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1. INTRODUCCION

En la actualidad debido al gran avance cientifico y tec
nolégico y la introducci6n de nuevos productos al mercado se-
requiere del desarrollo de técnicas analiticas para controlar
dichos productos, ya que para que un férmaco tenga eficacia -

terapéutica se debe encontrar en la cantidad adecuada.

Los métodos oficiales descritos por las Farmacopeas pa-
ra valorar acetaminofén, son aplicables para materia prima y-
algunas formas farmacéuticas, excepto'para supositorios, por-
10 que se propuso la implementacién de un método analitico -

que pueda ser aplicado en este caso.

Al mismo tiempo, mediante el trabajo experimental reali
zado, se ha resuelto un problema dentro de unos Laboratorios-
Farmacéuticos implementando y validando un método analftico -

para cuantificar acetaminofén en supositorios para producto -

terminado.

El método experimental se basa en la separacién del ace
taminofén de las masas novatas mediante una diferencia en la-
solubilidad de dichas substancias porgue el acetaminofén se -
solubiliza en agua y las masas novatas no, debido a esto, el-
acetaminofén podrd entonces ser cuantificado por espectrofoto
metria. Para poder conccer la cantidad de principio activo -

en 10s supositorios se usa un estandar en cada determinacion.



De acuerdo con los nuevos lineamientos de la Ley General
de Salud, dicho método analftico debe validarse para poder a-
sequrar que los resultados son confiables al momento de tener
un producto finmal con una calidad requerida para el consumo -

humano.



2. FUNDAMENTACION DEL TEMA

En los Gltimos afios, los procesos de fabricacién y con-
trol de medicamentos han evolucionado de acuerdo a las nuevas
tecnologfas implementadas por los pafses més avanzados. A --
partir de 1976 la Food and Drug Administration {(FDA) a través
de las Buenas Practicas de Manufactura (GMP) incluyé por pri-
mera vez el término validaci6én como uno de sus principales ob
jetivos y donde se asegura que un método o proceso proporcio-

na de forma reproducible un producto (1,2).

Debido al desarrollo tecnolbgice actual, y a la necesi-
dad de un control de medicamentos més riguroso en nuestro ---
Pafs, la validacién es ahora un requisito sanitario publicado
en el Diario Oficial de la Federaci6n el 18 de enero de 1988
(3) y por esto la Secretaria de Salud ha tomado la iniciativa
al pedir a los laboratorios fabricantes de medicamentos que -
tanto sus procesos de fabricacién como los métodos de control
sean validados, para que de esta manera se tenga un medicamen
to seguro en todo aguello que pueda afectarlo en su fabrica--

cién, ademés de ser eficaz en cuanteo a su acciébn terapéutica.

Asf la calidad de los medicamentos fabricados serd la -
adecuada, porque a partir de sus propiedades fisicas, quimi--
cas y biol6gicas se establecerdn sus especificaciones y tole-
rancias para asegurarse de que el producto final estd de a---

acuerdo al disefio establecido.



2.1 validacién

2.1.1 definici6n. La validaci6én de un método analftico es el-

proceso mediante el cual se comprueba y certifica la aceptabj
lidad de dicha metodologfa para dar resultados analfticos con

fiables y reproducibles.

Para validar un método analftico se usan muestras de re
ferencia y placebos cargados para determinar 1a exactitud de-
ensayos producidos, donde el placebo cargado es la mezcla de-
excipientes, junto con la cantidad exacta del principio acti-

vo (2,4,5).

Los pasos que se llevan a cabo para realizar una valida
' cién para producto terminado son (6,7):

1. Linealidad del sistema.

2. Precisi6n del sistema.

3. Especificidad frente a excipientes.

4. Linealidad del método.

5. Exactitud del métedo.

6. Precfsibn del método.

7. Estabilidad de la muestra.

2.1.2 Linealidad del sistema.Es la relacién entre una recta y

una propiedad fisica, quimica o biocl6gica y una cierta canti-
dad de farmaco. El criterio a Seguir para.la linealidad del-

sistema es:



DER 20.7%
r = 1
m = 1
b = 0

E1 Método sers lineal si cumple satisfactoriamente con-
10 anterior (7,8).

2.1.3 Precisién del sistema. Se establece que un sistema es -

preciso si la desviacibn esténdar es igual o menor al 2%(7,8).

2.1.4 Especificidad frente a excipientes. Es la verificacién-

de la capacidad que tiene el método analitico para cuantifi--
car al principio active sin que interfieran otros componentes
de la muestra, por lo que .es necesario analizar placebos del-
producto con el método propuesto e identificar las respuestas

del (los) activos, excipientes y de otras substancias auxilia

res.

El criterio para la interferencia de excipientes es con
firmando que el método analftico implementado sea capaz de se
parar la sustancia de interés de cualguier interferencia pre-
sente. De no ser asi, se recomienda optimizar el métode o de

sarrollar otro (7,8).

2.1.5 Linealidad del método. Es la relaci6n que se establece-

mediante una recta entre una propiedad medible (cantidad de -

farmaco recuperado) y el valor rea! de la propiedad {(cantidad
de farmaco adicionado).




Cuando se lleva a cabo una validaci6n de un método ana-
lftico, es necesario checar que los resultados se relacionen-
linealmente a diferentes concentraciones. El criterio para -

seguir la linealidad del método es:

r $0.99
m = 1
b = 0

£l método serd lineal si cumple satisfactoriamente con-

lo anterior (7,8).

2.1.6 Exactitud del método. Es la concordancia que existe en-

tre el valor de una propiedad medida experimentalmente (esti-

mador) y su valor real de referencia (Parémetro).

Dentro de este paramentro a evaluar, se trabaja con por

cientos de recuperaci6n (7,8) y éstos se encuentran en fun---

cién de la forma farmacéutica: (tabla 1)

FORMA FARMACEUTICA % DE RECOBRO
Suspénsiones 97-103%
Tabletas 98-102%
Solucianes 98-102%
Semis6lidos 97-103%

TABLA No. 1 Porcentajes de recobro de diferen-

tes formas farmacéuticas.



