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INTRODUCCION

Dentro de 1a industria farmacéutica, una de las sta-
pas de mayor importancia en el desarrollo de nuevas formu-
laciones es la validacidn del proceso, as{ como las tcni-
¢an de andlisis pera su cuantificacidn con el objeto de ea
rantizar la calidad del producto (37, 38 y39)

Kl concepto de validacién ee sin duds el centro de
los mayores cambios en las normas de pricticas adecuadas
de manufactura (PAM’S)" y de laboratorio (PAL’S)* , 6 im-
plica el 'ponor a prusba un proceso o un método con el obje
to de determinar sus pardmetros Sptimos de operacién y su
metodologia de control, para as{ reproducir eficazmente lo
te tras lote, es decir, fabricar un producto farmacéutico
acorde & las especificaciones de calidad establecidas,

Los fabricantes de medicamentos han desarrollado for-
mulaciones y proéesoa que han validado por diferentes méto
dos y técnicas garantinando'ln elaboracidn de productos 88
gurog, efectivos y de calidad, Después que un producto nue
vo ha sido desarrollado, es necsesario tener un ’método ana-
1{tico adecuado para la cuantificacidn del(los) principio
(8) activo(s), posteriormente es importante validarlo.

Existen trés razones por las cusles la 1ndusfriu far-
macfutica estd preocupada por que sus proceeos, asi como
lae técnicas enalfticas para cuantificar ¢l fdrmaco sean
validados, &stas son:



1) lormas legales y reglamentaciones oficiales
2) La garantis de calidad
3) La reduccidn de costos

La dexametasona-2l-sodio-~fosfato es un corticosteroi-
de antiinflametorio y antialéregico utilisado en diversos
tratamientos, por lo que es importante controlar la cali-
dad de sus presentaciones farmacluticas a través de técni-
cas analiticas sencillas, econdmicas y répidas.

Las técnicas oficiales establecidas para cuantificar
el principio activo dexametasona-21-sodio-fosfato (20, 21
25 y 26) presentan la desventaja de ser costosas y las ha-
ce inaccesibles a laboratorios farmacfuticos pequefios, ya
que se requiaro del equipo de cromatografia de games y de
1{quidos.

Tomando §stas consideraciones, se desarrolld y validd
un método espectrofotométrico para cuantificar dexametaso-
na-21-sodio-fosfato en una s0lucidn nassl y en unm solu-
cidn oftélmica, el cusl resultd ser especffico, lineal,
exacto, precigo y econSmico para ambes soluciones farmacéu
ticas,

En el presente trabajo se utilisen las siglas "DSF"
cusndo ge hace referencia al principio activo dexametasona
21-sodio~-fosfato,

(# ) Siglas adoptedac por la comieidn internacional
de pricticas adecusdas de manufacturs y de laboratorio en
México (CIPAN y CIPAL),



1. FUNDAMENTACION

1.1 Degarrollo y validecidn de un método analitico,

1.1.1 Importancia. La aparicidn de nuevas y complejas
formulaciones en los medicamentos, implica el desarrollo
de métodos analiticos cuya precisién, exactitud y reprodu~
cibilidad permitan efectuar una valoracién cualitativa y
cuantitativa adecuada del o los principios activos presen-
tes y que ademés, eliminen hasta donde sea posible las in-
terferencias que se presenten debidas a otras sustancias
contenidas en la misma forma farmacéutica,

El desarrollo de un método regquiere de factores tan
imnortantes como el del conocimiento profundo de las carag
terdsticas fisicas, quimicas y fisicoquimicas de las sus-
tencias sujetas al andlisis, ademds la destreza necesaria
para aprevechar al miximo los recurges que nes proporciona
el andlisis ingtrumental moderno, ,

¥l término validacidn se puede definir como la deter—
minacidn del grado de valor de un método y se pueds tomar
como significativo 8l hecer vAlido un método o proceso en
el éentido de producir el resultado deseado., La forma de
validar un método analitico depende de la aplicacidn que
se le va a dar (en control de celidad, estudios de estabi-
1idad o andlisis de proceso ), de los requerimientos guber-—

namentales, y desde luego del criterio de la persona que



1o realiza. Considerando la variedad de ensayos, cs 10gi-
co cue 1las diferentes métodos analiticos requieren dife-
rentes esguemas de validecién, las categoring de métodos
mAs comunes gque reguleren ser validados son diversas.

4 continuacidn se nrovone una guia para validar méto
dos enaliticos:

1,1.2 Linealidad del gistema. Fs el grado en gue la

resnuesta del método se aproxinma a una funcidén lineal del
tivo:
Y= A+ Bx
Donde: A = 0
B=1

Cuando se trabaja con diferentes concentraciones.

La curva de calibracidn analitica se determina por
andlisis de esténdares, usualmente en concentraciones cue
varian entre el 60% y el 1405 del valor esperado de 1a
muestra. La curva resultante se debe presentar con los dg
tos obtenidos y con el valor del coeficiente de correla-
c¢idn (r), cuanto més cercano a la unidad se encuentre el
valor de "r", mAs lineal serd el método. También se busca
que la linealidad presente un intercepto al origen de ce-~
ro.

1,1.3 Rengo analitico, Indica la concentracidn més
alta y la mis baja de la sustancia que se ajusta a la fun
cidn matemdtica gue relaciona 1la resnuesta del detector
con la concentracién, 0.el rango de concentraciones en

gue se estudia esta rzspuesta.



1.1.4 Linealidad del método. Ps la relacidn quec se eg

tablece mediante una 1inea recta, entre una propiedad medi-
ble (cantidad de fdrmaco recuperado) y el valor real de la
oropiedad (centidad adicionada).

Se lleva a cabo analizando muestras, cuzando menos a
tres diferentes concentraciones (del 607 al 140%), con res-—
necto a 1o estipulado en el método enalitico, incluyendo el
100%, haciendo los andlisis por trinlicado de cada concen-
tracidn como minimo. Indica el efecto que puede tener la
presencia de las sustencias auxiiiares en la formulzcidn
(excipientes o vehiculos), cuando en alguna ocacidn se modi
fica la cantidad de muestra empleade para el andlisis, o
cuando se ha detectado un error en la manufactura del pro-
ducto., Ios criterios parm considerar un método linesl son:
A=0: B=0.99; r= 0.98,

1.1.5 Precigidn, Fs la concordancia mutua entre los
resultados obtenidos en una serie de ensayos. Se expresa Co
mo la desviacidn estdnder relativa o coeficiente de varia-
eidn (CV).

CV =100 % DE / X

Donde: CV = Coeficiente de variacidn
DE = Desviacidn esténdar

X = MNedia

1§

1

La precisidn se demuestra analizando un cierto mimero
de veces la misma solucidn (plzcebo cargado), Los experimen
tos ge evaluan a un nivel de significancis decoc = 0.05 . Pz

ra un método esnectrofotomdétrico se acentz ménor a1l 29,



Le precisidn de un método se puede evaluar como la
concordancia obtenida entre las determinaciones indepen-
dientes realizadas por un solo analista usando los mismos
aparatos y técnicas (repetibilidad), y como la concordan-
cia obtenida entre las determinaciones efectuadas por di-
ferentes analistas en diferentes dias o en diferentes la-
boratorios utilizando diferentes equipos (reproducibili-
dad).

1.1.6 Especificidad (selectividad). Es el grado en

el cual la medicidn es debida solo a la sustancia a ser
determinada y no a otras sustancias que puedan estar pre-~
sentes en el material sujeto a anflisis. Dependiendo de
le aplicacidén del método se reguerird mayor o menor grado
de especificiéad, por ejemplo en un método indicativo de
estabilidad se requerird separar y determinar los produc—
tos de degradacidn del activo y los excipientes.

La especificided consiste en analizar placebos del
producto con el método propuesto e idenéificar las res-
puestas del (los) activo (s), excipiente (s) en caso de
tenerlos y de otras sustancias auxiliares,

Criterios: Confiymar que el método desarrollado sea
capaz de separar la sustancia de interés de cuelquier in-
terferencia presente, y de no ser asi, optimizar el méto-
do o desarrollar otro.

1.1.7 Exactitud., Es la concordancia entre un valor
experimental determinado y el valor de refereqcia acepta—~
do, La exactitud del.método se puede demostrar mediante:

Ffecto placebo: Fs la exactitud de un método expresa

do como la concordancia obtenida entre determinaciones



independientes realizadas por un solo analista en nuestras
preparadas con la misma cantidad de placebo, afiadiendo di—
ferentes cantidades de una solucidn estédndar de la sustan—
cia que se va a determinar a diferentes concentraciones
gue varian en un intervale del 60% al 140% del nivel nor-
wel de andlisis, el valor que se obtenga serd equivalente
estadisticamente al valor real (100%). Los resultados se
evaluan en porciento de recuperacidn de la siguiente ma-

neras !

Cantidad recuperads
Cantidad adicionada

X 100 = Porciento de recuperacidn



1.2 Bspectroscopie de absorcidn.

Todos los dtomos y moléculss son capaces de absorber
energia dependiendo de 1la estructura de la sustancia.

