABLA II.

SELECCION DEL CONSERVADOR EN LAS FORMULACIONES.

MATERIAS PRIMAS ACCION F O R M U L A C I O NTZE S

1 2 3 4 S 6 7 8
Tiamina Clorhidrato | Princirio 10 a {10« J10 a {10 « 10 a 10 a |10 a 10 «

activo.
Propilenglicol Estab%lizador 10 a - 10 a - 10 o - 10 o 10 g
Hidroguinona Estabilizador - 10 ma - 10 mg - 10 ma 10 ma 10 mg
Tartrato de sodio Estabilizador - 50 mo - 50 ma - 50 ma 50 ma 50 ma
Acido tart8rico Fstabilizador - 41.1 ma - 41.1 me - 41,1 ma| 41.1 ma{ 41.1 ma
Nipagin sddico Conservador 200 ma 200 ma - - - - - -
Clorobutanol Conservador - - 500 ma 500 ma - - - 500 mg
Alcc.hol bencilico Conservador - - - - 100 ma 100 ma | 100 mo -
EDTA :.qente Quelan 5 ma - 5 ma - 5 ma - 5 ma 5 ma
e.

Alcohol etflico Disolvente - - 2 ml - - - = 2 ml
Agua cbp. 100 m1} 100 mlf 100 ml 100 m1 J100 m1 J100 ml1 ] 100 m1 100 m1

oL
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RESULTADOS DE LA SELECCION DEL CONSERVADOR

Los resultados de €ste estudio se encontrarsn de la siguien

te manera :

1. En la TABLA IV se muestran los resultados de la esta
bilidad de las soluciones de Clorhidrato de Tiamina-
a 60 °C.

2. En las GRAFICAS 4 y 4' se muestra la degradacifn de-
Clorhidrato de Tiamina a 60 °C ; obtenida al grafi -
car el (%) de Clorhidrato de Tiamina contra el tiem-
po en dfas.

3. La comparacifn de los resultados obtenidos en las -
Gr&ficas 4 y 4' vermite determinar la formulacibn -
mis estable y a continuacibn se muestra s

FORMULACION # 3

Clorhidrato de Tiamina
Propilenglicol

Alcohol bencflico
EDTA

Agua
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4.6 EVALUACION DE LA ESTABILIDAD DE CLORHIDRATO
DE TIAMINA

La evaluacifn de la estabilidad de la solucién inyectablg de-
Clorhidrato de Tiamina m&s estable (FORMULACION # 3) se realizar§
bajo las siguientes condiciones :

TEMPERATURA TIEMPO
(°C} (DIAS)
35 140
45 120
60’ 70
70 . 134

El procedimiento vara determinar la estabilidad de la solu -
cifn inyectable de Clorhidrato de Tiamina:s se realiz6 de la si -
guiente forma :

Se colocaron 5 ml de la solucibn en frascos viales &mbar. Pre
vio al sellado, el aire del frasco es evacuado y purgado con un -
gas inerte como el nitr8geno. Esta etapa del proceso se efectGa -~
bajo la protecci8n de la luz.

Se identifican los frascos y se someten a cada una de las tem
peraturas mencionadas. Analizando cada muestra de la siguiente -
forma : 35°C cada/mes , 45°C cada/20 dfas , 60°C cada/l5 dfas y -
70°C cada/ 7 dfas. )



V- RESULTADOS



TABLA III .

VALORES OBTENIDOS DE LA ESTABILIDAD DE CLORHIDRATO DE TIAMINA A 45 °C DE ACUERDO AL AGENTE ESTABILIZADOR.

CONCENTRACION DE CLORHIDRATO DE TIAMINA (%)'

Tiempo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
(afas) > + pod ﬂ A D O O @
o 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 ' 100,00 100.00 100;00
14 98.09 97.51 98,26 97.53 98,62 97.48 91.20 95,94 95.91
28 96.78 296.49 98,39 92.65 86.88 84.93 88.82 95.55 92.64
42 93.10 91.10 94.96 92,21 87.44 84,03 82.16 94.86 90.71
56 92.32 89,12 95,74 88,53 80.88