2.1.7 Precisi6n del método.Es la concordancia existente entre

mediciones repetidas independientes, es decir, que estadisti-
camente se debe obtener el mismo resultado todas las veces --
que se redlice la determinaci6n de una cantidad constante, --
puede ser bajo las mismas condiciones (repetibilidad) o dife-

rentes condiciones (reproducibilidad).

Dentro de éste parametro, también se trabaja con por---

cientos de recuperacién (7,8).

2.1.8 Estabilidad _de l1a muestra. Son las condiciones a esta--

blecer para que la muestra preparada mantenga constante su .--

propiedad medible en un lapso de tiempo.

Al evaluar las muestras para su estabilidad, éstas son-
sometidas a diferentes condiciones de almacenamiento, las ~--
muestras deben ser analizadas antes de almécenarse y después-
de un tiempo determinado, dependiendo de las condiciones que-

se fijen para su operacién (7,8).

2.2 Espectroscopia.

La espectroscopia es tna técnica de gran ayuda al anali
sis quimico porque detecta la presencia o ausencia de elemen-
tos o grupos funcionales, dando informacién de la estructura-

molecular de lo que se analiza (9).



2.2.1 Definicién de Espectroscopfa.Es la interaccién entre --

una radiacién electromagnética y una sustancia quimica.

Todos los dtomos y moléculas absorben energia, depen---
diendo de su estructura. Cuando un Stomo o molécula absorbe-
energfa, pasa & un estado de mayor energfa o estado de excita
cién. A cada estado de excitacién se le da un nivel de ener-
gia definido y éstos son caracteristicos de cada estructura -
molecular. E£n la figura No. 1 se muestran los niveles energé

ticos para un &tomo ¢ molécula.

E

Absorcion. Emision.

o w5 (D 3 M

£0
Figura No. 1 Niveles de energfa de un &tomo o molécula.

Cuando a un sistema se le proporciona energfa {(radiacifn
electromagnética) pasa de un estado basal (E%) a un estado --
excitado (E1). Una vez en el estado excitado, las substancias
tienden a eliminar el exceso de energia absorbida mediante la
transferencia de energfa a otras substancias a su entorno, o-
también mediante la emisién de un fotén equivalente a la dife
rencia energética entre los dos niveles energéticos (E® y E‘).
En el caso de los atomos siendo diferente el comportamiento -

en el caso de las moléculas.

£s por eso que en las mol&culas argdnicas es importante



la posicifn de las bandas que estan en funcién de 1a energfa-

requerida para excitar una molécula (9,10,11,12).

2.2.2 Ley de Beer. Existen dos leyes en cuanto al cambio de -

energfa radiante de la luz monocromdtica al variar el camino-

6ptico de la muestra y la concentracién de la misma.

La primer ley nos dice que al aumentar el eipesor de la
muestra absorbente, disminuye exponencialmente la cantidad de

luz transmitida a través de ella.

La absorcién de luz se encuentra definida por la ecua--
ciébn 1.
A= -Lag P/Po (ec. 1)
Donde: A= Absorbancia
P= radiacibn monocromitica transmitida.

Po= radiacion monocromdtica incidente.

La segunda ley nos dice que al aumentar la concentra---
ci6n de la solucibn, disminuye exponencialmente la energfa lu
minosa transmitida (ecuvacié6n 2).

In (P/P0} = -k ¢ (ec. 2)

Donde K estd relacionada con la intensidad de absorci6p

y c es la concentracié6n.

Mediante una combinacién de las dos leyes se obtiene la

ecuaci6n de la ley de Lambert-Beer (ecuaci6n 3).



A = kbe (ec. 3)
Donde A es la absorbancia de la muestra, k es la absor-
tividad de 1a muestra, b es el grosor de la muestra y ¢ es la

concentracién de la especie quimica.(9,10,13).

2.2.3 Transiciones. La regién del ultravioleta se encuentra -

entre la regi6n visible y la de rayos X. De 100 a 200 nm se-
encuentra el ultravioleta lejano y de 200 a 350 nm aproximada
mente estd el ultravioleta cercano, en la primera regi6n ocu-
rren las transiciones de ¢ @ * y en la segunda regi6n las --

transiciones defw-~ir*

2.2.4 Instrumental. Los espectrofotdmetros se componen de los

elementos de la figura No. 2.

&

Figura No. 2 compenentes de un espectrofotémetro.

1. Fuente de radiacién. Si se trata de un espectrofotp
metro de ultravioleta-visible, la fuente de radiacién
para la regi6n visible es unra l&mpara de tungsteno,--
bara la regién de ultravioleta se usa una lampara de

descarga de hidrédgeno.



2. Monocromador. 6 Este dispositivo convierte la radia-
ci6n policromitica en una monocromdtica adecuada. -
Los mecanismos para dispersar son los que controlan
el cardcter monocromdtico y pueden ser prismas o re

jillas de dispersién.

3. Area de muestra. Las celdas que contienen la mues-
tra deben ser transparentes a la radiacién, por lo-
que generalmente se emplean celdas de vidrio y cuar
zo, la primera no se puede usar en ultravioleta por
que puede absorber radiaci6én, mientras gue la segun

da si se usa en ultravioleta porgque no absorbe.

4. Detector. Este dispositivo transforma la radiaci6n
transmitida en una sefial eléctrica y es conocido co

mo fototubo multiplicador.

5. Medidor o registrador. La sefial enviada por el de-
tector, aqul es graduada para obtener un dato de --
transmitancia o de absorbancia. También puede re--

gistrar el espectro de absorcién sobre papel (9,13,15).

2.3 Acetaminofén.

2.4.1 Nombres qufmicos. N-(4-hidroxifenil) acetamida; 4-Hidro

xiacetanilida; p-acetil aminofenol; paracetamol; p-hidroxia--

cetanilida, (16).




2.3.2-F6rmulas (condensada y desarrollada).ca H9 N02

[)
w
He N“-C—CHB

Figura No. 3 Estructura del acetaminofén.