La energia se puede proporcionar en forma de enargia
electromegnética (luz), el tino y cantidad de radiacidn
absorbida por una molécula guarda relacidn con la sstruc~
tura de la misma, La cantidad de radiacidn absorbida esté
sujeta asi micmo al nlmero de moléculas que interaccionan
con 1la radizcidn, el estudio de ésto, se conoce como em-
vectrosconia de absorcidn y ¢s una téenica til, ya que
represente sencillez, rapidez, especificided y sensibili-
ded,

lLe redimcidén electromagnética de la cual la luz visi
ble comstituye parte, puede considerarse como energia pro
pagada en forma de ondas, siendo 1la longitud de onda la
distancia lineal degde cualquier punto de la onda, hasgta
el punto correspondiente de la onda adyacente.

Fl medio a través del cual pasa lz onda varia la lon
gitud de la misma, esto significa que la velocidad de la
radiacidn depende del medio de propagacidn., FL intervalo
completo de radiaciones se denomina espectro electromagn§
t4co y se ha caracterizmado convencionalmente tal como se

indicn en 1la tabla I,



Tabla I. Bspectro electromagnético

REGIONES INTERVALOS DE

LONG., DE ONDA
Ultravioleta lejano 100 - 200 nm
Ultravioleta 200 - 400 1nm
Vigible 400 -~ 750 nm
Infrarrojo cercano 0.75 - 4 mm
Infrarrojo 4 - 25 mm

Ja medicién de la absorcidn de la radiacidén ultravio-
leta y visible proporciona un método para el andlisis de
especies inorgdnicas y orgdnicas. La radiacidn de éstas
regiones es de suficiente energia para causar transicionas
electrdnicas de los electrones de valencias exteriores.

' Cuando un étomo o molécula absorbe energia, pasa a un
estado de mayor energia o estado excitado. A cada estado
excitado puede asignarsele un nivel de energla definido.

Ley de Beer: Beer postuld que la reduccidn de la ener
gla radiante de un haz de radiacidn monocromdtica era pro-
porcional a la intensidad o potencial del haz y a la canti

dad de sustencia absorbente en su trayectoria:

log Po/P = Fbc = A

Donde: A = Absorbancia
E = Absortividad molar
¢ = Concentracidn
b = Longitud de la celda



Fota ley rige la absoxcidn de todos los tipos de ra-—
diacidn electromagnética. Se utiliza para soluciones, ga-
ses y sdlidos, se conoce como ley de Lambert-Beer, y se g
plica a una solucidn que contiene més de una clase de sug
tancias absorbentes, siempre que no haya interaccidn en—
tre las distintas especies. Para un sistema de multiples

componentes se tiene:

Atotal:A;L+A2+...+An
A to¥al = Elbel + F2be2 + . . . + Enben

Muchos sistemas absorbentes gsiguen la ley de Beer en
soluciones diluidas, pero en otras, las absorbancias ve—
rian en forma no lineal con respecto a la concentracidn,
esto se conoce como desviaciones de la ley de Beer. Para
manejar estos sistemas se requiere unma curva de calibraw’
cidén trazada con valores de muestras de concentracidn co~
nocida, de esta forma una concentracidn desconocida se
puede determinar a partir de la absorbancia de la solu—
cidn, En la figura N° 1 se presenta una curva de éalibra-

cidn tipica,

absorbancia
,.-- «a= Desviaciones
‘ de la ley de
Beer
Abeeean
\
1
!
B Concentracidn

Fig., I'® 1, Curva de calibracidn tinica



1.3 Antecedentes resnecto a los métodos de andligis.

Existe una gran variedad de métodos de andlisis re-
portades para 1la DSF, incluyéndese los oficiales { Farmeaco
peas ¥y mormas) ¥y no oficiales,

Las técnicas de cuantificacidn del prineipio activo
DSF estén fundamentadas principalmente en reacciones por
gruvo funcional.

Fl1 gruno funcional con reaqtividad esnceifica del
corticosteroide es el carbonilo del carbono 20, el cual
origina muchas reacciones dando como resultado soluciones
coloridas, que pueden ger estudiadas nor espectrofotome~
triea,

Porter y Silver (16) reportan un método colorimétri-
co utilizando clorhidrato de fenilhidrazina en medio dci-
do y calor para formar una hidrazona con sbsorcidn mdxina
a 410 nm, .

' USP XXI (2¢) proporciona un métedo colorimétrico con
2zul de tetrazolio e hidroxido de tetramebilamonio cuyo
producto tiene absorcidn mAxima 2 525 nm.,

Zaxheri (46) reporta otro método nor formacidn de fe
nilhidrazona con yodo o cloranil, mediante una resceidn
de compnlejacidn de transferencia de carga, determindndose
1la ebsorbancia del comnuesto en la regidn el espectro vi
sible.

Zagasig (41) 2 travée de la runtura oxidativa del
crrinono 17 con bismutzto de sodio en dcido zcético y solu

cidn amortigusdora de oxalilnidrazinae (nl = 7 ¥y ioncs Gf)
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forma un complejo de color zzul con absorcidn mAxima =
610 nm,

Le formaconea Briténica (21) renorte un método de
andlisis para materia nrima por espectrofotometris directa
de una solucidn acuosa, determinfindose 1la absorbancias en
la regidn del espectro ultravioleta a 241 nm, De igual im-
nortancia son log métodas enzimdticos (25, 40) cue woseen
la ventaje de tener una alte sensibilidad, esnecificidad v
exactitud, sin embargo su costo es elevado,

Dentro de las téenicas cromatopgraficas tenemss princi
palmente lan de cromatografia en capa fina renortadas nor
Loo (43) y 1la Parmacopes Kacional (26), en lag cuale¢s se
cuantifica el estercide por dicha técnica y posterior de-
terminacidn espectrofotométrica,

Tambidn se encuentran reportadas técnicas por cromato
grafia de gases (CG), cromatografia de ligquidos de alta re
solucidn (CLAR), polarimetris y polarcografis (34, 35, 42,
44 y 50), que por su alto coste en eguivo las hacen inacce

gibles,
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1.4 Relacidn estructura-actividad de los esberoides.

Las hormonas esteroidales y sus metabolitos derivan
de tres hidrocsrburos: el estrano, el androstano y el
pregnano. Ellos tienen como caracteristica en comin el po
seer un nicleo tetraciclico constituido por tres anillos
de ciclohexano y un anillo de ciclopentano (1, 19).

F1 nicleo tetraciclico comin a todog los esteroides
es un hidrocarburo saturado denominado gonano (fig. NO©
2 a), el cual posee 17 dtomos de carbono. Si fijamos un
sustituyente metilo en la posicidn 13 pasamos al estrano
(fig. §° 2 b), molécula con 18 Atomos de carbono, de ésta
molécula se derivan las hormonas estrogénices. Colocando
un segundo metilo ahora en la posicidn 10, obtenemos el
hidrocarbure con 19 4tomos de carbono, el androstano
{fig, N° 2 c}, de ésta estriictura se derivan las hormonas
masculinas, Adicionando un tercer radical, siendo &ste un
radical etilo en la posicidn mds alta del anillo del ci-
clopentano sobre el carbone 17 obtenemos un hidrocarburo
con 21 Atomos de carbono, dos sustituyentes metilo y un
grupo etilo, éste hidrocarburo es el pregnano (fig. K°
2 d), este constituye el esqueleto de las hoxrmonas del

cuerpo amarille ovdrico y las corticosuprarrenales (19).



18 18

19 1.9

Fig, N° 2, Nicleos tetraciclicos para esteroides
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1.5 Proviedades farmacoldgicas de la DSF,

La DSF estd clasificada dentro de los corticosteroi-
des con accidn predominaente de glucocorticoide, andlogo
del cortisol y derivado "filuorado™ de lm prednisolona. Es
uno de los esteroides sintéticos de mayor actividad ant.i-
inflamatoria y antialérgica, siendo su potencia aproxima-
damente 25 veces mayor que la del cortisol para ese efec-
to, pero su actividad mineralocorticoide es précticamente
nula, Se considera que le presencia de fluor en su molécu
la contribuye a su potencia antiinflematoria, Las dosis g
quivalentes (potencia relativa) para los efectos antiin-
flamatorios entre varios corticosteroides son los siguien
tes: cortimel = 20 mg; prednisolona = 5 mg; metilprednisp
lona = 4 mg; perametasona = 2 mg; DSP = 0,75 mg, Los ani-
logos sintéticos del cortisol como la DSPF son eficaces
por via oral y parenteral (2, 3, 6).

La absorcidn a pertir de los sitios de aplicacidn lg
cal puede ser suficiente para producir efectos sistémicos
incluyendo la supresidn suprarrensl cuando se administra
erénicamente o sobre una gran extensidén de la piel (3, 4,
5). '

La bioinactivacidn de DSF se produce de manera simi-
lar que con el cortisol, mediente la reduccién de la do—
ble ligadura entre los carbonos 4 y 5 del anillo 4 del ni
cleo esteroidal y la consiguiente formacidn de sulfatos o
glucurdnidos. Al parecer, la doble ligadura entre los car

bonos 1 y 2 permiten que egte medicamento tenga una vidas



media bioldgica prolongada, entre 36 y 72 horas (4, 6).

