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INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En la actualidad, obtener medicamentos de alta calidad es unc
de los objetivos primordiales dentro de la dindustria
farmacéutica ya que sus productos .estin dirigides al
mejoramiento y/o mantenimiento del estado figico del consumidor
y de la calidad Sptima de dichos productos depende gque el
efecto terapéutico para el cual han sido creados, sea el
adecuado.

El dictamen sobre la calidad un producto ae basa en una serile
de evaluaciones scbre el aspecto fisico, composicién quimica

y estado microbielsgico, realizadas sobre una muestra
rapresentativa de cada lote fabricado, que van desde el inicio
hasta el final de la manufactura.

Dos de los puntos criticos al evaluar la calidad de un
medicamento, son sus caracterfaticas quimicas Y
microblolégicas.

La evaluacidén de estas caracteriaticas, tiene por objetivo
verificar que las propiedades medidas que resulten del andlisis
se encuentren dentro da limites previamsnte establecidos.

Antes de avaluar un medicamento empleandoc métodos analiticos,
es necesario evaluar dichos métodos, es decir validarlos.

La validacidén de un métecdo analftico se define como el procesc

por el cual queda establecido mediante pruebas experimentales,



que la capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas (13). Dicha capacidad
analitica es expresada en términos de pardmetros estadisticos.
Egpecificamente los conceptos dg validacién enfocados a métodos
analiticos se inician en 1974, al publicarse 1los primeros
documentos oficiales gque indicaban una guia de los requisitos
minimos para la validacidén de métodos (14).

Por otra parte, es importante destacar que la responsabilidad
de la industria farmacéutica, no termina con la elaboracién
adecuada del medicamento, 8ino que eata responsabilidad se
prolonga a asegurar que cada una de las unidades elaboradas
mantiene su calidad inicial hasta la fecha en la cual se cumple
su periodo de vida itil. En otras palabras, es responsabilidad
del fabricante asegurar que los componentes del medicamento ge
encuentran en las concentraclones iniclales y que no hay
dagrad;cién de las substancias que conforman la formulacién; o
qua ai 1la hay, la cantidad que se degrada es minima y se
encuentra dentrec de limites de seguridad establecidos, hasta
que se cumple la fecha de caducidad del producto.

Se asume que &sta responsabilidad por parte del fabricante debe
cumpliree siempre y cuando el consumidor mantenga al
medicamento bajo ~las condicionea de almacenaje y con las
precauciones que se indiquen.

De lo anterior derxiva la necasidad de digefiar estudics de
estabilidad, en los cuales se acelere el procesc de dagradacién

de la gubstancia de interés, para posteriormente aplicar socbre
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una muestra representativa métodos analiticos de
caracteristicas selectivas para la substancia en cuestién y con
ello determinar el periodo de vida dtil del medicamento.

De la constante problematica presentada en una industria al
obtenerse resultados analiticos variables en la determinacidn
cuantitiva de clorhidrato de fenilefrina en wun producto
oftilmico durante el control en proceso y en estudica de
egtabilidad retrospectiva, surge la necesidad de implementar
un método analitico confiable que reuna laa caracteristicas
adecuadas para ser aplicado tanto en control de proceso, como
an pruebas de aestabilidad, dandc origen de esta manera al
presente trabajo experimental. El método analitico propuesto
para la determinacién de clorhidrato de fenilefrina en dicho
producto oftdlmico es al de la 4-aminoantipirina.

El método gue s& emplea actualmente 6ee basa en una
determinacién espectrofotométrica en la regién ultravicleta a
una longitud de onda cexrcana a 272 nm empleando como solvente
écldo clorhidrico.

Come método alternc gse emplea una titulacidn potenciométrica
para el ién cloruro para que de manera indirecta se cuantifique

la substancia de interés.

. TIVOS.
Establecer las vias de degradacidn mas factibles a presentarse
en el clorhidrato de fenilefrina asociada a un antibistico en

una solucidn oftdlmica.



Proporcionnr. un método analftico de bajo costo y raducido
tiempo de an&lisis -q;ue permita cuantificar el ’clorhidruto de
fenilefrina durante el proceso de manufactura de la solucién
oftélmica, y que dicho método sea también de carfcter selectivo
y de aplicacién al andlisis de muestras scmetidan a eatudios de
sgtabilidad.

Validar y documentar el método seleccionado.

. IPQTESI

81 el método n-lof:cionado propuesto permite cuantificar el
clorhidrato de fenilefrina de manera especifica con respecto a
los demés componentes de la formulacién y a los productos de
deérndlcién de la aubstancia deé interés, ademis de cumplir con:
todos los pardmetros que implica una validacién, el método
ser& considerado adecuado para determinar cuantitativamente el.

analito de interés.
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ANTECEDENTES

2.1 GENERALIDADES,
2,1.1 Caracteristicas fisicas y quimicas del clorhidrato de
fenilefrina.
Quimicamente el clorhidratc de fenilefrina es denominado c;tmo
R-N-(3. Dihidroxifenil) -N-metilamino cloruro (12}, {25)., (28).
* ginénimos: m-Sinefrina clorhidrato.
1l- 1- {m-hidroxifenil) -2-metil amincmetanol clor-
hidrato.
Neosinefrina clorhidrato.
Metaoxedrina Cloruro.
* Peso molecular: 203.7
¢ Formula condensada: Cg Hy4 Cl NO,

* Estructura quimica:

o4

@:’i—cu,nucu, « HCl
"

OH’

FIGURA I. ESTRUCTURA QUIMICA DEL CLORHIDRATO DE FENILEFRINA



* pescripcidn:

Fisicamente es un polve cristalino de color blanco o casi
blanco, sin oloxr caracteristico y de sabor amargo (12), {26).

* Valoracién ¢ ensayo:

Contiene no mencs de 98.5% y no mds de 101% de clorhidrato de
fenilefrina cuando se valora por titulacién (5), (26).