2.3.3 Propiedades quimicas y fisicas. Cristales largos mono--

clinlcqs, p. f. 169-170.5°C. PM= 151.16. Muy ligeramente solu
ble en agua fria, considerablemente mds soluble en agua ca---
liente. Scluble en metanol, etanol, dimetilformamida, aceto-
na, acetato de etilo. 1Insoluble en éter de petr6leo, penta--

no y benceno (16,17,18).

2.3.4 Farmacologfa del acetaminofén. E1 acetaminofén es un --

analgésico antipirético, es decir, no narcético, al igual gue
los dem&s analgésicos, alivia el dolor moderado, disminuye la
fiebre por efecto directo sobre el centro termorregulader, al
inhibir la acciéq del pir6geno endbébgeno scbre los centros ter
morreguladores hipotalémicos. Es un gran inhibidor de la ---

prostaglandina sintetasa en el cerebro.

2.3.4.1 Absorcibén, distribucifn, biotransformacién y excré---

cién del acetaminofén. E1 acetaminofén se absorbe casi por --

completo en el tubo digestivo y por el recte. La concentra---
cién plasmitica alcanza el méxime de 30 a 60 minutos, con un-

tiempo de vida media de tres horas aproximadamente. El aceta
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minofén se distribuye de manera uniforme en la mayor parte de los lfqui--

dos corporales.

Alrededor del 3% el acetaminofén se excreta sin modificacién por -
la orina, el 80% por 1a orina después de conjugarse en el higada, princi-

" palmente con 4cido glucorénico.

2.3.4.2 Toxicidad. En dosis terapéuticas el acetaminofén puede tolerarse -
adecuadamente. E! efecto perjudicial mas grave de una sobredosis con ace
taminofén es la necrosis hepdtica que depende de la dosis y puede ser mor
tal. En ocaciones también ocurren necrosis tubular renal y -

coma hipoglucémico.

2.3.4.3 Dosis, via de administraci6bn y presentaciones. La do-

sis para el adulto varia de 325-650 mg cada 4 hs por via oral
y no debe de ser mayor a 2.6 g en 24 hs. No debe administrap
se por mds de diez dias. La dosis en nifics es: de 2-4 afios, -
160 mg; de 4-6 afios, 240 mg; de 6-9 afios, 320 mg; de 9-11 afios
400 mg; de 11-12 aflos, 480 mg. Solo repetir cada 4 hs si es-

necesario.

El acetaminofén se encuentra generalmente en tabletas -
de 500 mg, cépsulas de 300 mg, frasco con gotero graduado pa-
ra 60 mg, jarabe con 120 mg por cucharada de 5 ml y en suposi
torios de 300 mg. (19, 20, 21, 22, 23, 24).



2.4 Supositerios.

Los supositorios son formas medicamentosas sélidas, pa-
ra ser insertadas en las cavidades naturales del organismo --
(recto, cavidad vaginal y tracto uretral)} para intriducir un-
cierto fadrmaco. Después de la introduccién, éstos funden y -
se disuelven en las secreciones de la cavidad. Una variedad-
de formas, y tamafios son usados en la actualidad. Los suposi
torios pueden variar en peso, dependiendo de la cantidad de -

farmaco incorporado en la base, (25, 26, 27).

2.4.1 Liberacidén y absorcién del fé&rmaco. Después de la apli-

cacié6n del supositcéio;”se-forma una emulsi6n entre el fluido
rectal y parte del excipiente, provocando la liberacidn del -

principio activo.

Liberado el pridcipio activo, se disuelve en el fluido-
rectal y toma contacto con muchas zonas de absorcién. La ab-
sorcion rectal también depende del tamafio de particula, del -
grado de ionizacién, la humedad rectal, la tensién superfi---
cial, etc. (17, 25, 26, 27).



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

-La cuantificacién de acetaminofén puede realizarse con-
forme al método de Farmacopea (28, 29, 30) directamente al ul
travioleta o hidrélisis, o por otros ensayos como puede ser -
colorimétrico, polarogrédfico, gravimétrico, etc. (31). Tam--
bi&n en Farmacopea se encuentra su determinaci6én en diversas

formas farmacéuticas como tabletas, cépsulas y jarabe.

Actualmente los métodos reportados para cuantificar el-
acetaminofén en supositorios se basan en técnicas muy sofisti
cadas como la Cromatograffa de Liquidos de Alta Presion (HPLC)
(32) porque es una forma sencilla de eliminar las interferen-
cias que pueden presentar los excipientes al momento de reali

zar la determinacién.

Debido a gque el laboratorio donde se realizf la parte -
experimental ha decidido lanzar a la venta acetaminofén en va
rias formas farmacéuticas, entre ellas supositorios, se tleng
la necesidad de desarrollar o implementar un método analfitico
para cuantif!dar el principio activo en supositorios como pro
ducto terminado. Se tomé &sta decisién porque el laboratorio
no cuenta con equipo més especializado para llevar a cabo di-
cha determinacién y ademis de que el método analfitico que se-
adquiri6 con la patente de fabricaci6n, presenta problemas de

interferencia por excipientes.



Como en la actualidad la validaci6én de métodos analfti-
cos es de vital importancia en las industrias farmacéuticas -
para asegurar medicamentos confiables y eficaces ademds de --
ser un requisito sanitario por parte de la Secretaria de Sa--
lud (3) que pide a los laboratorios fabricantes de medicamen-
tos, validar todos los métodos empleados (de fabricacif6n y --
coantrol), por lo que se validard el método implementado para
la cuantificacién de acetaminofén en supositorios como produc

to terminado.
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4. OBJETIVOS

1. Implementar un método analftico para cuantificacién-
de acetaminofén en supositorios como producto terminado, via-

aspectrofotométrica {U.V.)

2. Validar el método analitico implementado con el estu
dio estadistico adecuado, usando la técnica de cantidad adi--

cionada, cantidad recuperada (placebo cargado).