Indjicaciones: Fn general, la DSF tiene el uso de los
glucocorticoides, principalmente vpor su efecto antiinflia-
matorio, eiendo uno de los medicsmentos més tiles en el
tratamiento de inflameciones cornesles, ya gue degpués de
s administracidn tdnica penstra 2 la cdrnea y al humor
acnoso, También results Util en el tratemiento de la artf;
tiz reumatoide y otras enfermedades de la coldgena, derma
togis alérgica y de 1a piel, &n algunas leucemias, linfo-
mas y anemias hemoliticzs, de la misma forma en inflama-
ciones del tejido blando y en situaciones de smergencia
incluyendo el asma bronguial {6, 7).

Fntre los diferentes tipos de compuestos con estruc-
tura esteroidel se encuentran: Hormonzs adrenocorticales
gue provienen de la corteza de las gldndulas adrenales
gue se localizan en la parte superior de cada rifion (1, 2
¥ 5), estes glandulas producen secis hormonas importantes
y son: cortisona, cortisol, corticosterona, desoxicortie-
costerona, dehidrocorticosterona y 17--u¢ ~hidroxicorticos-
terona, lms cualas tienen como funcidn:

a) Regular el metabolismo de cerbohidratos y wrotei-

nas.

b) Regular el metaboliamo de minerales, goles y agua

¢} Como funcidn farmacoldgica tienen un efecto anti-~

inflamatorio.,

d) Influyen en el desarrollo sexual,
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1.6 Dexametagona—-2l-godic-fogfato.

Férmula estructural:

CH,—OP—{ON,)
S
(1]

Pormula minima: FNaao P

Caotag™he,0g

Peso Molecular: 516,40
Nombre oficial: Dexametasona-2l-sodio-fosfato

Nombres guimicos: ePregna~4-eno-3,20~diona~9~fluoro~
"11,17-dihidroxi~16-metil—-21~{fos~
fonoxi)~sal disddica~(11p 16 =),

e3~fiuoro~118,17, 2l~trihidroxi-~jg-
o¢ ~metilpregna-1,4-dieno~3,20-dio-
na~21~(dihidrégenofosfato )~sal di-

sédica,



Descripicidn:

Rotacidn especifica:

Punto de fusidn:

pl:

Solubilidad:

16

Polvo cristalino, inodoro o

con ligerc olor & alcohol, 1i
geramente amarillento, excesi
vamente higroscdpico. Contie-
ne no menos que el 96% y no

mds del 102% de 022H28PN8208P
calculado sobre la base libre

de agua y alcohol.
(oc.)%(5 + 57 en agua
233-235 o€

Una solucidn al 1% en agua
tiene un pH = 7,.5-10,5 .
Una solucidn al 6.75% es iso~

osmética.

Muy soluble en agua, ligera-
mente soluble en alcohol (eta
not), muy ligeramente solublie
en hexano, insoluble en clorg

formo y en éter.

Fopectro ultravioleta: Presenta una absorcidén médxima

al U,V, a 238 nm en etanol
(E 14000). Presenta una absor
cidn mdxime a 241 vm al U, V.

en agua,
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1.7 Dexamebagona base.

Férmula estructural:

Formula minima: 022}129?05

Peso molecular: 392,50

Hombres quimicos:e9-fluoro-11,17,21~trihidroxi~Ll6~

metilpregna-1,4~dieno-3,20~-diona,

#Pregna~1,4-dieno~3,20~diona~3~flug
ro-11,17,21~trihidroxi-16-metil~
(118 16 =),

g —fluoro-l6-metilprednisolona.

el-dehidro~i6e —metil-g ¢ ~fluorohi~

drocortisona.



iombres registrados: Decasone: Decadron: Deronil: Dg
soxine; Dexasone: Hexadecadrol:

Fluornmone; Anaflogintico.

Deseripcidn: Polvo cristalino blanco o casi
blanco, inogoro, esteble al
aire, Uontiene no menos del
37% y no mds del 1027, calculae-

do sobre la sustencia secz,
Punto de fusidn: 268-271 °C
e o 25 .
Rotacidn especifica: (oc)D + 72 , en dioxano.

Solubilidad: Agua (37°C) 11.6 wg/100 ml,

(25°C) 10.0 mg/100 ml; mirista-
to de isovpropilo (37°C) 23.3
mg/100 ml; etanol 1 en 423 clo-
roformo 1 en 165; acetona solu-
ble; acetato de etilo (2500)
4,10 mg/ml; éter muy ligeramen-
te soluble. -



Espectro ultravioleta: Presenta una absorcidn médxima
al U,V, a 240 nm en metanol
(B 1 cm,-1% 355).

Petabilidad: Ia de#ametasona sélida es es-
table al aire, pero debe ser
protegida de la luz, Sus solu
ciones pierden el 50% del C—~
17 del cetol de la cadena en
6 ~ 8 minutos con la presen—
cia de una base catalitica.



1.8 Sulfato de neomicina.

Férmula estrutural:

HO CH; ™" NH;
[+]
0
OH HO
NHZ NM2
o o
HO 0 \
NH2 o
CH, —NH
2 2 L—oH
5 {nima: H 0
Formula minima 023 46N6 13
Peso molecular: 614.67
Nombre quimico: sSulfato de neomicina

Nombres registrados: Micifradin; MNiacine; Fradiomicin

Descripcidn: Se presenta como un polvo blanco
amorfo.
Solubilidad: Fn mg/ml: en agua = 6,3; en metg

nol = 0.225; en etanol = 0,005;

en isopropanol = 0.082; en ciclo
heyanc 0.08; en benceno = 0,050;
précticamente insoluble en ace-

tona, éter y cloroformo,
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1.9 Clorhidrato de fenilefrina.

FéSrmula estructural:

CH —CHy—NH—CHy e HOY

OH
HO'
Pérmula minima: C. H _NO_- HCL
1913 2
Peso molecular: 203.67
Nombre guimico: eClorhidrato de l-m~hidroxi-ec—

(metilamine }-metilbencil alcohol

Nombres registrados: Clorhidrato de 1-1-(m-hidroxife-

nil)-2-metilamincetanocl.
Clorhidrato de neosinefrina,

Clorhidrato dc Isofrina.

Descripcidn: ' Polve blanco o casi blanco cris-

talino, con sabor amargo.

pH: La solucidn acuosa al 1% tiene
un pH = 5; La solucidn acuoga al

3% e¢s isosmdtica con gl suero,



Rotacion especifica: (ex)

Punto de fusidn:

Solubilicad:

25

D ~46,2 a -417,2

140°C -~ 145°C (Clorhidrato)
1709C = 1779C (Bzse)

1l en 2 de agua
1 en 4 de alcohol

1 en 2 de glicerina

Espectro ultravioleta:(Fspectrofotdmetro Perlin-Fl-

Incompatibilidades:

Fstabilidad:

mer UV 571), concentracidn de
0.5 mg/ml, Absorcién mixima
(nm): metanol= 250, 256 y 262
HCL 0.1N= 250, 256 y 262; NaOh
0.1N= 251, 257 y 263.

No es compatible con butacaina
4lcalis, sales férricas, agen-
tes oxidantes y fenitoina de

sodio.

Coloraciones amarillas de las

soluciones de fenilefrina indi
can une degradacién, forma com
puestos suto-oxidables con me-

tales pesados.,



2. PLANTEAKRIENTO DEL PROBLENKA

La forma farmacéubica en solucidn es utilizada para
administrar una gran cantidad de farmacos principalmente
antibidticos, vasoconstrictores, antialérgicos y corticos-
teroides. La DSF se expende en el mercado en diferentes
formas, siendo 1as soluciones nasal y oftdlmica dos de las
més golicitades por narte del piblico consumidor, sobre to
do aguellas personas con problemas de infecciones oculares
y vias respiratorias, Generalmente tanto la solucidn nasal
como la oftdimica vienen dogificadas en envases de plésti-
co provistos de un gotero para facilitar su manejo y admi-
nistracidn,

Para cuantificar dicho principio activo en las dos so
luciones ya mencionadas, existen métodos ansliticos muy
sensibles, exactos y reproducibles, pero a la vez muy ca-
ros y poco accesibles para un laboratorio ordinario (25,
26, 34 y35), y en otros existen interferencias debidas a
los excipientes de éstas formulaciones (31, 33 y 45). Ra-
zén por la cual se requiere desarrollar un método analiti-
co para ambas formulaciones que curpla con: Pocas maninula
ciones de la muestra desde el inicio hasta e}l final del
estudio; gue el principio activo sea fécilmente identifica
ble con un tiemmno reducido de andlisis: gue la muestra a
analizar sea minima y no se reguiera algfin equivo ruevo o

reactivos voco accesibles,



3. OBJETIVOS

g) Desarrollar un método anelitico para el nrincinio
activo dexametasona-2}-sodio-fosfato por esnectrofotome-~
tria U.,V.,, para soluciones farmacéuticas (nasal y oftdlmi
ca), fundamentdndose en sus propiedades fisicas y guimi-
caes.

b) Reslizar la validacidn del método seleccionado y

desarrollado, evaludndo los siguientes nardmetros:

- TPspecificidad
~ Linealidad del sistema
- Precisidn {- Repetibilidad
- Renroducibilidad
- Fxactitud

-~ Linezlided del método
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4, HIFOTESIS

Deyametasone~2l-sodio~fosfato (DSF) es un corticoste-
roide que en solucidn acuosa presenta absorcidn mdxima en
la regidn del espectro wltravioleta a 241 mm, , y la base
libre {dexametasons base), 2bsorbe a la misma longitud de
onda, vpero en un disolvente orgdnico, por lo anterior, el
método desarrollade serd es-ecifico para este princinio ac
tivo, debido a2 sus caracteristicas de solubilidad, coefi-
ciente de revarto y polaridad,

¥l método pronuesto serd esnecifico, lineal, exacto,

wreciso ¥y econdmico para ambas soluciones farmacéuticas,



neni

nemn:
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5. FORMULACIONES

5.1 Pormulacidn de la dexametasona-21l-sodio-fosfato

en solucidon oftdlmica.