* Egpectro de absorcién de radiacién Infrarroja:

Bajo. el efecto de radiacidén Infrarroja, presenta bandas de
absorcidén a 696, 780, 500, 1080, 1270, 1590, 2800, 3420 y 3450
em’l (2), (M.
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* golubilidad:

Es soluble en agua a 20°C en una proporcién de 1:2, también es
soluble 1:4 en etanol y 1:2 en glicerol (7)., (25).

* pH de ia solucidn: -

Una solucién acuosa poses un pH neutro (7), {25).

* Perdida por sacado:

Al ser sometido a una temperatura de 105°C pierde como miximo
el 1.0% de su peso (26).

* Abgorcidén de radiacién ultravioleta:

Bajo el efecto de radiacidn ultravioleta, el clorhidrato de
fenilefrina presentan los sigulentes mniximos de absorcién de
acuerde con los medios de disoluclén que ae indican (2), (7):

TABLA I. MAXIMOS DE ABSORCION DEL CLORHIDRATO DE FENILEFRINA.

MEDIO DE LONGITUD DE ONDA DE COEFPICIENTE DE
DISOLUCION MAXIMA ABSORCION EXTINCICN
Hidréxide de sodice 230 om 429
0.1N
Acido sulfirico 273 mm 96
1N
Hidréxido de ecdio 293 nm 247
0.1N

* Rotacién especffica:
Una solucién al 2.0% posee una rotacidhn especifica de -42° a

-47.5° (2}, (7}, (26).



* Punto de fusidn:

* Su punte de fusién deba encontrarse entre 140 °C y 145 °C
cuando su calidad es U.S.P. (26).

* Rasiduo de Ignicidn:

Méximo el 0.2% (5), (26).

* Contenido de cloruros: ]

Entre 17.0% y 17.7% calculado scobre la substancia seca (5).

* Incompatibilidad quimica:

El clorhidratc de fenilefrina es incompatible con agentes
oxidantes y con metales, ya que en presencia de ellos }la
molécula tiende a degradarse. Se ha reportado gque _eapecinlmenr.a
cuando se encuentra en combinacidn con cobre en concentraciones

de 10 ppm, se acelera la degradacién (12).

2.1.2 Métodos analfticos para la determinacién del clorhidrato
de fenilefrina.
1) Métodos de andlisis que se baman en 1la técnica de

‘ espectrofotometria.

a) Método de reaccidn con #&clde nitroso.

Cuando las eolucicnes de clorhidrato de fenilefrina en
presencia de sales de mercuric son calentadas, se forma un
conﬁlojo con dcido nitrogo produciéndose una coloracién roja.
La longitud de onda a la cual se pre’qe't.\;:a la méxima absorbancia

en cercana a 495 nm (7).



h) Reacclén con 2,6 dicloroquinona,
En solucidn y a ' pH neutro, el clorhidrato de fenilefrina
. reacciona eon 2,6 diclorequinona. El1 complajo resultante se

determina a 6§25 nm (7).

@) Método de reaccién con p-nitroanilina.

El clorhidrato de fenilefrina forma un complejo diazotizado con
p-nitroanilina en medioc 4&cido., El1 compuesto resultante Be
cambia a un medio bisico, y me determina la absorbancia a una

longitud de onda de 495 am (1)} , (7).

d) Método de reaccién con sulfolftaleina.

En preaencia de sulfolftaleina, a pH neutro o ligeramente
bisico, Be forma un complejo que se extrae con un golvente
orgénico de cardcter polar, y se determina la absorbancia del

complaj'o colorido formada (7).

e) Método directo.

Es posible determinar el clorhidrato de fenilefrina mediante
una lectura directa en el espectrofotémetro de una solucidn que
contenga una concentracién adecuada utilizando agua como
solvente. La banda de méxima absorcién se localiza a una
longitud de onda de 272 nm debida a la estructura fenSlica del
compuesto. Este método tiene severas restricciones, ya que no
se puede aplicar para fines cuantitativos 8i cualquier otro

componente presenta miximos de absorcién en esta regién



{(2),(12). En pruebas de estabilidad no tiene aplijcacién
analitica pues los espectros de absorcidn de soluciones de
clorhidrate de fenilefrina sometidas a condiciocnes de
degradacidn, emiten espectros con mdximos de absorsién
desplazades, con reaspecto a los obtenidos sobre aoluciones
recientemente preparadas. Ver figura IIZI.

BECKMAN
DU—éaS 8RECTROPHOTOMETER

ABSORBANCIA

0. 2220 9, 14680
T T H

CadaHE K QZOo

o

o]

etandaz

> U ZoO

(nm)

sy

2 . 1
0.2980 0.2220

FIGURA III, ESPECTRO DE ABSORCION ULTRAVIOLETA-VISYBLE
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2) Métodos analiticos que involucran téenicas cromatogrdficas.

a) Métodeo por cromatografia de liquidos.

Entre los métodos reportados, 8e encuentra comunmente el empleo
de octadecilailanoc como fase estaclonaria, ¢on un tamafio de
particula usualmente recomendado de 5 a 10 micrae de difmetro y
metanol/agua como fase m&vil.

En general se emplea detector de absorclén ultravicleta y se
refiere 280 nm comp longitud de onda adecuada para su

determinacién (7).

b) Método por cromatografia de gases.

El clorhidrato de fenilefrina pueds ser determinado mediante
esta técnica de acuerdo a condicionep de operacisn divergas.
En genseral se refiere como temperatura de la columna 135 °C y
300 °c.c°n datector de ionizacidn. .

El emplec de la cromatografia de gases resuelve problemas de

separacién de mezclas complejas (7}, {(24).

c¢) Método por cromatograffia de intercambio idnico.

Bl aemplec de esata técnica elimina gran parte de las posibles
interferencias en las determinaciones cuantitativas (i).