&L
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CONTROLES FISICOS
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DE
CLORHIDRATO DE TIAMINA
{CICLADO)
FORMULACION No.l
CARACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)
INICIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa- [Transpa- | Transpa~- |{[Transpa=-
rente rente rente rente
COLOR Incoloro |Inceoloro | Ligeramen|Ligeramen
te amari-jfte amari-
1lo paja [1llo paja
OLOR Caracte- |Caracte~ | Caracte- |[Caracte-
ristico rf¥stico ristico ristico
pH 3.5 3.6 3.6 3.6
PRESENCIA DE no no no no
PARTICULAS
FORMULACION No.2 )
CARACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)
INICIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa- (Transpa- { Transpa~- [Transpa-
rente rente rente " jrente
COLOR Incoloro |Incoloro | Ligeramen [Ligeramen
te amari- {te amarie-
1lo paja Jllo paja
OLOR Caracte~ |Caracte~ ] Caracte~ [Caracte-~
rfstico rfstico rfstico rfstico
PH 3.6 3,5 3,6 3.6
no si si si

PRESENCIA DE

PARTICULAS




FORMULACION No.3

TIEMPO (DIAS)

CARACTERISTICAS CONTROL
INICIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa~ | Transpa~ | Transpa- | Transpa-
rente rente rente rente
COLOR Incolore | Incoloro | Incoloro | Ligeramen
te amari-
llo paija
OLOR Caracte- | Caracte-~ | Caracte-~ | Caracte-
rfstico rfstico ristico rfgtico
PH 3.6 3.6 3,6 3.6
PRESENCIA DE no s si si
PARTICULAS
FORMULACION No.4
CARACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)
INXYCIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa~ | Transpa- | Transpa- | Transpa-
rente rente rente rente
COLOR Incoloro | Ligeramen Amarillo | Aamarillo
te amari- paja paja
1llo paja
OLOR Caracte~ | cCaracte~- | Caracte~} Caracte-
rfstico rfatico rfstico rfstico
pH 3.5 3.6 3.7 3.7
PRESENCIA DE no st si si
PARTICULAS )
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FORMULACION No.5
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CARACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)
INICIAL 14 21
ASPECTO Transpa- | Transpa- | Transpa- | Transpa-
rente rente rente rente
COLOR Ligeramen] Ligeramen| Ligeramen| Ligeramen
te amari-] te amari-| te amari-| te amari-
llo paja | 1lo paja | 11lo paja | 110 paja
OLOR Caracte= | Caracte- | Caracte- ] Caracte-
rfstico ristico rfstico rfstico
pH 3.7 3.8 3.7 3.8
PRESENCIA DE no si st si
PARTICULAS
FORMULACION No.6
CARACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)
INICIAL 7 14 21
ESPECTO Transpa-~ | Transpa-~ | Transpa- Transpa~
rente rente rente reg}e
COLOR Incoloro | Tncolore | Ligeramep Ligeramen)
te amaritd te amari-
llo paja llo paja
OLOR Caracte- | Caracte- | Caracte- Caracte~
rfstico rfstico rfstico rfstico
pH " 3.8 3.7 3,6 3.6
PRESENCIA DE no st si si
PARTICULAS




FORMULACION No.7

CARACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)

INICIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa-|] Transpa- Transpa- Transpa-

rente rente rente rente
COLOR Incoloro Incolord Incolord Incoloro
OLOR Caracted Caracte- Caracted4 Caracte-

ristico rfstico ristico ristico
pPH 2.8 3.1 3.4 3.6
PRESENCIA DE no si si si
PARTICULAS

FORMULACION No.8

CAﬁACTERISTICAS CONTROL TIEMPO (DIAS)

‘INICIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa-| Transpa- | Transpa- | Transpa-

rente rente rente rente
COLOR rncoloro I'ncoloro | Incoloro | Incolor
OLOR cara?te cara?te- Caracte- caracteT

ristico vrfstico ristico ristico
PpH 3.8 3,8 3,8 3.8
PRESENCIA DE . .no si si si
PARTICULAS




FORMULACION No.9
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PARTICULAS

CARACTERISTICAS CONTROL TITEMPO (DIAS)
INICIAL 7 14 21
ASPECTO Transpa-~ | franspa-~ | Transpa- | Transpa-
rente rente rente rente
COLOR Ligeramen| Ligeramen] Ligeramen Ligeramen
te amari-| te amari-] te amari-] te amari-
l1lo paja | 1lo paja 1lo paja 1lo paja
" OLOR Caracte~ ] Caracte- | Caracte- | Caracte-
ristico ristico ristico ristico
pH 3.7 3.8 3.7 3.8
PRESENCIA DE no no si si




TABLA IV. VALORES OBTENIDOS DE LA ESTABILIDAD DE CLORHIDRATO DE TIAMINA A 60°C DE ACUERDO AL CONSERVADOR.