Frasco con tapén gotero de 10 ml, cada 100 ml contie-

Dexametasona—~2l-sodio-fosfato equivalente a. . 8l mg
de fosfato de dexametasona.

Sulfato de neomicina eguivalente a, . . « . . 350 mg
de neomicina base,

Vehiculo acuoso C.BuPe o o o« o o o s o o » o « 100 md

5.2 Formulacidn de la dexametasona-2l-godioc-fosfato

en solucidén nasal.

Frasco con tapdn gotero de 15 ml, cada 100 ml contie-—

Dexametasona~-2l-sodio-fosfato, . . » . . + « +0.05 g
Sulfato de neomicina equivalente aA. e e e o 00,35 8
de neomicina base.

Clorhidrato de fenilefrina., . . . . . . . . . 0.50 g

Vehiculo 2cuoso C.0upPe v & & ¢ 4 v v o . . W 100 M
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6. MATERIAL

Solucidn oftdlmica

Equipo:

- Balanza analitica modelo H 45 Mettler, capacidad mg
xima = 160 g; capacidad minima = 0.0001 g.

= Espectrofotdmetro Beckmann 25 (con graficador).

- Potenciometro Beckmann modelo 21

- Parrilla de calentamiento y agitacidn modelo 14.

Material de vidrio:

- Matraces volumétricos de 100 mi, 50 ml y 25 ml.

- Pipetas volumétricas de 5 ml y 1 ml,

- Vasos de precipitados de 150 ml y 250 ml.

-~ Barra de agitacidn magnética de 1 vulgada.

Solucidn nasal

Fquipo:

- Balanza analitica modelo H 45 Mettler, capacidad md
xima = 160 g; capacidad minime = 0.0001 g.

~ Espectrofotdmetro Beckmann 25 (con graficador).

Parrille de calentamiento y agitacidn modelo 14

- Termdmetro de ~20a 150 °C,

Material de vidrio:

~ Matraces volumétrices de 100 ml y 1 ml,

- Pinetas volumétricas de 10 ml, S mi, 2 ml y 1 ml,
— Probeta de 25 ml

~ Embudos de vidrio de tallo corto.
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Matraces bola de 50 ml 24/40.
Refrigerantes rectos 24/40.

I

EBrbudos de separacidn de 250 ml.
Vegos de precipitados de 250 ml y 150 ml.

Barra de agitacidn magnética de 1 pulgada.
- Soportes universales.

- Pinzas para refrigerante 24/40.

Reactivos:
~ Acido clorhidrico 5N {(grado reactivo), ierk
- Cloroformo (grado espectro), Merk

- Sulfato de sodio (grado reactivo), Merk



T. METODOLOGIA

Le narte exncrimentzl estd @ividide en dos partes
nrincineles:

a) Desarrollo del nmétodo de andlisis por esvectrofoto
metria U.V. para la cuzntificacidn de DSF en une solucidn
nzsel ¥ en una solucidn oftdimica.

b) Velidacidn del método analitico seleccionsdo para
cads solucidn,

Para iniciar el estudio y con ello, alcanzar los obje
tivos, se estudiaron las proniedades fisicas, quimicas y
fisicoguimicas de los principios activos y excinientes de
la formulacidn de la solucidn nasal y de le oftdimica.

De los métodos de cuantificacidn reportados en la 1li-
teratura, s¢ seleccionaron aguellos gue no requerian de
equipo, reactivos y/o condiciones especiales, ademds que
fueran accesibles al laboratorio y gue reguirieran de un
tiemno de eandlisis corto.

Los métodos seleccionados gue se ajustaron a lo ante-
rior fueron:

- Péenica anslitica con ezul de tetrazolio (33)

- Téenica snelitica con clorhidrato de fenilhidrazina

(16, 45)
- ®écnica anelitica de cuantificacidn directa vor es—

pectrofotometria U.V. (20)

20
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7.1 hétodo desmrrollzdo pera 1z solucién oftdimica.

Preparacidn del esténdar: Pesar con exactitud el
ecuivalente a 20 mg de dexametasona-2l-sodio-fosfato y
transferirlo 2 un matraz volumétrico de 100 ml, adicionar
agua hercta disolver afordndo hasta la marcz, tomar & ml
de ésta solucidn con una pipeta volumétrics, y transferir
2 un matraz volumétrico de 100 ml, =fordnénlo con agua
destilada hastz la marca,

Preparacidn de la muestra: Transferir 1 ml de la so-
lucidén oft4lmica a un matraz volumitrico de 100 ml afordn
do con agua destilade hasta la marca, obteniéndo asi una
solucién de la micma concentracidn gue el estédndar,

Leer la solucidn del esténdar y 1z solucidn del pro-
blema en la regidn ultravioleta =z 241 nm, utilizando agua

destileda como blanco.
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7.2 .étodo desarrollado vera la sglucidn nzeal,

Adicionar en un matraz bola de 50 ml, 2 ml de la solu
cidn nesal sujeta 2 andlisis y en otro matraz bola de 50
ml, 2 ml de estdndar de DSF {solucidn de 50 mg/100mL), ¥y
10 ml de dcido clorhidrico 5N en cada matraz.

Conectar en cads uno de los metraces bola (estdndar y
nroblema), un refrigerante recto 24/40 y calentar suavemen
te a ebullicidn (85~90°C) en una narrilla de celentamiento
por un periodo de 90 minutos.

Una vez terminado el tiempo de reflujo, enjuagar por
la parte de erriba cada refrigerante con agua destilada,
aproximadamente 10 ml, y enfriar los matraces a chorro de
agua.

Transferir las muestras a eémbudos de sevnaracidn de
250 ml, enjuagando los matraccs con 20 ml de cloroformo
cada uno, transfiriendo este al embudo cCorrespondicnte,

Agitar los embudos por un periodo de 5 minutos y reco
lectar el vrimer extracto cloroféymico de cada embudo en
matraces volumétricos de 100 ml, paséndolo antce en un embu
do de separacidn de humedad con sulfato de sodio.

Adicionar a la fase acuosa de cada embudo 20 ml de
cloroformo dos veces mAs, para completzr de la misma mane-—
ra tres extractos, recolectdndolos en los matraces corres-—
nondientes.

AMorar cada uno de los watraces con cloroformo, y de-
terminar el esnectro de absorcidn vor medio de un berrido
en la regidn ultravioletz de 260-15Tnm, » ou atcorbancia o

241 nn outilizendo claroformo comn blanco.



2.

Obtener el nporcentaje de princinio activo deXemetasonz
2l-sodio~fosfeto (eruivalente a dexemetzsonz base) nresente
en la solucidn nasal, utilizando la ebsorbencia del ectdn-
dar y del wroblema, sus concentraciones y la pureza del es-

tdnder.



33

8. VALIDACION DEL MFPODO ANALITICO DESARROLLADO PARA LA
SOLUCION OPTALMICA

8.1 Especificidad del método.

Se procede a pfeparar las siguientes soluciones:

- Solucidn oftdlmica (dilueidn 1:100)

- Sslucidn de cloruro de benzaleonio (90 Pg/ml)

- Solucidn estdndar de DSP (1ng/ml)

~ Solucidn placebo

Determinar la especificidad del método nor medio de
un andlisis espectrofotométrico realizando un barrido al
U,V. entre 260-157 nm de cada una de las soluciones ante—
riores, utilizande agua como vlanco, pera obtener los es—

pectros de absorcidn.

8.2 Linealidad del sistema.

Se pesaron 20 mg de DSF estdndar, se itransfirieron a
un matraz volumétrico de 100 ml, se agregd agua para disol
ver y se 1levd a la marca del aforo.

Se tomaron wor sextunlicado las siguientes nortes de
alicuotas: 3, 4, 5, 6 y 7 wl, se transfirieron a natraces
volunétricos de 100 ml, se adiciond agua destilada hasta
le marca del aforo ¥ se agitd,

Se determind 1la abzorbancia e cada solucidn o 241

unm, utilinzndo apgua destilada como blanco.
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Obtener la grifica de linealidad del sistema para la

cuentificacién de la DSP en una solucidn oftdlmica.

8.3 Precisidn, exmctitud y linealidad del método.

Se elaboraron tres lotes piloto al 85, 100 y 115%
con respecto al princinio activo DSP, siguiendo la misme
metodologfa, con seis repeticiones mara cade concentra—

cidn.