Pueden emplearse diversos tipos de resinas, sin embargo la més
utilizada es la amberlita IR-45 de tipo débil b&sica. e-n aste
caso se emplea una fase mévil de etanol-al 75.0% y al final del

proceso se hace la cuantificacién por medio de una titulacién.

- 11 -



3) Métodos por titulaeidn,

a) Método de titulacidn en medio no acuoso.

El clorhidrato de fenilefrina puede ser cuantificado mediante
una titulacién en medio no acuose, empleando cristal violeta
como indicador del punte de equivalencia hasta llegar a

coloracidn verde esmeralda (7).

b) Método de bromacidn.

La Parmacopea de los Bstados Unidos Mexicanos 5a. Edicién y la
U.8.P XXIX sefialan el método de bromacién come método oficial
{5), (7}, (26). Dicho método se lleva a cn.bol en un matraz da
yodo, y consiste en disolver en agua la cantidad especificada -
de clorhidrato de fenilefrina para adicionar una alicuota de
bromo 0.1N y 4cido clorhidrico. La determinacién sa efectia
mediante una titulacidn residual, titulando el yodo liberado
con una solucién de tiosulfato de sodio 0.1N empleando solucién
reactivo de almidén como indicader del punto de aguivalencia.
La @ensibilidad del método y su poca especificidad lo hacen

Gtil para el andlisis de materia prima unjcamente.
4) Métodos que emplean la técnica de fluorcmetrfa.

a) El clorhidrato de fenilefrina posee propiedades

fluorescentes de una forma natural. El fex:xémeno de

- 12 -



fluorescencia se presenta en 8oluciones dcidas y tiene una

sengibilidad de 0.04 meg/ml a 305 nm (7).

2.1.3 Método de la 4-aminoantipirina.

1) Antecedentes.
En 1543 Edgar Emerson publicé el método de la 4-aminoantipirina
para la determinacién de fenoles monchidricos.
Dicho método me basa en la reacecién de la 4-aminoantipirina con

fencles en presencia da un agente cxidante (4), (15), (26),

(18), (27), (28), (30).

; @ Oxidacion * N

P
CBS-‘ C o] Alca11na cﬁa_zi{ T =0
- == -~ NH
cH;3-C NH, cy-c==c - N=©.= o

4=Aminocantipirina

FIGURA IV. REACCION DE LA 4-AMINOANTIPIRINA CON COMPUESTOS
FENOLICOS.

: i
Emexson .realizé numerosos y extensos estudics mobre la reaccidn
de la 4-amincantipirina con diversos compuestes fendlicos con
la finalidad de determinar el alcance y 1limitaciones de 1la

reaccidn. Como rerultado de pus estudios publicé lo siguiente:

- 13 -



a) Para que la reaccidén se lleve a cabo, es necesario que

exista un grupo hidroxifenélico libre en la molécula.

b) La posicisn para debe - encontrarse libre, ya que de no ser
asfl la reaccién serd negativa; excepto &l el radical es un
halogeno, grupo carboxilo, #&cido sulfdnico, grupo hidroxilo o
metoxilo, en cuyo caso puede existir la posibilidad de una

reaccidén poaitiva,.

c) Un grupo nitro en posicidén orto evita la reaccidn, y si se
ancuentra en poaicién meta, la reaccidn ge inhibe aunque ho por

completo.

El método original descrito por Emerson, consiste en la adicién
de hidréxido de amonioc 6N a una mueatra del compuaste fendlico
en andélisis, seguido de una solucién de 4-aminocantipirina al
2.0% y una de ferricianuro de potasio al 8.0%.

F.W Ochynski p:osigu.{s con eatudios del método pubiicado por
Emerson, Yy en 1960 da a conocer los resultados de su
investigacién, la cun:!. enfocd a la determinacidn de la cantidad
de Ze.nol inactivada por accidn de bacterias empleando el método
de la 4-aminoantipirina (15).

Ochynski seflald que a un pH inferior de 8, la 4-aminocantipirina
por ai misma se oxida, dande como resultade una coloxacidn

roja, pero gue a un pH superior de 8 el color del complejo
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cambia a amarille; sin embarge el color rojo producido por la
reaccidn 4-amincantipirina-compuesto fensSlico permanece.

Uno de 1los problemas del método original era la poca
egtabilidad del complejo colo:i_do, Ya gue una vez gque se llava
a cabo la reaccién comlenza a decolorarse rapidamente el
complejo, por lo cual Ochynski modificé el medio alcalino de la
reaccisén a fin de lograr mayor eatabilidad.

Durante su investigacién observé ademds, que si a una solucidén
decolorada nme le adicionaba més 4-amincantipirina y
ferricianuro de potasio, se reestablecia el color original de
la reaccién, lo cual fué explicado de la manera siguiente:

En la mezcla acuosa 4-amincantipirina - compuesto fenélico -
ferricianuro de potasmio - carbonato de sodio, se llavan a cabo
dos reacciones.

La primera es entre la 4-aminoantipirina y el compuesto
fenSlico y la sagunda es una reaccién de oxidacién de la 4-
amincantipirina. En presencia del cabonato de asodio, el
compuesto fenSlico de la primera reaccién se separa y la 4-
aminoantipirina liberada se oxida; cuando se adiciona més 4-
amincantipirina y agente oxidante, el fanol libre reacciona
nuevamente y @e reestablece el color.

Ochynskl ademds reportd gque la naturaleza del alcalinizante (o
amortiguador) no afecta la reaccidén oiempre y éuando el pH se
mantenga entre 9.0 y 10.5.

Finalmente, seflald que la wvariacién dela temperatura en un

rango de 19 °C a 40 °C y la calidad de la 4-amincantipirina
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(grado reactivo & purificada) no afectan la reaceién. Las

determinaciones eran realizadas a 500 y 520 nm.