5. HIPOTESIS.

El acetaminofén es una sustancia que debido a los enla-
ces presentes en su molécula, absorbe al ultravioleta a 240 -
nm aproximadamente, dependiendo del solvente en que se 1llegue

a preparar en solucisn (31),

Una manera fécil de eliminar los excipientes al determi
nar el acetaminofén en supositorios, es la de solubilizarlo -
en>agua, as{ se eliminar&n las masas novatas que por ser tri-
gligéridos de dcidos grasos saturados son insclubles en ésta-

(33).

Si al momento de realizar las determinaciones de aceta-
minofén, se ve que no hay interferencias por parte de los ---
excipientes y la extraccion fue total, podrd decirse que el-
método encontrado es un método cuantitativo que serd validado
con el estudio estadistico adecuado, ademds de ser utilizado-
para realizar el ensayo de principio activo en producto ter--

" minado.



6. MATERIAL Y METODO

6.1 Materiales.

Material Descripcién.

Matraces volumétricos 25, 50, 100 y 200 ml.
'Pipetas volumétricas 1, 2, 3, 65, 10, 11t y 25 ml.
Vasos de precipitados 40 mi.

Embudos de polipropileno Tallo corto, No. 4

Algodén

Agitadores de vidrio

6.2 Reactivos.

Acetaminofén (RS) RS de COSUFAR.

Acetaminofén polvo USP Materia prima de Helm de -
México.

Agua destilada Destilada por vaporizacién

para andlisis.

6.3 Equipo.
Espectrofutﬁmetro‘UV-VIS Beckman modelo 35 con cel-
‘ das de cuarzo de 1 cms.

Balanza analftica - Mettler H10T

parrilla de calentamiento Corning PC 353.

6.4 Metodologfa general. ?ara poder realizar la implementacién

y validaci6n del método analftico para cuantificar acetamino-

fén en supositorios, se tuvo la necesidad de fabricar un lote
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de placebo bajo las condiciones requeridas de produccién y al
cual se le adicionaron cantidades conocidas de acetaminofén -
materia prima, usando como estdndar el acetaminofén de refe--

rencia.
Preparaci6n de la muestra:

Pesar exdctamente 100 mg de acetaminofén y adicionar la
cantidad correspondiente de placebo. Fundir a 40°¢ y mezclar.
Esperar a que solidifique y extraer con 20 ml de agua calien-
te (75-80°C), agitar con una varilla de vidrio hasta que desa
parezca el color blanco del excipiente. Enfriar en un bafio -
de hielo hasta que sclidifique. Filtrar a través de un algo-
dén y regresar al recipiente original todo el excipiente que-
se retenga en el embudo. Repetir tres extracciones mis seme-
jantes a la anterior. Juntar todos los extractos en un matra

volumétrico de 200 ml y aforar.
Preparaci6n del esté&ndar:

Pesar exdctamente 100 mg de acetaminofén, disolver en -

agua y diluir a3 200 ml en un matraz volumétrico.
Procedimiento:

Transfiera porciones de 2 ml de las preparaciones de la

muestra y del estédndar a matraces volumétricos de 100 ml y di
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luir al volumen con agua. Conjuntamente determinar las absor
bancias de las soluciones de la muestra y del estandar al mé-
ximo de absorci6n (244 nm aproximadamente), usando agua como-
blanco. Calcular la cantidad de acetaminofén presente en la
muestra mediante la siguiente féormula: (Amta / Astd) (Wstd) -
donde Amta y Astd son las absorbancias de la muestra y la del

estdndar respectivamente, y Wstd es el peso del estandar.
Los parémetros que se evaluaron al realizar la valida--
cién fueron los anteriormente expuestos en la Fundamentacién-

del Tema (pé&g. 4}.

6.4.1 Linealidad del sistema. Para realizar la linealidad del

sistema, la determinacién se hace solo con principio activo -
en esta parte no se usa esténdar, La muestra se preparé pe--
sando 100 mg y llevando a un volumen final de 100 mi (splu---
¢ciébn stock) con aguas destilada para tener una concentraciébn -
" final de 1 mg/ml. El procedimiento fue de la siguiente mane

ra:

Para muestras al 80%: De la soluci6n stock se temaron-
cuantitativamente tres alfcuotas de 5 ml y se transfirieron a
tres matraces volumétricos de 50 ml y se aforaron con agua --
destilada. De cada una de las tres diluciones se tomd una a-
licuota de 2 m} con pipeta volumétrica y se llevaron a matra-
ces volum&tricos de 25 ml, afor&ndose con agua destilada, pa-

ra obtener ‘una concentracion final de 8 mcg/ml.




22

Para muestras al 90%: De la solucién stock se tomaron;
cuantitativamente tres alficuotas de 3 ml y se transfirieroﬁ a
tres matraces volumétricos de 100 ml, se aforaron con agua -~
destilada. De cada dilucién se tom6 con pipeta volumétrica -
una alfcuota de 15 ml y se transfirieron a matraces volumétri
cos de 50 ml, se aford con agua destilada para obtener una --

concentracion final de 9 mcg/mi.

Para muestras al 100%: De la solucién stock se tomaron
cuantitativamente tres alfcuotas de 1 ml y se transfirieron a
tres matraces volumétricos de 100 ml, se afordé con agua desti

lada para tener una concentraci6n final de 10 mcg/ml.

Para muestras al 110%: De la solucién stock se tomaron
cuantitativamente tres alfcuotas de 11 ml y se transfirieron-
a tres matraces volumétricos de 50 ml, se aforaron con agua-
destilada. De cada una de las diluciones se tomé con pipeta-
volumetrica una alfcuota de 5 ml y se transfirieron a matra--
ces volumétricos He 100 ml, se afor6 con agua destilada bara-

obtener una concentracién final de 11 mcg/ml.

Para muestras al 120%: De la soluciébn stock se tomaron
cuantitativamente tres alfcuotas de 5 ml y se transfirieron a
matraces volumétricos.de 50 ml y se aforaron con agua destila

-da. De cada una de las diluciones anteriores se tomé una alf
cuota de 3 ml con pipeta volumétrica y se transifirieron a ma

traces volumétricos de 25 ml, se aforaron con agua destilada-
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para tener finalmente una concentracidén de 12 mcg/ml.