8.4 Reproducibilidad.

Se realizd el método analitico descrito como método
desarrollado, preparando por triplicado lotes piloto al
100% con respecto al principio activo DSF, por dos analig

tas en dos diferentes dias.
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9, VALIDACION DPL METODO AN:LIPICO DESARAROILADO PARA L3
SOLUGION NASAL

9.1 Bspecificidad del método.

- Andlisis por esmectrofotometria U.V. para la solu-
¢idn nasal y sus componentes: Se procede a preparar lasg
siguientes solucioneg:

e) Solueidn nasal (dilucidn 2:100)

b) Solucidn acuosa de clorhidrato de fenilefrina 5

mg/mi

c) Solucidn acuosa de DSF 10}15/:111

Realizar un barrido en la regidn U,V, (260-157 nm),
para cada una de las soluciones anberiores ubtilizando
agua como blanco, y obtener una curva Abs. Vs. Longitud de
onda, determinando asi la posible existencia de interfe-
rencias debides a los excipientes de la formulacidn que
pudieran afectar la cuantificacidén directa del principio
activo DSF poxr espectroscopia U.V.

-~ Anédlisis por espectrofotometrie U,V, para DSF y de
xametasona base: Se procede a preparar las giguientes so-
luciones: '

a) Solucidn acuosa de BSF 10 rg/ml

) Selucidn cloroférmica de devametmsona base 10

AL/ml



Rezlizar un bzrrido en la regidn U.V, (260-157 nm)
para code una de les soluciones antcriores wtilizando
2gua y cloroformo como blanco respectivamente, y obtener
ung curve Abs., Vs. Longitud de onda, detemrinando los pa

rimetros descritos en el anterior andlisis,

9.2 Linealidad del sistema.

Se realizd el procedimiento descrito anteriormente
como método desarrollado, analizando seis muestras para
cada una de lag siguientes cantidades agregedas en forme

de solucidn esténdar: 6, 8, 10, 12 y 14 mg.

9.3 Precisidn, exactitud y linealidad de)l método.

Se elaboraron tres lotes piloto al 85, 100 y 115%
con respecto al nrincipio activo DSF, siguiendo la misma
metodologia, con seis repeticiones para cada concentra-

cidn,

9.4 Reproducibilidad.

Se realizd el método analitico descrito snteriormen
te como método desarrollado, vreparando por tripvlicado
lotes piloto al 100% con respecto al principio activo

DSF, por dos znalistas en dos diferentes dfas,



RESULTADOS

SOLUCION

OFTALMICA
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10. RESULTANOS

10.1 Solucidén oftdlmica,

] 194 nm 194 nm
i 194 nm 165nm 155!1!1‘
165nm

B

=1

"!

<

(2]

:: 241 nm 241 nm

[

)

<3

2 /

ol

9]

g

T
LONGITUD DE OLDA (1:25 nm.)
Fis, }® 3 TFanectros de absoreidn U.V. para la especi
ficidad del mdtodo de la solucidn oftdlmica,

Solucidn oftdimice (dilucidn 1:100)
Solucidn acussa de cloruro de benzalconio 90 pz/indl

Solucidn placebo
Solucidn acuosa de Dexametasona-2l--gsodio-fosfato

IOPg/ml
Como se observa a 241 nm solo absorbe la DSF, por lo

o Quw>

o n

gue e) método es especifico.
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PABLA Ko II RESULTALOS DF LA LINFALIDAD DEL SISTFEA

PARA LA SOLUCION OFLALKICA

Cantidad agregada Cantidad recuperada 7 Recuperacidn

(ug) {ug)
6 5.954 99.23
6 5.922 98,70
6 6.019 100.31
6 5.987 99,78
6 5.987 98,78
6 6.084 101.40
8 8.090 101.12
8 8.155 101.93
8 8,123 101.53
8 8.155 101.93
8 8.187 102.33
8 8.123 102.33
10 10.032 100.32
10 9.935 99.35
10 9.967 99.67
10 10.032 100,32
10 10.032 100.32
10 10.000 100.00
12 12.006 100.05
12 11.974 99.78
12 12.071 100,59
12 12,071 100,59
12 12,103 100.85
12 12,095 100.79
14 14,012 100,08
14 14,077 100,55
14 14,057 100.40
14 14,045 100,32
14 14,077 100.55
14 14,012 100,08
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CALCULOS PARA LA EVALUACION ®STADIS:ICA DE LA LINEALIDAD
DFL SISTENMA PARA LA SOLUCION OFCALMICA

~ Inferencia para la ordenada al origen (A):

Como : Ho: Ao = O
Ha: fo # O
Con: X = 10 E X = 300 Sy/x = 0.1293
Sx = 2.8767 § X'= 3240 Sy/x = 0.1339
r = 0.9997 TXY = 3254.626  thao = 0,4453
B = 1.0007 T Y = 301,4440 o¢ = 0,0500
A = 0.0400 £ Y'= 3269.464 g.l. = 28

Area de aceptacidn:
-2,05< 0.4453< 2,05
Intervalo de confianza:
0,040 + 0.17788
Por lo tanto se acepte Ho y nuestra ordenada al ori-

gen es igual a cero.

- Inferencia para la pendiente (B):

Como: Ho: Bo =1
Ha: Bo # 1
Con: $Bo = 0.081

Area de zcentacidn:
-2,05¢ 0.,081< 2,05
Intervalo de confianza:
1.,0007 + 0,0177
Por lo tanto se acenta Ho y nuestrs vendiente es

isuel 2 uno.
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15,
Cant. Agreg. Cant., Recup.
6 5.992
144 8 8.149
10 9.999
139 12 12,049
12 14 14,050
[N
A11
£ r = 0.9997
S10 B = 1.0007
g A = 0.0400
22 Y = 1.0007(X) + 0.0400
=
84
5
& 7
g6
s
5‘ /'
ol / .
s
34 4
/s
2] 7
/
14 7/
s
o 1 2 3 4 5 6 7 8 g 10 11 12 13 14

ME. ADICIONADOS DF DSF

Fig, Ii® 4 Grdfica de lz linealidad del sistema pare

13 cuantificacidn de 1la DSF en una solucidn oftédluica.
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TABLA No IITI RRSULTADOS DR LA PRECISION, FAACRIRUD
Y LIKFALIDAD DEL MRTPODQ PARA LA SOLU-
CION OFTALMICA

Cantidad mgregade  Cantidad recuperade % Recuperacidn

{(pg) (pe)
8,500 8.539 100,459
8.500 8.506 100.070
8.500 §.241 96,952
8,500 8.539 . 100, 459
8,500 8.441 89, 306
8,500 8.506 100.070
10,000 9.967 99,670
10,000 10,000 100,000
10,000 10.032 1.00. 320
10.000 9.867 99,670
10,000 10.032 100,320
10.000 10.065 100, 650
11.500 31.393 99,069
11,500 11,461 99, 660
11,500 11.526 100,226
11,500 11.526 100,226
11.500 11.493 99,939

11,500 11,658 101,373




CALCULOS PARA La ®VALUACIOXN DF LA PRECILIION

Como: Ho: 6 £ 1.54
dard > 1.5%
Cons n=18
5 =1,2337
XCale,= 10,748
. e€= 0,050
gal,= 17

Ar¢a de aceptacidn:
T7.564 £ 12,433 ¢ 30,191
Intervalo de confianza:
0.2983 ¢ & £0.5960

Por lo tznto el método resulta nreciso.

0

Como ; C.V. £ 2%
Donde: C.V. = Coeficiente de variacidn
Con: S fdrecup. = 0.9037

X drecup. = 99.9132

C.V. = 0.9045%

Por lo tanto el método es repetibla.



CALCULOS PARA LA ®VALUACIOR DY LA EXACTITUD

Como: Ho: = X = 1009
Ha: = X # 100%
Con: X = 100.044
S = 1.28370
tCalc, = 0,01598
o = 0,050
.1, = 17

Area de aceptacidn:
~2,1098 < 0.01598< 2.1008

Intervalo de confianza:
100.044 + 0.1977

Por lo tanto el método resulta exacto,

24



CAT,CULOS PARA LA EVALUACIOL DF LA LIKTALIDAD
~ Inferencia para la ordensda al origen (A):

Como: Ho: Ao = O

Ha: Ao # O
Con: X = 10 X = 180 Sy/x = 0.08266
Sx = 1,2831 £ X~ 1327 By/x = 0.08767
r = 0.9976 £XY = 1825,34 tAo = 0,36030
B = 1.0158 £Y = 179.79 o¢ = 0,050
A= -0.169 £ Y%= 1823,83 &d. = 16

Area de aceptacidn:
-2,12£0.9989 ¢ 2,12
Intervalo de confianza:
-0.1690 + 0.1699
Por lo tanto se acepta Ho y nuestra ordenada 2l ori-

gen es igual a cero.

- Inferencia para la pendiente (B):

Como ¢ Ho: Bo = 1
Ha: Bo # 1
~ Con: tBo = 0.98:9

Area de aceptacidn:
-2.,1240.9829 € 2,12
Intervalo de confianza:
1,01580 + 0,03513
Por lo tanto se acenta Ho y nuestrz pendiente es

igual a uno.