4-amincantipirina + Compueste fenSlico

|

Primera reaccién

l

Pormacidn del complejo:

4-amincantipirina - Compuesto genélico
Adicién de
#ccummcncaraccemeen | eccccaaaa ~-=~ ocarbonato de sodio
Yy ferricianuro de
potasio
4-aminoantipirina Compuesto fenSlice
libre libre
l I R et b Adicidén de
4-aminocantipirina
Auto-oxidacidn | Y agente oxidante
Decololeracién Se reestablece
el coler

FIGURA V. DECOLORACION ¥ REESTABLECIMIENTO DE COLOR EN LA

REACCION DE LA 4-AMINOANTIPIRINA.
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2) Aplicacidén del método al andlisis del clerhidrate de
fenilefrina.

En 1961, Hiskey y Levin retomaron el estudio del métode para
aplicarlo a la determinacién cuantitativa del clorhidrato de
fenilefrina ya que esta substancia es una fenolamina.

Dos aiflop més tarde, en 1963, K. Thomag y H, Mitchner
publicaron los resultados de sBu investigacién, aplicado también
al anélisis de la misma substancia ya gue congideraron que
tenfia una gran aplicacién en el andligis de mezclas coplejas,
sin requerirse de una extraccién o separacién previa. .

K. Thomas XKoshi y H. Mitchner introdujeron modificaciones al
método de Hiskey-lLevin, logrando con ello avances importantes.
El método descrito por Hiskey y Levin empleaba bicarbonato de
sodio (como agente alcalinizante) y el orden de adicién de
reactivos era el sigulente: 4-aminocantipirina - compuesto
fendlico - wsoluciSn de bicarbonato de sodioc - solucidén de
ferricianure de potasioc.

El blanco prasentahp una absorbancia inicial elevada (de 0.06 a
0.07 abs.), por lo cual, era necesario esperar 15 minutos antes
de poder ajustar el aparato de medicién.

Para determinar la absorbancia de las mueatras también era
necesaric esperar loa 15 minutos, con lo que pe tenia el
problema de perdida de la intengidad del color.

Con las wmodificaciones de Thomas-Mitchner se 1logré lo

siguiente:
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a) Se substituyd la solucién de bicarbonato de sodio por una de
borato de sgsodio al 2.0%, obteniendose con ello un complejo

colorido de gran estabilidad.

b) Se modificS el orden de adicién de reactivos a: compuesto
fendlico- solucién de ferricianuro de potasic- golueisn de
borato de acdio- 4-aminocantipirina. Con lo anterior, se elimina
la interferencia reportada por Hiskey-Levin derivada de
oxidacién de la misma 4-amincantipirina; como resultadc de
ello, el blanco practicamente no presenta absorbancla y no es
necesario esperar 15 minutos antes de realizar la medicién sinc

que por el contrario, se recomienda leer de inmediato a 490 nm.

FIGURA VI. OPTIMIZACION DEL METODO DE LA 4-AMINOANTIPIRINA

Autor del

método ¥y Reactivos empleados y su orden de adicién
fecha

Emerson Compuesto H.D.A 4-AA F.D.P Agua
1943 fensSlico 6N al J.O% al 8.0%

Ochynsky | Compuesto T.B.8 4-An P.S.D.A T.B.S

fendlico al 4.0% al 3.0% al 2.0% al 4.0%

Hiskey - |Compuesto 4-AA B.C.D.S F.D.P B.C.D.S
Levin fenslico .
1961 .

Thomas - | Compuesto F.D.P - B,D.8 4-AA B.D.8

Mitchner fenSlico al 4.0% al 2.0% al 3.0% al 2.0%
1963

; Ferriclanurc de potasio
.8: Tetraborato da scdio
.A: Pergulfato de amonio

Agua

H.D.A: Hidrdxido de amonio F.D.P
4-AA: 4-aminoantipirina T.B.D
B.D.S: Borato de sodio P.S.D
B.C.D.S: Bicarbonato de godio A




2.).4 Farmacologia.

Quimicamente el clorhidrato de fenilefrina es una fenolamina
con efecto psimpaticomimético directo sobre los receptores
adrendxgicos principalmente. Su actividad alfa adrenérgica es
predominante sobre el Sistema Nervicso Cantral y dicha
actividad es mas débil que la producida por la noradrenalina
pero su efecto posee mayor duracién (12).

En aplicaciones locales, el clorhidrato de fenilefrina es
utilizado como fArmaco descongestionante en problemas de
rinitis y sinusitis (20), (12).

En solucicnes oftdlmicas, se puede utllizar en concentraciones
al 10.0% para producir midriasie, y es especificamente wtil
cuando se requiers de un examen ocular a £fondo ya que a esta
concentracién es capaz de producir la dilatacisp méxima de la
pupila en un periocdo de 20 minutos, s8in producir ciclopejia.
También a esta concentracién se utiliza en el tratamiento de
problemas de inflamacién post-opsratoria b4 glauccomas
secundarios (12).

En concentraciones cercanas al 0.125%, como es este caso
especifico, el clorhidrato de fenilefrina actia como
vasoconstrictor en problemas de congestién ocular; también es
empleado en el tratamliente de irritacién conjuﬁtivnl,
conjuntivitias alérgica y folicular.

Se han observado reacciones sistémicas adversas como
taquicardia, hipertensién y raramente miocardia cuando Bse

instilan dosis muy elevadas en el saco conjuntival (10}, (12).
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2.2 ESTABILIDAD.

2.2.) Generalidades de Estabilidad.

El término "Estabilidad" con respecto a productes farmacéuticos
pe refiere a la conservacidn de las propiedades de un producto.
En bage a la estabilidad del producto se asigna una fecha de
caducidad al mismo, la cual se define como el periodo gque
transcurre desde el inicic de la manufactura de un medicamento,
hasta la fecha en 1a cual dicho producto mantiene sgus
caracteristicas de pureza, inoculdad y efectividad dentro de
limites previamente establecidos gue ageguren condiciones
éptimas para el consumo humano (20), (26).