Una vez preparadas las muestras se procedid a leer al -

médximo de absorcitn del acetaminofén en agua.

6.4.2 Precisi6én del sistema. Para la determinacién de la pre-

cisiébn del sistema se usé solo principio activo, al igual que

en la linealidad del sistema.

Se prepararon doce muestras de forma semejante a la pre
paracién del esté&ndar. De la soluci6n de 0.5 mg/ml se toma--
ron 2 ml y se llevaron a un volumén de 100 ml, se afor6 con -
agua destilada para tener una concentraci6on final de 10mcg/ml.
Por Giltimo se procedi6 a leer las doce muestras al méximo de-

absorci6n del acetaminofén.

6.4.3 Especificidad frente a excipientes. En una determinaci6n

para ver la interferencia de excipientes en una formulacibn,-
es necesario analizar placebos del producto, placebos carga--
dos del producto y comparar los resultados con un estandar de

acetaminofén, 'usando el método propuesto.
La forma de anélisis quedaria conforme a la tabla No, 2.
Para la muestra, el placebo y el estdndar se llev( a ca

bo el método general propuesto, realizando todo tal como ahi-

se indica.. Posteriormente al momento de leer se realizé un -
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espectro de absorcifén en la regién de ultravioleta cercane pa

ra poder comparar los resultados.

Determinaciébn: W acetaminofén: W excipiente:
Muestra 100 mg 566.6 mg
Placebo -——- 566.6 mg
Esténdar 100 mg ---

TABLA No. 2 Preparaciones para ser analizadas duran-

te la interferencia de excipientes.

6.4.4 Linealidad del método. Al momento de realizar la linea-

lidad del método, la determinacién se hizo con cinco concen--

traciones diferentes y tres replicaciones de cada concentra--
cibn.

Las muestras se prepararon pesando las cantidades de acuer

do a la siguiente tabla (tabla No. 3).

Concentacién: Acetaminofén (mg) Excipiente {mg)
1 80 453.3
2 90 510
3 100 566.6
4 110 623.3
5 120 680

TABLA No. 3 cantidad de acetaminofén y exciplentes para
las diferentes concentraciones en la determinaci6n de -

la linealidad del método.

Para las tres replicaciones de las cinco concentraciones
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anteriores se aplicé el método general de andlisis usando co-

mo comparacién un esténdar.

6.4.5 Exactitud del método. Para determinar la exactitud del-

método de medicién se prepararon doce muéstras y un estaéndar-
de acuerde al método general de andlisis propuesto y se leye-

ron las doce muestras al méximo de absorcién del acetaminofén.

6.4.6 Precision del método. Para realizar la precision del mg

todo se prepararon doce muestras, divididas en cuatro series-

" de tres. Para ésta parte experimental se requiri6 de dos ana

listas y dos dfas, para formar un disefio estadfistico con dos-
criterios de clasificacién, en cada determinacién los analis-

tas realizaron tres replicaciones por dfa.

Para saber si el método es preciso o no, primero debe--
debe determinarse si dicho método es reproducible y repetible,
los cuales esté&n dados por los analistas y los dfas respecti-

vamente.

Las muestras fueron preparadas de acuerdo al método ge-

neral de andlisis por parte de los dos analistas.

6.4.7 Estabilidad de la muestra. En la evaluaci6n de la esta-

bilidad de la muestra, se prepararon tres muestras tal como -
lo indica el método general. De cada muestra se tomaron nue-

vé alicuotas de 10 ml, fueron sometidas a tres diferentes con
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diciones y determinadas a tres diferentes tjiempos, quedando -

de la siguiente manera (Tabla No. 4):

Tiempo: Luz: Obscuridad: Refrigeracién: I
6 hs 1, 2y 2 1, 2y 3 1, 2y 3

12 hs 1. 2y 3 1, 2y 3 1. 2y 3

24 hs 1, 2y 3 1, 2y 3 1, 2y 3

TABLA No. 4 Condiciones y tiempos a los que se determinan

las muestras para evaluar la estabilidad de las muestras.

Las muestras 1, 2 y 3 antes de ser elmacenadas a las di
ferentes condiciones, fueron determinadas al tiempo cero, por
que ésta determinaci6bn inicial sirve para hacer la correccibn

por control que serd la usada para el estudio estadistico.
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7.RESULTADOS.

7.1 Linealidad del sistema. A continuacién se presentan los -

resultados de las absorbancias obtenidas (Cuadro No. 1) en -

las muestras preparadas para determinar la linealidad del -

sistema.

Concentraci6bn final mcg/ml: Absorbancia:
8 0.505
8 0.506 1.516
8 0.505
9 0.556
9 0.556 1.666
9 0.554
10 0.626
10 0.627 1.880
10 0.627
11 0.687
11 0.688 2.062
11 0.687
12 - 0.742
12’ 0.743 2.229
12 0.744

CUADRO No. 1 Resultados de las absorbancias para las dife-
rentes concentraciones finales en la linealidad del siste-

ma.

De acuerdo a los resultados de la tabla anterior, se -

calcularon los siguientes datos:
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Ex? = 1530 Ey? - 5.9428
Ex = 150 ' ) Ey = 9.3530
% = 10 5 = 0.6235
Sx = 1.4638 Sy = 0.0890

Exy = 95.3520 Ey? = 17.8284

Conforme a las fo6rmulas 1, 2 y 3 del anexo, se calcula
ron la pendiente {m), la ordenada al origen (b) y el coefi--

ciente de regresién (r).

m = 0.0607
b = 0.0165
r = 0.9989

Evaluaci6n de la linealidad del sistema:

Hot: Hay linealidad.