114

B

FRAIOS DF DSF

Jg. RECUP
P

Co
)

46

Cant., Agreg. Cant. Recup,

8.5 B.462
10.0 9.993
11.5 11.509

= 0.9976
= 1.0158
= =0,169

< Py

)

1.0918(X) + {~0.169)

T ) v ¥ v T T ) ¥

8 g 10 11
pe. ADICIOEADOS DE DSF

Pig. N° 5 Grdfica de la linealidad del método para

La cuantificacidn de la DSP en una solucidn oftdimica.



TADLA N° IV RESULTADOS DF LA RFPRODUCIBILIDAD DFL
METODO PARA LA SOLUCION OFPTALNICA

Analista 1 Analista 2
99.97 " 99.87
98.86 99.87
99.91 ! 99.97
Dia 2 99.91 99.91
99,57 99,61
a
2
Z Yi
izl **** - 119390.80
BT
A 390.78
abr - 9390.
b
2
ST Y.§.
§=1
- = 119390.83
a T v >
S ovij.c o
iml =1
- = 119390.87
a b T
o 2 Yijk = 119391.92
=1 j=1 k=1

a7



TABLA 1 V ANADEVA PARA RFPRODUCIBILIDAD DEL LiET0ODO
PARA LA SOLUCIOR OFTALIICA

Fuente de Suma de Media de

variscidén €-1. cuadrades cuadrados Feal. Ftab,
(0.95)

Analiste 1 0,02 0,02 1.000 161,14

Dia 1 0.05 0.05 0.384 5.32

Interac-

cidn ana 1 0.02 0.02 0.153 5.32

lista-dia

Frror 8 1.05 0.13

Por lo tanto no existe efecto vpor analista, efecto

por dia, ni efecto por interaccidn analista-dia,
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10.2 Solucidn nasel.

220 nm

232 233
nm nin

271 nm 241 nm

il

\ Y v T v T T T — v \ +

LOKGITUD DE OLDA (L:25 nm.)

( 1:0,1 Abs.)

ADSORDAIIGIA

-

Fig., N° 7 Fgpectros de absorcidn U.V, para la espe-

cificidad del método de la solucidn nasal,

A = Solucidn nasal (dilucidn 2:100)

B = Solucidn acuosa de clorhidrato de fenilefrina
5 mz/ul

¢ = Solucidn acuosa de DSF 10 ps/ml

D = Solucidn placebo

Blanco = Aqua destilada
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Fig. N® 8 Fspectros de absorcidn U, V. para la espe-

cificidad del método de Lla DSF y la dexametasona base.

Solucién acuosa de DSF 10 pg/ml (Blanco = Agua)
Solucidn clorofédmmica de dexametasone base

10 pg/mdl (Blanco = Clorsformo)

A=
B =
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Fig, Ko 9 Espectros de absorcidn U.V. para las fases
acuosas del método por hidrdlisis de la solucidn nasal.
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Fir, N0 10  Fspectros de absorcién U.V. para las fa-

ses orgdnicas del wmétode por hidrélisis de la solucidn na-
sal.
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TABLA N° VII RESULTADOS DE LA LINFALIDAD DEL SISiEWi
PARA LA SOLUCION ITASAL

Canticad agregada Uantidad recuperads. 5 Recuneracidn
(pg) (ue)
6 5.959 39.31
6 6,010 100,16
6 5.959 99.31
& 6,010 100,16
3 6,010 100.16
6 5.909 98,48
8 7.929 99,11
8 8,080 101,00
8 8.030 100,37
8 7.829 99.11
8 7.979 99.75
8 8.030 100,37
10 10,102 101.02
10 10,050 100,50
10 10,000 100,00
10 9.949 99.49
10 10,102 101.02
10 g9.898 98,98
12 12,020 100,16
.12 11.969 99.74
iz 12,020 100.16
12 11.969 ' 99.74
12 12,070 100,58
12 11.919 99.32
14 14,761 105,42
14 13,989 99.92
14 14.0¢0 100.28
14 . 14,040 100,28
14 13.989 99.92

14 14.040 126,28
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CALCULOS PARA LA EVALUACION ESTADISTICA DE LA LIREALIDAD
DEL SISTEMA PARA LA SOLUCION NASAL

~ Inferencia para la ordenada al origen (A):

Como : Ho: Ao = 0
Ha: %0 £ 0
Con: X =10 =X = 300 Sy/x = 0,1691
Sx = 2.8767 sX'= 3240 Sy/x = 0.1750
r=0,9988 EXY = 3251,898 tao = ~1,660
B = 1.0157 £Y = 300.811 = = 0,0500
A= =0.1308 =Y%= 3264.464 g.l. = 28

Are~ de aceptacidn:
~2,05<-1,660 < 2,05
Intervalo de confianza:
~-0.1308 + 0.1615
Por lo tanto se acepta Ho y nuestra ordenada al ori-

.gen es igual a cero.

~ Inferencia para la pendiente (B):

Como : Ho: Bo = 1
‘ Ka: Bo # 1
Con: tBo = 1,3893

Ares de aceptacidn:
-2.05 ¢ 1.3893 £ 2,05
Intervalo de confianza:
1.0157 + 0.0231
Por lo tanto se acepta Ho y nuestra pendiente es

igurl 2 uno,



56

18
Cant. Agreg. Cant. Recun.
6 5.984
16 8 7.996
10 10.017
12 11,994
14] 14 14.143
&
A
& 124 r = 0.9988
P B = 1.0157
g 10 A= -0.130
&z ¥y = 1.0157(X) + (-0.13)
2
&
éﬂ. 64
s
/
4] p
s
2 7/
s
s
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Mg, ADICIONATOS DE DSF

Fig, N° 11 Grdfica de la linealidad del sistema pare
la cuantificacidn de la dexmmetaczona base en una zolucidn

nazal.
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TABLA I'® VIII RESULTADOS DE L4 PRECISION, BXACTITUD
Y LIRFALIDAD DEL MERODO PARA LA SOLU-

CIOH NASAL

Cantidad agregada

Cantided recuperada

% Recuperacién

(ug) (pg)
8.500 8.434 99,223
8.500 8.228 96.800
8,500 8,485 99,823
8.500 8.535 100.411
8,500 8,485 99.823
8.500 8.302 97.67C
10.000 10,101 101,010
10,000 9.949 99.490
10,000 10,000 100,000
10,000 10,304 103,040
10,000 10.000 100,000
10.000 g.810 98.100
11,500 11.414 99.252
11,500 11,823 102,808
11.500 11.515 100,130
11.500 11.465 99.695
11,500 11.218 97.547
11.500 11.414 99,252




CALCULOS PARA LA RVALUACION DE LA PRECISION

Como : Ho: § & 1.55%
Ha: 6 > 1.5%
Con: n =18
S = 1,2967
XCalec,= 12.704
o« = 0,050
g.1. = 17

Arez de aceptacidn:
7.564 € 12,704 < 30.191
Intervalo de confianza:
0.9730< & <1.9439

Por lo tanto el método resulta preciso.

Como : Cc.V. £ 24
Donde: c. V. Cocficiente de variacidn
1.6054

%recup, = 99,6707

il

Con:

]

“#recup,

Mlow

C.V. = 1.6107

Por lo tanto el médtodo es repetiblae.



C.LCULG3 PARA D) EVALUACIOI D LA EXACTITUD

Cono s Ho: = X = 1004
Ha: = X # 1004
Con: X = 99.690
S = 1,2967
tlalc, = -0.796
o = 0,050
g.1. = 17

Ar<e de =ceptacidn: .
-2,1098 € -0.796 <€ 2,108
Intervalo de confianza:
99.69 + 0.6448

Por lo tanto ¢l método resulta exacto.



Go

CALCULGS PATA DA SVILULCION DP LA LILTALIDAD

~ Infersncia yara la ordenads al origen (A):

Como : Ho: A0 = 0O
Ha: Ao £ O
Con: X =10 £X = 180 Sy/x = 0.15385
S» = 1,2967 £X= 1827 Sy/x = 0.1681
r o= 0,9922 XY = 1322,27 tho = 0.7355
B = 1.0211 Y = 179,482 X = 0.0500
A = ~0.239 s¢*= 1818, 24 g.3. = 16

Arca de aceptacidn:
-2.12 < 0.7358 € 2,12
Intervalo de confianza:
~-0.233 + 0.6911
Por lo tanto se acepte Ho y nuestra ordenads al ori ~

fen es igusl a cero.

~ Infersncia para la pendiente (B):

Como s Ho: Bo = 1
Ha: Bo £ 1
Con: tBo = 0.6709

Area de aceptacidn:
-2,12 £ 0.6709 4 2.12
Intervnlo de confianza:
1.0211  +  0.0666
Por lo tento sme acents Ho y nuestra penciente eo iguel

ooune,



C1

15 Cant. grer. Cant. Recun,.
8.5 . 8.411
10.0 10.027
14 11.5 11,474
[ r = 0,9923
@13 B = 1,0211
g A = -0.2392
nl2 7 = 1.0211(X) + (=0,2392)
*:O,
o
11
5
(&)
=
=10/
By
3\
g-«
8.
74
6 7 8 9 10 11 12 13 14

Mg. ADICIONADOS DE DSF

Fig. ¥° 12 Gréfica de la linealidad del método
para la cuantificacidn de la dexametagona bese on una

colueidn nacal.