El disefioc de estudios de estabilidad depende fundamentalmente
de 1las caracteristicas particulares de 1la pubstancia de
interés, ya que dependiendo de la naturaleza de 1la substancia,
éata puede ser afectada por diferentes factorea c¢omo pueden ser
la temperatura, luz, aire, humedad, pH, compeosicién del envage
primario o componentes de la formulacidn.

Del disefio adecuado de un eatudic da estabilidad pueden
derivarge una serie de datos importantes para detectar puntos
criticos de 1la ‘fomulacién, del envase primarico o de las
condiciones de almacenaje més adecuadas para el producto.

Antes de disefiaxr un estudioc, es necesario realizar upa revisién
bibliogrdfica ya que en bhase a ello se puede hacer un plan de ’
trabajo con un minimo de pruebas, pero que finalmente aporte la

mayor cantidad de datos itiles,
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2.2.2 Tipos de Eatabilidad.
La estabilidad de un medicamanto se puede eavaluar de diversos

puntos de vista (20), (26):

1) Estabilidad quimica.

Cada prineipio activo mantiene la estabilidad quimica o
potencia que fue declarada al término del procese da
manufactura, o el porcentaje de el 6 los activos se encuentran
dentro de limites previamente establecidos fundamentados en una
referencia bibliogr&fica oficial,

La cuantificacidén de los activos deba aefectuarse con métodos
analiticos que tengan un nivel indicativo de estabilidad, es
‘decir, que @l método elegido tenga capacidad analitica para
determinar de manera cuantitativa iinicamente la substancia de
interés en su estado inicial, excluyando la posibilidad de que
se sume cualquier respueata debida a los productos de
degradacidén del analito de interds o de cualquier producg:o de
degradacién de los demés combonences de la formulacién.

La pérdida de la potencia o la disminucién de la cantidad del
analito de interés en una formulacién es consecuencia de un
cambio o reaccién quimica que puede .lnvaluérar proceacs de
hidrélisis, oxidacién, reduccién o interaccidn principalmente,
Es importante destacar el hecho de que tanto la potencia como
la efactividad terapéutica sélo pueden ser evaluadas por medio
de estudios clinicos, pero dada la complejidad y costo para

realizar este tipo de estudios, se han disefiado pruebas in-
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vitro para simular procesos bioldgicos que pueden dar una idea

de los pardmetros farmacocinéticos.

2) Estabilidad fisica.

Laa propiedades figicas como son la apariencia, caracteristicas
organolépticas {olor, color} A dureza y friabilidad, ge
encilentran o deben encontrarse como fueron observadas en su
astado inicial.

En general, un cambio en las caracteristicas fisicas de un
producto, es reflejo de una modificacién en las caracteristicas
quimicas, En el capo de formag sdlidas es importante aevaluar
dureza y humedad para comprobar la eficiencia del empague

primarioc referido a la hermaticidad,

3) Estabilidad microbilolégica.

Las caracter{sticas de esterilidad o resistencia al crecimiento
microbiano se debe mantener dentro de lﬁni-t:as establecidoa.

Las caracterfsticas microbiocldgicas son importantes en todas
las formas farmacéuticag, perce sain epbargo es primordial
sefialar que en el caso de producteos farmacéuticos inyectables,
las caracteristcas da esterilidad y resistencia al crecimiento
microbiano son criticas, )

Los agentea deatinados a mantoener las caracteristicas
microbioldgicas adecuadas deben ser cuantificados y deben
encontrarse dentro de los limites preestablecidos que aseguren

efectividad.



4) Estabillidad terapéutica.
El efecto terapéutico del medicamento debe ser igunimente
eficaz al término de la manufactura del mismo ¢omo al £inalizar

el periodo de vida idtil.

5) Eatabilidad toxicol&gica.

No debe existir algun indicio de toxicidad del producto,
derivado de 1la presgencia de compuestos de degradacién
provenientes de los principilos actives © de los excipientes que

constituyen la formulacidn.
2.2.3 Mecanismos de degradacién de mayor frecuencia.

Los macaniamos de degradacién que con mayor frascuencia ocurren
a los preductos farmacéuticos se pueden agrupar en tres tipoa

(20):

1) Interaccidén gquimica.

La interaccidén quimica entre los componentes de una formulacidn
[-1:] prohlblemaﬁte el mecanismo gue en la mayor parte de los
casos produce degradacién de las substancias activas o de los
excipientes.

Cada caso en pnruiculnf es por si mismo un extenso tema, ya
que cada formulacidn combina diferentes tipcs y cantidades de
substancias, por lo cual sole es posible -mencionar algunos

puntos importantes de manera general:
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a) Entre las reacciones mis frecuentes se pueden mencionar por
ejemplo: hidrélisis, oxidacidn, solvSlisis, deacarboxilacidn y

~reduccidn.

b) Las reacciones de hidrdlisis y solvélimis son en general

catalizadas por los &cidos y bases.

c) Los compuestos f&cilmente oxidables deben evitar 1la

combinacidn con compuestos iénicos.

d) Lae substancias que fécilmente tienden a presentar
descarboxilacién no deben ser combinados con uéeptoraa de

anhidro carbénico, como por ejemplo las aminag.

a} Las sgubstancias que son de carécter 4&cido tlenden a

interaccionar con las de carécter bisico,

f} Los compuesteos con grupos cetdnicos interaccionan con

hidrazinas y sulfitos.

2) Fotdlisgis.

Las reacciones fotoquimicas son procesos importantes y también
frecuentes en la degradacién de 1las substancias activas
enpleadas en la manufactura de medicamentos.

Cagi tod los comp tes activos poseen méiximos de absorcién

en la regidén ultravioleta, y en menor cantidad en la regidn
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visible, por esta razdn es importante tomar en cuenta este
punto al geleccionar los materiales de empaque.

El vidrie frunaparente para uso farmacéutico, debe ser capaz de
bloguear la radiacisdn de longi..:udaa de onda inferior a 300 nm
y el vidric de color &mbar debe bloquear précticamente toda 1la
radiacién correspondiente a ambas regiones.