Hi: No hay linealidad. }

La siguiente tabla de ANADEVA (ver Tabla 1 del anexo)-

nos muestra las F calculadas para la evaluaci6n de éste pars

metro .j

Fv ql sc e F
Regresi6n 1 0.1102 0.1102 F,=504.26
E. de regres. 13 3.587x10-3 2.728x10-4

F. de ajuste ' 3 3.580x10"3 1.180%10°3 °

E. puro 10 6.666x10"5  s.66x10"7  Fp=1770.15
TCM 14 0.1109

Tabla de ANADEVA para evaluar la linealidad del sistema.
Con los datos anteriores calculamos rz
formula 4 del anexo.

r2 - 0.9936

conforme a la -
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Regla de decisi6n:
Si F1calb> Ftab no se rechaza Ho y .: hay linealidad -
del sistema de medicién. Si F1ca1c< Ftab, se rechaza Ho y -

no hay linealidad (ver grafica 1).

F (o.os.g-}—g% ) = 4.67

Como 404.26> 4.67, no rechazamos Ho y podemos conside-

rar que nuestro sistema de medicién sigue una lfinea recta.

Si cmalc<_Ftab. no hay falta de ajuste, si cmalc> Ftab
hay falta de ajuste o un error puro muy pequefio que se evalfa

con Y‘z.

F (0.0, g-}%:—ﬂ ) = 3.71

1770.15% 3.71, pero vemos que rz = 0.99, por lo que se
ve un error purg muy pequefio y se puede considerar que no --
hay falta de ajuste, esto en cuanto a términos précticos y -
lineamientos establecidos por la Secretarfa de Salud, porgue
profundizando en ‘el estudio estadistico, el modelo no expli-

ca correctamente los resultados obtenidos.

Para ver si la ordenada al origen es cero:
Ho: B =0
Hi: b #0

El modelo probabilfstico empleado es la t de student y
de qcuerdo las férmulas § y 6 del anexo se tiene:

tcalc = 0.134 t+ab (n-2, 0.975) = 2.1604
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Regla de decisién:
Si |tcalc} « t+ab {n-2, 0.975) no se rechaza Ho.
St |tcalc|> t+ab (n-2, 0.975) se rechaza Ho.

Como 0.134C 2.1604, no se rechaza Ho y podemos conside

rar que nuestro sistema de medici6én tiene una b = 0.
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7.2 Precisi6bn del sistema. En el cuadro Mo. 2 se presentan -

los resultados de las absorbancias obtenidas en las doce ---

muestras preparadas en la evaluacién de la precisidén del sis
tema.

Concentraci6n final mcg/ml: Absorbancia:
10 0.635
10 0.631
10 0.633
10 0.630
10 0.637
10 0.635
10 0.634
10 0.633
10 0.632
16 0.636
10 0.636
10 0.637

CUADRO No. 2 Resultados de las absorbancias para la e-

valuacién de la precisidn del sistema.

De acuerdo a los resultados de la tabla anterior, se -

calcularon los datos siguientes.
2

ExX® = 4.8247
Ex = 7.600
% = 0.631
sx = 2.314x10"3

Evaluaciétn de la precisidn del sistema:
Ho: E1 sistema es preciso.

Hi: El sistema no es preciso.
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Se calculé la desviacidn esténdar relativa (DER) usan-

férmula 7 del anexo.

DER = 0.364%

Criterio para la regla de decisidn:

Si DER< 1.5%, no se rechaza Ho y .: hay precisién en -

el sistema de medici6n. Si DER> 1.5%, se rechaza Ho y no --

hay precisi6n en el sistema.

Como 0.364% <1.5%, no se rechaza Ho y podemos conside-

rar que nuestro sistema es preciso.
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7.3 Especificidad frente a excipientes. Después de realizadas

las determinaciones para la muestra, placebo y estédndar, se-
interpretaron las respuestas del active y excipientes al mé-

todo mediante la gré&fica No. 2.

Evaluacién de la interferencia de excipientes:

"Ho:MNc hay interferencia de excipientes.
Hi:Hay interferencia de excipientes.

Criteric para la decisi6n:

Confirmar que el método desarrollado sea capdz de sepa
rar la substancia de interés de cualquier interferencia pre-
~sente. De no ser asf, optimizar el método o desarrollar ---

otro.

Por lo anterior y la grdfica No. 2, no rechazamos Ho y-
podemos considerar que el método desarrollado es capaz de se
parar la substancia de interés de las demds substancias pre-

sentes.
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fén = 10 mcg/ml.

7.4 Linealidad del método de medicién.En el siguiente cuadro

(No. 3) se muestran los resultados de las cantidades recupe-

radas en funci6n de las adicionadas.

Cantidad adicionada (mg) Cantidad recuperada (mg)
80 79.344
a0 79.508 238.196
80 79.344
90 90.163
90 89.344 268.851
90 89.344
100 100.491
100 101.311  301.965
100 100.163
110 110.000
110 109.508 329.178
110 109.670
120 119.180
120 119.508 358.524
120 115.836

CUADRO No. 3 Relacién de las cantidades adicionada y re-

cuperada para la evaluaci6n de la linealidad del método.

Con los resultados del cuadro No. 3, se calcularon los

siguientes datos:

£x2 - 153000 Ey2 = 152367.728
Ex = 1500 Ey = 1496.714

% = 100 ¥ = 99.780

Sx = 14.638 Sy = 14.697

Exy = 152681.23 EyZ = 457098.67
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Se calcularon m, by r con las férmulas 1, 2 y 3 del -

anexo.
m= 1.003
= -0.5467
r = 0.999

Evaluacién de la linealidad del método:
Ho: Hay linealidad.
Hi: No hay linealidad.

La siguiente tabla de ANADEVA (ver tabla I del anexo)-

nos muestra las F calculadas para la evaluacién de éste paréd

metro.

Fv gl sC MC F
Regresién 1 2977.50 2977.50 F1=828.92
E. de regres. 13 46.708 3.592

F. de ajuste 3 45,202 15.067 ’
E. puro 10 1.505 0.1505 Fp=100.112
TCM 14 3024.2

Tabla de ANADEVA para evaluar la linealidad del método.

Ahora se calcula el valor de rz con la f6rmula 4 del -

anexo.

rZ = o0.9845

Regla de decisién:

Si Fycale Ftab, no se rechaza Ho y .: hay linealidad-
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del método. Si F1calc <Ftab, se rechaza Ho y no hay lineali
dad.