CONCENTRACION DE CLORHIDRATO DE TIAMINA (%)
FORMULACION
TIEMPQ )
(afas) 1 2 3 a ] 6 7 8
o 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100,00 100.00 100.00
7 96.32 94.76 96.07 95.87 99.36 97.42 98.81 99.86
14 96.64 93.63 92,27 90.60 97.71 24.03 96.90 99.67
21 94,23 93.10 88.45 85.63 96.83 93,94 95.58 95.09
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ESTAB/L [DAD DE CLORHIDRATO DE TIAMINA A 60 °c
DtF. CONSERVADORES

3 4 s
x * a

*
+ N

105

100}

a5t

fr-—r—r

853 3 1 i o
0.00 7.00 14.00 21.00 -
‘ TIEMPO (DIAS)
GRAFICA # 4«

ESTABIL IDAD DE CLORHIDRATO DE TIAMINA A 60 °C
DIF. CONSERVADORES

(-] 7 8
* + %
105CONC . (%)

100

a5

90 .

8s . M < :
0.00 7.00 14.00 21.00
TIEMPO (DIAS)
GRAFICA # 4
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RESULTADOS OBTENIDOS DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE CLORHI

TABLA V.,
DRAYO DE TIAMINA EN SOLUCION INVECTABLE. A DIFERENTES TEM
PERAYURAS.
35°c 45°C 60°C - 70°C
Tiempo Conc.de || Tiempo Conc. de - Tiempo conc. de - Tiempo oonc. de =
(dfas) Clorhi= (dfas) Clorhidra- (afas) clarhidra=- (afam) Clorhidra-
darato - to de Tia~- to de Tia- to de Tia-
de Tia- mina (W). mina (V). nina ().
uina.

(1] 100.00 o 100.00 ] 100.00 o 100.00

35 95.50 20 97.53 4 96.86 7 96.87

70 95.11 60 88.73 28 91.28 14 93.70
105 93.84 80 88.70 42 92.92 28 80.61
140 94.67 100 88.39 56 85.01 126 48.35

120 a7.48 70 80.90 134 42.47
TARIA VI. LOGARITMO DE LA CONCENTRACION CONTRA TIEMPO.
asec 45°c 60°C 70°C
Tiempo log C Tiempo Log C Tiempo Log C iempo Log ©
(afas) (dfas) (afas) (afas) :

(o] 2.0000 o 2.00006 o 2,.0000 o’ 2.0000
3S 1.9800 20 1.9891 14 1.9861 7 1.9861
70 t.9782 60 1.9480 28 1.9603 14 1.9717

105 1.9724 80 1.9479 42 1.9681 28 1.9063
140 1.9672 100 1.9464 56 1.9294 126 1.6843
120 1.9419 70 1.9079 134 1.6280
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VALORES OBTENIDOS (A) DE LA CONCENTRACION CONTRA TIEMPO
Y (B}l DEL LOGARITMO DE LA CONCENTRACION CONTRA TIEMPO

(x) (®)
1. 35ec . 1. 35°C.
m = -3.52 x307% m = -1.577 x 1079
b = 98.28 .. 1.9916
~0.8085"

r = .-0.806.,

m = =1.098 x 10”1 -5.107 x 1079
B = 98.76 '

r = -0.930 7 - L <0.9325

‘3, 60°C

= =0,2659 “-1.304 x 1073
= 100.44 20039

r = =0,978 <0.9765

4. 70°cC

m. = -0.409 -2.65 x 1073

=" 98,09 1.9996

r = "=0,992 , : S e 2 -0, 9959
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PREDICCION DE LA ESTABILIDAD DE CLORHIDRATO DE
TIAMINA

La prediccifén de la estabilidad se efectfia por medio del tra
tamiento cin&tico de los datos.’ Este estudio permite conocer el-
Orden de la Reaccién.

Para &ste propSsito se grafica la concentracifn de Clorhidra
to de Tiamina (%) contra el tiempo en dfas; como se observa en -
la GRAFICA # 5 ; en donde se representa una respuesta lineal.

Asf mismo se grafica el Logaritmo de la concentracifén contra
s dando -~

el tiempo en dfas ; como se observa en la GRAFICA # 6 ;

igualmente una respuesta lineal.