La U.S.P {26) establece que el vidrio de color Ambar de 22 mm
de .eapesor y capaz de no transmitir més del 18.0% de 1la
radiacién de una lengltud de onda de entre 290 nm y 540 nm es
adecuado para uso farmacéutico,

Los compuestos con grupos croméforos (nitro, nitreoso, cetonas,
sulfonas, dobles y triples enlaces conjugados) son senpibles a
la radiacién y tanto mayor sea 1la cantidad de cromSforce
presentes, serd mayor la posibilidad de interaccién entre los’

electrones méviles de cada grupo.

3) Reacclones quimicas.

Las reacciones quimicas también representan un extenso tema, vy
estdn directamente 1ligadas a los procesos de intlaraccién.
Pueden weer mencionadca de manera muy general la hidrélisis,
oxidacién, reducelsn, igomerizacién, pirdlieie, contaminacién

microbiana 'y racemizacidn.

2,2,4 Estabilidad del clorhidrato fenilefrina.
Bl clorhidrato de fenilefrina es frecuentemente empleado en la

elaboracién de productos oftilmicos, ain embarge, el
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inconveniente de dicha forma farmacéutica es la poca
agtabilidad que la substancia en cuestién presenca.en solucidn.
A pH Acido, las soluciones Bon estables, pero conforme el pH
tiende a tornarse neutro o bésico, al proceso de degradacidn se
acelera.
Se ha reportade la incompatibilidad del clorhidrate de
fenilefrina con algunos compuestcos, como.ln butacaina, agentes
oxidantes, &lcalis y metales pesados, sobre todo el ccbre, que
cuando B8e encuentra en concentraciones de 10 ppm acelara el
proceso-de degradaciin de la melécula (7), (10), (12).
En 1851, Schou y Rhodes demostraron gue una solucién
inyectable de clorhidrato de fenilefrina al 1.0% es estable por
un largo periodo siempre y cuando se conserve en una atmésfera
] libre de oxfigeno y en medio &cido (12).
Como la preparacién de productos oftélmicos regquiere de
aolucionqs cuyo pH no sea de carlicter fuertemente &cido, se han
propuasto una serle de agentes estabilizadores, ya gue lasm
soluciones Bin ellos tienden a degradarse y tomar una
coloracién que va desde el amarillc tenue hasta el color café.
Para determinar un congervador idénec para las soluciones de
clorhidratoc de fenjilefrina, West y Whittet (31) disefiaron un
experimento en el cual se demuestra gue el etilendlamino
tetraacatato de sodio (E.D.T.A) actia con mayor efectividad que
cualquier otro agente estabilizador.
El experimento consistfa en preparar dos solucicnes de

clorhidrato de fenilefrina, en la p:iﬁera fase e sometid una
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de 1las solucliones a condiciones normales de ulmncenaae
adicionande diferentes conservadorea e intreduciende una
golucidn monitor sin congervador. Los resultados sefialaron
cambios fisicos en la coloraciSn de las scluciones con
metabigulfito de scdio y en la solucién monitor, a diferencia
de la solucién con etilendiamino tetraacetato de so&io.

A pesar de los cambios en -las caracteripticas fisicas de la
solucién, al finalizar el estudio, se reportd quea la actividad
biolégica permanece sin decremento.

En la spegunda fase del expeilmenco, e scmetlieren muestras de
soluciones de clorhidrato de fenilefrina al efacto de un agente
oxidante (perdéxido de hidrégeno) . En esta segunda parte, el
etilendiamino tetraacetato de sodic también demoptrs ser el
conservador més efectivo.

En la segunda, al igual qus en la primera stapa, ninguna de las
aoluciénan reflejs un cambio en la actividad biolSgica a pesar
del cambio del aspecto figico de las mismas, salvo en un caso
cuyo decremento fué inferior al 10.0%.

Los resultados d-i exparimento de West y Whittet pueden
cobservarse en las tablas IIT y IV.

Luduena, Snyder y Land, en 1963, . realizarcn una serle ds
experimentos., p-rh tratar de oexplicar la razén de que una
golucién con camkios notables en lam caracterfasticas fisicas,
aparentemente no implica un cambic coneiderable en la actividad
biol&gica (11).

Se propuso la adrenalina como producto de degradacién del
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clorhidrato de fenilefrina.

La adrenalina posee el mismo efecto £amcolégico que al
clorhidrato de fenilefrina, pero con mayor intensidad vy
duracidn.

El experimento consiste en someter a radia;ién ultravicoleta una
solucidén de clorhidrato de fenilefrina, generéindose un proceso
de oxidacién que degrada la molécula, dando origen a un cambio
en el anille de 1la estructura, forméindose adrenalina vy
oxedrina.

El experimento de Luduena-Synder-Land -da 1l1las bases para
astablecer dos puntos importantes:

a) El primero es que el clorhidrato de fenilefrina tiende a
degradarse con radiacién ultravioleta, lo cual debe tomarse en
cuenta para el disefic del envase primario de los productes que

la contengan.

b) El segundo es que los productos de degradacién formados
mediante un proceso de oxidacién no sclo es la adrenalina, sino
que también se identificé la oxedripa.

En bage a &stos puntos se puede explicar el motive por el cual
las soluciones visiblemente degradadas conservan aparentemente
su actividad biolégica.