PABLA 12 IX RFSULLADGS DR LA RYPRODUCIBILIDAD DEL
KETODO PARA LA SOLUCICI KASAL

Analista 1 Analista 2
99.85 99.133
Dia 1 99.33 100. 48
100. 34 99.83
100,34 99.32
Dia 2 99.83 99.83
99.85 99,85
a
§ Yl..z
i=1 = 119630,136
~ br
5 .
Y. .. = 119630.29
abr
b
> .5.2
=1 = 119630,29
ar
a b 5
2 = Yij.
izl j=1 = 119630.47
-

a

b T
T §§; gé; fijk = 119632.02

L=l



AFADEVA PARA AWPRODUCISILIDAL DRL ..FrODO

TABLA No X

D® LA SOLUCIOL, FA3A
™ .
Luepte'ée .1, Sumg de Med%a de Feal. Ftab,
variacidn cuadrados  cusdrados 5

( 009))

Analista 0.07 0.07 0.63 161.14
Dia 0,00 0.00 0,00 5,32
Interac-
cidn ana 0.11 0.11 0.57 5.32
lista-dia
Frror 1.55 0,193

Por lo tanto no existe efecto por analista, efecto

“por dia, ni efecto por interaccidn analista-dia.



11, AiLISIS DE RWSULTALGS

11,1 Solucidn oftdlmiea,

41 desarrollar los métodos mneliticos con azul de te~
trazolio (33), y con clorhidrato de fenilthidrazina (16 ¥
45), se determind gque existen interferencisg debidan a log
componentes de la formulacidn, los cusles forman gustan-
ciag celoridas que nrovocan aumento de absorbancias ¢ im-
piden 1la cuantificecidn del ovrincipio active DSF,

Se realizd la especificidad Gel método por espectrofp
tometria U.V., y de amcuerdo a os resultados obtenidos se
nuede observar en la fig. N° 3A gue 2 241 nm se localizd
el pico que corresponde a la DSF, mientras gque los picos
gue se encuentran 2 165 nm y 194 nm corresponden gl cloru-
ro de benzalconio, esto se confirmd 2l correr un estdindar
de este compuesto (fig, N° 3B), por lo gue no existen pro-
blemas en la determinacidn de la DSF en 1s solucidn oftdl~
mica, ya que el clorurc de benzalconic es el finice exci~
piente de la formulacidn gue presenta absorbancia en la Tre
gién wltravioleta,

FL método resulto especifico, ya que al analizar los
placebos elaborados, no presentaron resgpuesta a laz longi-
tud 6¢ onde de méxima absorcidn de la sustencia de interés
{(D57), PL método analitico es canaz de senarar la DSV de
cuziguier interferencia de la formulacidn debida = sus comnt

nonnntes cusnds ge cuzntifiem a2 241 nm,



Fl gigbtemr es lineal: Se realizaron curvas de cali-
bracidn con el fin de determinar la linealidad, ¢l rango
de concentraciones utilizado fue de 6 a 14 pg/ml.

Los resultados fueron gometidos & un tratamiento es—
tadistico de inferencias y fueron: r = 0.9997; B = 1.0007
& = 0,0400; esto demuestra que existe una relacidn lineal
entre las disgtintas concentraciones de ISP, y la respues~
ta de deteccidn del aparato en el rango de concentracio-
nes antes mencionado.

Fl método es lineal: Se comsidera que el método ana~
1itico es lineal, ya que presenta un r = 0.9976; B = 1,01
A= -0.169 .,

EL método es nreciso y exacto: Se evalud la precisidn
nediante una primcr prueba con X* con wna € £ 1,54 y una
oe= 0.05, resultande el método preciso bajo estas condicig
nes, Para evaluar la repetibilidad del método se utilizé
la desviacidén estdndar relativa o coeficiente de variacidn
de los datos del % de regcuperacidén, obteniendose un valor
de 0,9045%, por lo gue el método es repetible, tomando co-
mo criterio que vara un método esnectrofotométrico el va-
lor del coeficiente de variacidn debe ser menor al 274,

Para la exactitud se recurrid a una prueba de t de
student con un ot= 0.05, resultando el método exacto, pueg
to gque el valor de t de cAlculo estd dentro de los limites
de aceptacidn.

F1 método es reproducible: La renroducibilidad se e-
valud reslizsndo un andlisis de varianza, con dos crite-
rios de clasificacidn entre analistas y diaszs, habiendo re~

sultado sin diferencias estadisticamente significntivas,



B

ya gue: nelinte = F ez, {F tab.: Dia = F c22,< 7? dab,
Intersceidn =nnlicte~dia = F cal. <F tzb., nor lo gue el

nétodo se considera remroducible.
11.2 Solucidn nasal.

Al derarrollar los métodoc snaliticns con nzul de te~
trerolio (32), y con clornidrsto de fenilhidrazina (16 y
45}, ze 1lerd a la misuz conclusidn gue en ¢l ceso de la
solucidén oftdimica (ver mig. 64).

A1 realiz=zr ls esnccificidad del método por esnmectro-
fotometria U.V,, se observa gue el clorhidrato de fenile~
frine y la DST presentan méximos de absorcidn wuy cercsnos

(fig. T 73 y 7C) con una diferencia de & mm, lo cual

hq

es
nlica cue el clornidrsto de Tenilefrina interfiera en 1
curntificacidn directa nor egpectrofotometria U.V, de la

DSF, ya que ambos cospucstos prescrtan encimamiento de sus

bandas en 1o qisma regidn del esnectro (260~157 nn) slte-

rdndose sus mfxians de absorcidn (fig. 19 7A). AL analizar
los gsrectroo de sbsorcidn Wtravioleta para la DSF y la
deranetesona bage (fig, 19 34 y 8B), ne observe gue z2ibos
commuestos nresentan el migmo mdxiao de absoreidn en con-
centreaciones iguales, aungue en disolvenbes distintos, es—
ta Gltima caracteristica indica la no.ibilidad de cumntifi
cer 1= DSF de maners indirects en forma de su base libre
en cloroforuo {:nféndlce i y B). 21 snalizar los esneciros
d S

I

basorcidn U.Y. ners las fases scuoses Gel método nor hi

rdlinis de) mrincinio epotiva ISP en la solucidn nrsnl
3

[
(i, 12 3), =ndenos noter cue cuarto marar €
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de reflujo utilizando Acido clorinidrico 11i, mayor ez la hi
drélisis del nrinecipio activo DSF, cencontrandose de este
modo mayor cantidad de su base libre (dexametasona base)
en la fase orgdanica obtenida en la extraccidn (fig. I1° 10)
Fl método mejord notablemente al aumentar la concentracidn
del 4dcido clorhidrico a 5 N, con un tiempo de reflujo de
90 minutos, obtenidndose asi un espectro de absorcidn para
la dexametasona base en la fage orgdnica igual al de un eg
tdndar de dezametasona base en cloroforimo de 10 pgﬁm.(fig.
8 y 10D), lo cual indica que la totalidad de la DSF fué hi
drolizada & dexametagsona base (Anéndice A), corroborindo
esto al observar que en la fase acuosa correspondiente no
existe un pico con longitud de mixima absorcidn a 241 mm
(fig. I'° 9D).

¥l método es especifico: Fl método resultd esnecifico
ya que es capaz de separar la sustancia de interés en for-
ma de dexametasona base, pof medio de una hidrflisis y nosg
terior extraccidn eliminando asi la interferencia de la fe
nilefrina presente en la formuwlacidn,

Fl gistema es lineal: Se realizaron curvas de calibra-
€idn con €1 fin de determinar la linealidad, el ranzo de
concentraciones utilizado fue de 6 a 14 ug/ml. Los resulta-—
dos fueron sometidos a un tratamiento estadictico de infe-
rencias, y fueron: r = 0,9988; B = 1,0157; A = -0,1330, de-
nostrandose asi que existe una relacidn lineal entre las
distintas concentraciones de dexametasona base y la respues
ta de deteceidn del anarato en el rznso de concentrnciones

antes mencionado,
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Fi método es lineal: Se considera que el método ana~
litico es linesl, ya que presenta: v = 0,9923; B = 1.0211;
A = ~0,239,

Pl nmétodo es nreciso y exacto: Se evalud la precisidn
mediante le prueba de X, com una €4 1.5% y una o= 0.05,
resultande el nétodo preciso bajo estas condiciones. Pars
evaluar la repetibilidad del método se utilizd la desvia~
cidn esténdar relativa o coeficiente de varizcidn de los
datos del % de recuperacidn, obteniéndose un velor del
1,6107%, por lo gue e'l nétode es repetible tomando como
criterio que para un método espectrofotométrico el valor
del coeficiente de variacidn debe ser menor al 2%, Para la
exactitud se recurrid a una pruebas de t de student con una
o = 0,05, resultando el método exacto ya que &1 valor de
t de cdleoulo se encuentra dentro de los limites de acepta~
cidn,

Fl método es reproducidble: ILa repreducibilidad se e-
valud realizendo un andlisis de varianza con dos criterios
de clasificacidn entre analistas y dims, habiendo resulta-
do sin diferencias estadisticamente gignificativas ya que:
Aneliste = F cal. P tab,; Dia = P cal.{ P tab.; Interac~
cidn analista-dfa = P cal, { P %ab,, por lo que sl métods

se considera reproducible,



12, CONCLUSIOEES

12,1 Solucidn oftdlmica.