Una vez elaboradas las grSficas;
coeficientes de correlaci8n de ambas gr&ficas; en las cuales se-
observa que no existe una diferencia significativa entre ellas -
que permita decidir el Orden de la Reaccidn,

Sin embargo en la fnformacién biblitogr&fica (10,11)
ta la degradaci8n t&rmica de Clorhidrato de Tiamina la cual si -
gue una Cin&tica de Primer Orden., Por tal motivo el tratamiento-
cinético de los datos de Clorhidrato de Tiamina se efectuari en-
base a una Cinética de Primer Orden.

Si se consideran los datos de la GRAFICA # 6 (Logaritmo de -

la Concentracifn contra el Tiempo) ; se tiene que la pendiente -

se procede a comparar los -

se repor

es igual :

Donde :

Constante de velocidad de reaccidn de Primer Orden.



ESTABILIDAD DE CLORHIDRATO DE TIAMINA

SOLN. INYECTABLE
38 ¢ 45 T 80 °C 70 T
* + x *
120CONC. (%)
100 -
1
8o 4
r
80F 4
7.} S L I " L. Jas k.
-] 50 100 180
TIEMPO (DIAS)
GRAFICA § S

ORDEN DE REACCION DE CLORHIDRATO DE T{AMINA

35%C Pty 80°c 70 °C
* + x *
fog CONC.
2.0
1.9F -
1.8} J
1.7} N
4
1.8 i - " N e 208 . .
o 30 160" = 150

TIEMPO (DIAS)
GRAEICA § 6
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Se determinaron las constantes de velocidad de reaccifn para
cada temperatura y se grafict el Log. de K contra el inverso de-—
la temperatura absoluta en grados Kelvin. En la TABLA VII se pro
porcionan las constantes de velocidad de reaccidn para cada tem-—

peratura.
TABLA VII. DATOS PARA ELABORAR LA GRAFICA DE ARRHENIUS.
TEMPERATURA K Log.K TEMPERATURA
cec) '(dIas'lj ol
35 3.632 x 10~4 -3.4398 0.00324
45 11.761 x 10~4 -2.9295 0.00314
60 30.043 x 10”4 -2.5222 0.00300
70 61.030 x 10~4 -2.2144 0.00291
Se extrapola en la grédfica de Arrhenius el Log.K akZS‘C
1/T = 0.00335
Log K = =3,7744
K '= 1.6809 x 10~%

r

-0.9927



Se determina t9° por

ta0

ST

]

medio de la siguiente f6rmula
' _0,1053
K

0,1053
1.6809 X 10~

4

620.82 dfas
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VI. CONCLUSIONES

Se evalud la Estabilidad de Clorhfdrato de Tiamina-en
solucifn inyectable; observéndose éue su degradacifn sigue una
Cin8tica de Primer Orden; con una constante de velocidad a 25°C
de 1.6809 X 10”4 (afasl y un tgy, de 620.82 dfas.

Durante el Estudio de la Seleccifn del Agente Estabi-
lizante se observé que a pesar de la adicibn de los diferentes
agentes estabilizantes'a la solucién inyectable de Clorhidrato’
de Tiamina; &sta presenta partfculas en suspensifn y un cambio
de color en la solucifn durante su vida de anaquel.

Debido a &sto; se puede adicfonar un exceso hasta del
10% de Clorhfdrato de Tiamina; con el propSsito de mantener la
estabilidad por un tiempo mfs prolongado.

La cuantificaci&n de Clorhfdrato de Tiamina se efec -
tud por el M&todo Analftico previamente validado. La valoracién
estadfistica del Método nos indica que es.Lineal; &sto lo justi-
fica las curvas de calibraci&n tanto de la sustancia de referen
cia como la sustancia problema- ambas proporcionan una respues-
ta 1fneal dentro del intervalc de concentraciones analizadas.

El M&todo es Indicativo de ‘Estabilidad; &sto lo de -
muestra la Especificidad; debido a gue el M&todo no presenta in
terferencias por parte de los productos de degradacifn ni por
los componentes del vehfculo. Asf mismo la evaluaci&n estadfs -
tica de los porcientos defrecuperacian permite decidir que el
M&todo Analftico es Preciso y Exacto. Por consiguiente; conside
rando estos resultados se concluye que el M&todo. es confiable
para determinar Clorhidrato de Tiamina de acuerdo a los recur -
sos disponibles. .
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