Al formarde adrenalina y posear ésta un efecto farmacolégico
més pocence,' se compensa la pérdida de clorhidratc de

fenilefrina y se mantiene asi la actividad biolégica.
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CLORHIDRATO DE'FENILEFRINA

OH

@'?-CH;NHCH, + HCI
0o
OH

OXIDACION

1

Adrenalina- . Oxedrina.
_
uocucolzmi A 3 ﬂumzﬂu,
-
o OR

"FIGURA VII. DEGRADACION DE LA FENILEFRINA POR RADIACION

ULTRAVIOLETA
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EFECTO DEL

TABLA I

S0 DE CCNGERVARORES EM SOLUCICUES DE

CLORNHIDRATO DE FENILEFRINA ALMACENADAS A TEMPERATURA AMBIENTE

EFECTO DEL USO DE CONSERVADURES EN SOLUCIONES

CONSERVADOR ASPECTO DE LA SOLUCION
ADICIONADO TIEMPO DE ALMACENAJE (EN MHESES)
1 3 4 6

Hinguno Amarillo Amarillo con | Cafe con deposito | Cafe con deposito negro en
tenue. precipitado. de color negra. las paredes del contenedor.

Metabisulfito | Rosa Rosa-cafe Rojo~purpura. Cafe con deposito negro en

de Sodio al intenso. intenso. las paredes’ del gontenedor.

0.1Z -

Metabisulfite | Rosa Rojo con Rojo-purpura con | Cafe intenso con deposito

de Sodio intenso. partfculas de | deposito de color | negro en las paredes del

al 0.27% color negro. |negro. contenedor.

E.D.T.A Incolora. Incolora. Incolcra. Incolora.

al 0,1%




- 1E -

CLORHIDRATO DE FENILEFRINA CON “202 A TEMPERATURA AMBIENTE

T A B L A

IIX

FEFCTO DEL USO DE CONSERVADORES EN SOLUCIONES DE

CONSERVADOR ‘PERIODO'DE%LHACENAJE EN DIAS
ADICIONADO : '
. 0.2 1 3 10 90
Ninguno Rojo - Negro con Negro con abundante Negro Hegro con abundante
intenso. | abundante depo- | deposito negro en las con de~ deposito en las pare
) sito. aredes del contenedor.| posito. des del contenedor.
Metabisulfito | Incolora. { Incolora. Rosa. Cafe Negro con lepnsito,
de Sodio intenso. |en las paredes del
al 0.1% contenedor.,
Hetabisulfite | Incolora. | Tncolora. Rosa. Cafe Cafe intenso.
de Sodic tenve.
al 0.2%
ED.T.A Tncolora -| Incolora. Tncoloras Incolora | Incolora.

al 0.1% .




E.L Pratt (17) disefié otro experimento para demostrar que la
racemizacidn de la molécula, es una via de degradacidn poco
probable de que se presente en soluciones de clorhidrato de
fenilefrina cuyo pH se encuentre en el rango de 3.0 a 6.0.
Pratt demostrd que la propoxcidn del isdmero dextrorrotatorio
no se incrementa al someter 1la substancia de interéds a
condiciones criticas, por lo cual el porcentaje de dicho
isémero depende unjicamente de la cantidad inicial del mismo,
excluyendose api éste mecanismo de degradacidn de la molécula.
otro mecanismo de degradacidén estudiado, pero en formas
s5lidas, es la reaccidn entre el clorhidrato de fenilefrina y
la aspirina. La interaccién de é&stas &os pubstancias activas
originan tres productos de degradacida (29),

a)N-monoacetil
Fenilefrina

?u
cH caz—rlacu3
’///)V‘ co ciy

l.l b0 ,N-diacetil

Penilefrina
ou CHCHZ NH CB3'DC1 CH cd nNCH
' s coca3

OCOH
o
. ?CO-CH3
Clorhidrato de CHy CH2 rliCH3
Fenilefrina ) COCH
c)Triacetil
ococi; Fenilefrina

FIGURA VIII. PRODUCTOS DE DEGRADACION DEL CLORHIDRATO DE

FENILEFRINA EN COMBINACION CON ASPIRINA EN FORMAS ‘SOLIDAS.
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2.3 VALIDACION.

2.3.1 Generalidades de Validacién,

La industria farmacéutica es ain duda una de las 4&zeas
productivas mis seriamente comgrometidas a mantener la calidad
éptima en cada uno de los productos elaborados, Los controles
existentes p:lru asegurar la calidad adecuada y constante son
estrictos y requieren de revisiones y actualizacién continua.
Los controles existentes‘ abarcan todo el proceso de
manufactura, desde el an&lisis de materia prima (tanto de
activos como de excipientes), maquinaria para manufactura,
materiales para acondicionﬁiento final y &reas de produccién.
En resumen, todo cuanto dinvolucra la manufactura de
medicamentos eatd contemplado en los conceptos de validacién.
El términe de validacidn en general se define como el conjunte
de pz;uohna que constitgyen la avaluacidén critica de la
confiabilidad y reproducibilidad de toda operacién o proceso
relacionado con la manufactura des medicamentos.

En pn::t::l._cular, . el concepto de validacién enfocado a métodos
-n-nnlil:icoa Be refiere a establecer mediante pruebas
experimentales realizadas an el laboratorio, que un
procedimiente analftico cumple satisfactoriamente con los
requiaiton eastablécidos para poder considerarse adecuado para
los fines o aplicaciones analiticas que se pretenden, es decir,
que validar es avaluar la capacidad a}xalitica del método
expresada dicha capacidad en purime!:rou_ .eptadisticos que son:

(8), (9), (13), (14), (19), (26),
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a) Especificidad y Selectividad.
b)‘P:aciaién.

c) Exactitud.

d) Linearidad.

e) Limite de dateccién.

£) Limite de cuantificacién.

g) Tolerancia.

En la década de los cuarentas en

eopecialidad farmacéutica ya sge hacia

algunas revistas de

mencién de parimetros

importantes a considerar para establecer la evaluaciSn de un

métede de andlisia.

En la década de los getentas comienzan ya a delinearse algunos

conceptos aplicables a 1la verificacién’ de ensayos. Dichos

conceptos se han 1do perfeccionandoc dfa con difia hasta llegar a

los conceptos gque hoy rigen la validacién de métodos.