F (0.05, {0 = 4.67

Como 828.92> 4.67, no se rechaza Ho y podemos conside-

rar que nuestro método es lineal (ver grédfica No. 3).

Si Focalc <Ftab, no hay falta de ajuste, siF,calc)Ftab,-
hay falta de ajuste o el error puro es muy pequefio (evaluar-

con rz).

Folo.os.4qum ) = 3.7

100.112 % 3.71, pérn vemos que r2=0.98, por lo que se -
aprecia un error puro muy pequefio .y podemos considerar que -
no hay falta de ajuste, en cuanto a términos précticos y li-
neamientos establecidos por la Secrtarfa de Salud, porque --
profundizando en el estudio estadistico, el modelo no expli-

ca correctamente l1os resultados obtenidos.

Para ver si la ordenada al origen es cero:
Ho: b = 0
Hi: b # 0

El modelo probabilistico empleado es la t de student y

conforme a las férmulas 5 y 6 del anexo se tiene:
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tcalc = -0.027 t+ab (n-2, 0.975) = 2.1604

Regla de decisifn:

Si |tcale| < t+ab (n-2, 0.975), no se rechaza Ho.

Si |tcalc|> t+ab (n-2, 0.975), se rechaza Ho.

Como 0.027<42.1604, no se rechaza ho y podemos conside

rar que nuestro método tiene una b = 0.

Para ver si la pendiente es uno:
Ho: m = 1
Hi: m # 1

El modelo probabilistico empleado aquf, también es la-
t de student, y usando las férmulas 8 y 9 del anexo se tiene:

tcale = 0.088 t+ab (n-2, 0.975) = 2.1604

Regla de decisifn:
Si Jtcalc|<4 t+ab (n-2, 0.,975), no se rechaza Ho.
Si |tcalc|y t+ab (n-2, 0.975), se rechaza Ho.

Como 0.088<2.1604, no se rechaza Ho y podemos conside

rar que nuestro método de medici6én tiene unam = 1.
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7.5 Exactitud del método. En el cuadro No. 4 se presentan los

porcientos de recobro de las doce muestras ensayadas.

Muestra: % recobro:
1 99.80
2 99.95
3 99.58
4 99.76
5 99.52
6 100.21
7 99.78
8 100.47
9 99.52
10 100.06
11 100.27
12 100.00

CUADRO No. 4 Porcientos de recobro de las muestras

para la evaluacibén de la exactitud del método.

Con los resultados del cuadro No. 4 se calcularon los-

datos siguientes:

£xZ = 119785.127
Ex = 1198.92

% = 99.94

Sx = 0.306

Evaluaci6n de la exactitud del métedo:

Ho: M = 100%
Hi: M # 100%
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El modelo probabili{stico empleado para la exactitud --
del método, es la t de student y se calcul6 usando la f6rmu-

l1a 10 del anexo.

tcalc = ~1.018 t+ab {n-2, 0.975) = 2.2010

Regla de decisifn:
Si |tcalc]< t+ab (n-2, 0.975), no se rechaza Ho.

Si |tecale|» t+ab (n,2 0.975), se rechaza Ho.

Como 1.018¢ 2.2010, no se rechaza Ho y podemos conside

rar que nuestiro método tiene una exactitud con un 100%.

Intervalo de confianza del % recuperado:
Empleando la formula 11 del anexo, se tiene:
1Ic = 99.91 ¥ 2.2010 (0.306/12)

1C : 99.71 a 100.10 del % de recobro.
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7.6 Precisién del métode. El determinar la reproducibilidad-

y repetibilidad del método, nos dars la pauta para deducir -
si el método es preciso. Las determinaciones se realizaran;

con los datos del cuadro No. 5.

Analista 1 Analista 2
99,72 100.31
D 4y 100.14 300.12 100.36 300.45
100.26 99.78
1 100,47 100
2 100.09 300.12 99.88 299 .82
99.56 99.94
A
Y .. = 600.24 Y,.. = 600.27
©Y... = 1200.51

CUADRO No. 5 Resultado del % de recobro por dos ana-

listas en dos dfas distintos.

La siguientae tabla de ANADEVA {ver tabla 11 del anexo)
nos presenta las F calculadas para la evaluacibén de la preci

sibn del método.

Fv gl sC MC F

At Co1 8x10=> 8x10°° 2.82X1073
Di(i) 2 0.066 0.033 0.333
EK(ij) 8 0.7924 0.099

Tabla de ANADEVA donde se dan los valores de las F

para evaluar la precisién del método.

Evaluacién de la reproducibilidad del método:
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Ho: Hay reproducibilidad.
Hi: No hay reproducibilidad.

Regla de decisibn:
Si F1calc< Ftab, el método si es reproducible.

Si Fqcalcd» Ftab, el método no es reproducible.

F (o.os,g-{—g.%'g) - 18.51

Como 2.42X10'3<.18.51. no se rechaza Ho y podemos con-

siderar que nuestro método es reproducible.

Evaluacién de la repetibilidad del método:
Ho: Hay repetibilidad. .
Hi: No hay repetibilidad.

Regla de decisi6n:
Si Fgcalc<.Ftab, el método es repetible.
Si cma]c> Ftab, el método.no es repetible.

F (o.os,gﬁg% ) = 4.46

Como 0.333< 4.46, no se rechaza Ho y podemos conside-=

rar que nuestro método es repetible.

Al observarse que nuestro método es reproducible y re-

petible, entonces puede considerarse que dicho método también
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es preciso.

7.7 Estabilidad de la muestra. El cuadro No,. 6 nos muestra-

los resultados de las tres muestras sometidas a tres diferen

tes condiciones y determinadas a tres diferentes tiempos.

Luz Cbscuridad Refrigeracién.

99.68 99,68 100

6 hs 100 100 100
' 100.15 100 100.15
%= 099.94 99.89 100.05
100.94 100.63 100.31
12 hs 100.47 100.63 100.63
100.94 100.31 100,78
%= 100.78 100.52 100.57
101.10 101.57 100.94
24 hs 100.94 101.73 100.78
101.10 100.94 101.73
X= 101.4 101.41 101.15

UADRO No. 6 Porcentajes de recobro de Tas muesStras a

los diferentes tiempos de determinacién.