Fl método desarrollado y validado presenta caracterisg
.ticas de sencillez, rapidez y economia, ya que no requirid
ni de ecuipo sofisticado ni de reactivos caros, De los re-
sultados obtenidos se concluye que el médtodo agui exnuesto
es lineal en un rango de concentraciones de 6 a 14 pg/ml
nreciso, exacto, reproducible entre analistas y ti:f.as y eés-
pecifico para la cuantificacidn de dexametasona-2l-sodio-
fosfato.

Por lo tanto se propone que este método sea considera
do un método analitico de rutina en el departamento de ase
guramiento de la calidad, alternativo & los qgue se propo-
nen en las farmacopeas lfacional y Norteamericana,

Fl método descrito es Util para el ensayo de producto

terminado.
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12.2 Solucidn nasal,

¥l wmétodo desarrollado tiene la caracteristica de
transformar a 1a DSF en su base libre (dexametasona base)
la cual se cuantifica espectrofotométricamente, Bs especi
fico ya que pusde geparar el clorhidrato de fenilefrina,
el cuml ers la causa de que métodos reportados para su
cuantificacidn, no p'udieran ger aplicados debido a su in-
terferencia, 7

De los resultados obtenidos se desprende gue el métg
" do aqui expuesto es lineal en un rango de concentraciones
de 8,5 a 11.5 pg/mi, asi como el sistema es lineal de 6 =
14 pg/ml, preciso, exacto y reproducible entre analistas
y dfas y especifico para la determinacidn de DSF en forms
de su bage libre.

A peear de que se lleva un tiempo relativamente lar
go en el andlieis, tiene la ventaja de ser scondmico, ya °
gque no reguiere de reactivos costosos ni de equipo sofis—~
ticado, como los gue se utilizan en los métodos reporta-
dos en la bibliografia,

De este modo el método es confiable para ser utili-
zado come unae técnice de rutima en el sndlisis de produc
to terminndo de una solucidén nasal, tomando en considera
cifn les caracteristicas que se ¢itan en este trabajo con
regpecto a su validecidn,
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APENDICE 4

Reaccidén de hidrélisis dcida para 1a DSF

CHa —0P — (ONa),
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* R-CH,~OH + HIPOA * Dexametasona base
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APERDICE B

Estudio para la extraccidn de la base libre dexametasona

base

Para poder cuantificar el principio activo DSF en for

me de base libre es necesario. realizar una serie de extrac

ciones posteriores a la hidrdlisis con el disolvente apro-

piado,

para lo cual se realizd el siguiente estudio:

Solubilidad de l1a dexametasona base en cloroformo =
0,009 g/ml.

Solubilidad de la dexametasona base en agua =
0.0001 g/ml.

Coeficiente de rep'arto (cloroformo~agua) para la dg
xametagona base:

D= Arey Ap1)

Donde: D = Coeficiente de reparto
A(pa) = Solubilidad de la dexametasona base
~ en la fase orgdnica cloroformo,
A(pl) = Solubilidad de la dexametasons base
en la fase acuosa agua.

por lo que:

D = .0.0090 gfml = 90 = Coeficiente
0.0001 ml de reparto
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Fn el caso de la dexametasona base, el coeficiente de
reparto {cloroformo~agua) es de un valor elevado, lo cual
nos indica que resulta menor la cantidad de dexametasona
base que queda en la fase acuose después de una extraccidn
Si se separa la fase orginica de la primera extraccidn te-
nemos que:

LR A AVS A A »

Donde: n = ntfimero de extracciones.

¥_ = Cantidad de dexametasona base que queda

n
en la fage acuosa despuds de"n"extraccio~
nes.

WB = Cantidad inicial de dexametasona base en

la fase acuosa.

v, = Volimen de la fase acuosa.

Vé = Vollmen de la fasge orginica utilizada en
la extraccidn (cloroformo).

D = Coeficiente de reparto.

W, =1 mg (20 m./(90 x 20 ml) + 20 m)
10.989 x 1073
1.099%

i

il

eee ¥ i se utiliza otra extraccidn de 1la misma fase
acuosa tenemos que:
W, = 1 mg (20 m1/(90 x 20 m1) + 20 m1)?
12,075 x 107°
0.012%

i

n



ees ¥ en una tercera extraccidn:

1 mg (20 mi/(90 x 20 ml) + 20 ml)3
13.270 x 107"

0.00013%

-
=
tl

Por 1o que con tres extracciones de la fase acuosa
con 20 ml de cloroformo cmda una, se garantiza una extrac
cidn completa de la dexametasona bage, quedando si ecaso,

un 0.00013% de éste compuesto en la fase acuosa,



APENDICE C
Bxactitud

Batadigrafo de contraste:

t de student
tealc, = g__;_l%g
= Media

Degviacidn estdndar

Bow
n

1)

Ninero de datos
Area de aceptacidn:

~4 1 -2 £ teale, {t 1 -2
Intervalo de confianza:

 + (t1-92)(s/m)
Precisidn
Batadigrafo de contraste:

X cusdrada
_(n=3) ()
= o

Xcalc.

Donde: n = Nimero de datos

S = Desviacidn esténdar

6 = Desviacién esténdar poblacional
Area de acepltacidn:

Xeoo & Xeale, < X1 -2
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Intervalo de con:éianza:

(n ~1) 5 (n-1) &
\/thab.l—“/z “‘/Xtab. </

Linealidad

Bcuacidn de la recta:

Y= 44+ BX
Donde: A = Ordenada al origen
B = Pendiente
Y = Cantidad recuperada
X = Cantidad agregada

Rcuaciones para calcular la ordenada al origen y la‘
pendiente por minimos cuadrados:
Ao GNP - (53 (ZX)
n (ZX) - (£1)°

n(ZXY) ~(zxX) (£Y)

B = n (Z0) - (£X)2
Inferencias para calcular la ordenada al origen (A):
teale., = — A~ 4o
Sy/x T Xi
nS(xi - 8°

Sy/x = \/(222) - A(5Y) -3 (= x¥)
n
8v/x = (Sy/x) (/07 n-2)

Donde: A = Ordenada al origen experimental

n = Mimero de datos
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/S\y/x = Brror tipico modificado

Sy/x
Area de aceptacidn:

Error tipico

~t 2 -%2 £ tecalc, £ t1 -2

Intervalo de confianza:

Acale. + (t1 ~%2) (Sy/x) s
nE(A - X)2

Inferencias para calcular la pendiente (B):

tBo = {B-Bo) Sx vh - 1
y/x

Donde: B = Pendiente experimental

Sx = Desviacién esgtdndar de x

n Nimero de datos

I

Area de aceptacidn:
~t 1 -%2 Lt B < t1-Y2

Intervalo de confianza:

Beale. % {t 1 -%2) Sy/x
Sx ‘/n -1

o.v, - —Sxeeun.®. . 109
Xrecup.:#
Donde: C.V. = Coeficiente de varimcidn (repetibili~
dad)
Srecup,.? = Desviacién estdndar del porciento
de recuperacidén

Xrecup.® = Media del porciento de recupera-~
L7
cién



2
% Recuperacidn =

Donde:

Cantidad recuperada « 100

Cantidad adicionada

Abgs. M % P.S.
Abs. S

C.R, =

C.R. = Cantidad recuperada

Abs. M = Absorbancia de la muestra

Abs, 5 = Absorbancia del esténdar

P,8.= Peso del e¢stdndar

Peso molecular de la dexametasona~2l-sodio-~foafate

Peso molecular de la dexametasona fosfale

516.41

472.45

Pego molecular de la dexametasona base

392,50

VIII



TABLA DR ANADEVA

Fuente de ‘Grados de

. R Suma de cuadrados Media de F cdleulo
variacion livertad cuadrados ’
, . 2 2 '
Al {a=1) 2yi® X SC A MC A
(filas) {i-1) be abe {i-1) MC AD; 4
Dj (b-1) 1y ¥P SC.D MC D
(columnas) (j-1) ac abe {j-1) NC ADj §
ADij (a-1)(b-1) Z¥i3® _gvi® _3ws® , ¥® scap MC AD
(interac,) (i-1)(j-1) ¢ be ac abe (i-1)(3-1) MC Error
Bijk {asb)(c-1) . ZYije? SC ®
(11)(e1) 2 YIE ° 17 (x-1)

(Frror)

Inferencias (F):

L,- Analista: Si Peale, A & F0.95 No existe efecto debido a2l analista
IoI.- Da: 9i Pealec, D < P0.95 No existe efecto debido al dia
I .- Interac.: Si Pcalc, AD < F),.95 No exiate efecto debido a la interaccidn
analista-din

o —
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