Utilizando las fé&rmulas 12, 13 y 14 del anexo, se cal-
cularon los diferentes valores de tD (t de Dumnnett)} para las

diferentes condiciones y en los diferentes tiempos {ver cua-

dro No. 7)
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Luz Obscuridad Refrigeracibn
6 hs -0.096 -0.176 0.08
12 hs 1.255 0.323 0.917
24 hs 1.673 2.268 1.85

CUADRO No. 7 Resultados de la tD para los diferentes

tiempos de determinacién de las muestras.

Evaluacién de la estabilidad de la muestra:
Ho: Hay estabilidad.
Hi: No hay estabilidad.

Regla de decisitn:
Si {tcalc| < tD la muestra es estable.

Si {tcalc|> tD la muestra no es estable.
tD + ab = 2.95

De acuerdo a los valores obtenidos en el Cuadro No. 7-
podemos considerar que pnuestra muestra es estable a cual----
quiera de estas tres condiciones hasta 24 hs después de ha«-

ber sido preparada.
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8. DISCUSION DE RESULTADGS

Linealidad del sistema: Al observar la gfafica obteni-
da, un coeficiente de correlaci6én (r) de 0.9989 y una ordena -
da al origen (b) considerada como 0, podemos establecer que-
nuestro sistema de medici6n resulta ser lineal segln los cri
terios establecidos para su aceptaci6n, en cuanto a lineamien

tos establecidos por la Secretarfa de Salud.

Precisi6n del sistema: Para que un sistema de medicion
sea preciso, debe cumplir con una desviacién esté&ndar relati
va y analizando el resultado obtenido (0.364), podemos esta-

blecer que nuestro sistema es preciso.

Especificidad frente a excipientes: Al observar la gra
fica No. 2, podemos observar que el método analftico fue ca-
paz de separar la substancia de interés del resto de los ex-
cipientes. E]l método analitico resultbé ser especifico para-
el acetaminofén, ‘pués no hubo interferencias significqtivas-

por parte de los excipientes.

Linealidad del m&todo: De acuerdo a los resultados ob
tenidos en la grafica No. 3 y al obtener un r de 0.999, una-
b de -0.5467 y una pendiente (m) de‘1.003, puede considerar-
se que nuestro método es lineal bajo los criterios de acep-
taci6n establecidos para la evaluacién de éste paradmetro, en

términos establecidos por la Secretarfa de Salud.
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Exactitud del método: Se observa que el método fue --~
exacto porque se obtuvieron porcientos de recobro en un in--

tervalo menor al permitido para ésta forma farmacéutica.

Precisién del método: Esta se 1lev6é a cabo con dos --
dfas y dos analfistas. conforme a los resultados obtenidos se
observa que no hay efecto debido al analista, al dia y tampo
co a la interaccib6dn dia analista, por lo que se considera --

que el método es preciso.

Estabilidad de la. muestra: Las desviaciones observadas
en la determinaci6n de la estabilidad de la muestra, son muy
pequefias, por 1o que se establece que nuestra muestra es es-

table hasta 24 hs después de preparada.
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9. CONCLUSIONES

Al finalizar el presente trabajo, podemos decir que se
cumplieron los objetivos descritos originalmente porque, el-
método analftico empleado para la cuantificacién de acetami-
nofén en supositorios como producto terminado fue satisfacto
rio en todos los pardmetros evaluados dentro de la valida---

cién.

El método analftico resultd ser especifico para el ace
taminofén al poder separarlo del resto de los excipientes, -
también es lineal, exacto y preciso. ademids la muestra re--

sult6 estable hasta 24 hs después de preparada.

Por todo lo anteriormente expuesto, se concluye gue el
método anaiitico implementado cumple con la funcibn asignada
y por 1o que podrd ser empleado como una rutina en la cuanti
ficacién de acetaminofén en supositorios como producto termi

nado.

ESTA TESIS M7 DEBE
SAUR BE (A Si3i8TECA




10.ANEXO
FOrmulas:
n (n*Exiyi) - (Exi*Eyi)
(n*ExiZ) - (Exi)
b . LEyi*ExiZ) - (Exi*Exiyi)
(n*Exi®) - (Exi)?
r = {n*Exiyi) - Exi*Eyi)
{Treexi® - (ex0)]  [trey1?) - ey
r2 o S€r
SCTCM
tcalcec = bo - 0
sbo
sbo = \fMCr (L + %2
; Ex2 2 )
DER = 5 400
X
_m-1
tcalec = i
sm = [ MCer
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(Y

(2)

O -~
oW
(4]

(4)

(5)

(6).

(7)

(8)

(9)



tcalec = X - 100 {10)
s/ VA
- 5
1Ic =5ttt (n-1, 0.975)2- . (11)
v i
X - 100

tb = X2 20 (12)

\ MCE(F)
2

SCE - EEEyijx? - EEYLS ‘ (13)

mee = SEEgy ’ ' (14)



Tablas de ANADEVA.
Tabla I de ANADEVA.
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Fv gl sC MC F.
2
EY) 5T
Regresién 1 bEy+mExy ——%—— atr . mer
E. de regres. n-2 Ey2-(bEy+mExy) SCer ! &r
. g - y y ¥y gler
F. de ajuste gn-z)— SCer-SCep SCfa
r-1)c glta
MCfa
2 2 F2‘ ep
Ey< SCe
E. puro (r-1)c  EyZ%- —%— STes
2 2
TCM n-1 Ey©- (Ey)
n
Tabla II de ANADEVA,
Fv gl SC MC F
. ;2 2 F, = MCA
Ai i-1 Eyiv. = y... SCA 1
JK 13 gIA WD
< 542 ;2 MCb
Dj(i) (j=-1)1 EEEJI- - Eyit. SCD Fa = peE
J 21 2
Ek(ij) (k-1)iJ EEEy[jg2 - EEyij% SCE
. k g

Donde TCM

= Total corregido por la media
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