VALIDACION DE

PROCESOS NO ESTERILES

VALIDACION DE PROCESOS
E ST ERILES

YERIFICACION DE ENSAYOS -
VALIDACION DE METODOS

T

1 1 1T .1 i
1979- 4972 1574 1976 1978 1960 1682

T »
'W—

FIGURA IX. DESARROLLO DE LOS CONCEPTOS DE VALIDACION.
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Algunas instituciones por su importancia a nivel internacional,
han aestablecide los parimetros bésicos que actualmente regulan
los conceptos de validacidén enfocados a métodos analiticos.
Como ejemplo de ellc se puede mencionar The United States
Pharmacopeia {(U.S,P) en la c¢ual se hace referencia a 1la
validacidn de métodos en la seccidn <12255> de la edicién XXYT
{(26).

En nueatro pais, la wvalidacién de métodos es un requisito de
carficter oficial ya que en la Ley General de Salud en su 5a.

edicisn artfculo 1127 pe menciona:

Art., 1127.- Los eatablecimientos a que se ra!.iez'a' éate
capitulo, deberén contar en su caso, Acon las inatalaciones,
equipo necesaric y manual de procedimientos para efectuar los
contzoiea analfticos de matarias prlimas.' productos en proceso,
. preparados farmacéuticos, productos terminados y material de
acondicionamiento debiendose conservar constancia de todas las

operaciones que se efactien.

En el inciso V del mismo articulo se cita lo referente a la
documentacién por escrito & <validacién de los puntos

mencionados en el articulos

V) Los controles deberan incluir la comprobacidén del resultado

y la validacién de cualquier técnica empleada.
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Con la £finalidad de unificar el criterio para validar métodos
en nuestro pais, El Colegio Nacicnal de Quimicos .Fumcéutieos
Bidlogos y el Comité de Elaboracidn de Gufas Oficiales de
Validacién de la Direccifn General d.e Control de Insumcs para
la Salud, han publicado la gufa para validacién de métodoe
analfticos (13).

La validacién de métcdos, &reas, ais!:nm‘nha Y p:oc&saa no 8olo
debe ser considerada desde el punto técnico ni regulatorio, en
realidad, la validacién también puede ser considerado desde el
punto de vista econémico. Iniciu'lmente cualquier proyacto de
- validacién supone un gasto, pero en realidad deberfa de
considerarse como una inversidn, pues al establacer por escrito
el procedimiento detallado de cémo realizar cualquier operacién
(ya sea de manufactura o analitica) que previamente ha sido
sometida a una evaluacién o validacién, se reducen al miximo
las posibilidades de error y se amplfia la posibilidad de
-obcener al final de toda operacién o proceqo. un producto o

resultade analitico de calidad confiable y constante,
2.3.2 Concepto de los pardmetros de validacidn,

1) El primer parimetro a evaluar cuando se pretende validn’:"u.n
método analitico, es la especificidad, 1la cual .puede ser
considerado desde dos puntos de viata.

En primer término la especificidad del método con respecto a

los demés componentes de la formulacidn, y en segundo lugar con
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regpecte a los productcs de degradacién de la substancia de
interés o de los dem&s componentes. Al realizarse pruebas para
definir la capacidad analitica con respecto a productos de
degradaciSn, se dice que si patisface los requerimientoas, el
método es (Gtil para analizar muestras sometidas a eatudios de.
eatabilidad y se cataloga el méteds come “selsctivo® (13),
(26) .,

La especificidad del método puede definirse como la habilidad
del mismo para emitir una respuesta debida (nicamenta a la
subatancia de interés, y no a los exciplentes o demfs activos
presentes en la formulacidn, y es udtil para fines analiticos
durante el procesc de m.inufuctura del producto o para el
anélisis final del mismo.

La selectividad puede definirse como la habilidad del método

analftico para emitir una respuesta debida inicamante a la

substancia de interés en su estado basal o inicial y no a
ningiin otro componente de 1la formulaciSn ya sea excipientas o
principlo active, ni a los productos de degradacisSn de los
mismos ¢ de la propia substancia da particular interés (13),

(20), (26).

2) La proehié.n del método se define como el grado da
concordancia entre los resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamentsa gobre una
muestra homogénea. La precisisn pueds ser medida por dos vias.

La primera denominada repetibilidad, que expresa la precisién
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como la concordancia obtenida antre daterminacicnes
independientes realizadas bajo las mismas condiciones de
operacidén.

La segunda se dencomina reptoduc‘ibilidad Y expresa la praecigién
como la concordancia entre determinaciones independientes
realizadas h;jo condiciones de operacién diferentea (variando
dia, analista, equipc o instrumento, marca de reactives) (13),

(14), (26).

3) La exactitud se define como el grado de concordancia entre
el valor expsrimental y el valor de referencia (13), (14),

{26) .

4) La linearidad del método se define como la capacidad del
método para emitir una respuesta directamente proporcional a la
concentracisn de la substancia de interss, dentro de un rango

determinade (13), (14), (26}.

§) El limite de detecciSn se defina como la cantidad minima que
puede smer detectada, perc no necesariamente cuantificada (8),

(9), (12), (14), (26).

6) El1 limite de cuantificacién se define como la minima
concentracién a la cual puede ser determinada el analitc de
interés, con nivelsa aceptables de exactitud y precisisn (8).

(9), (13), (14), (26).
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7) La tolerancia se define como sl grade ds reproducibilidad de
los resultados analfticos por el anélisis de diferentes
porciones de una muestra homogénea, con la introduccelén de
variahles a las condiciones normales de operacién. Esto Be®
realiza para determinar qué tan flexible es el métods o
detectar cuales son los puntos criticos a cuidar durante el

anfilieis (26).

2.3:3 Determinacidén experimental y criterios de aceptacidn.

1) Para determinar la especificidad, es necesario preparar un
lote piloto de concentracién conocida y un lote placebo. El
método analftico’ me aplica por separado tanto a lote piloto
como a placebo. La respussta obtenida del anilisis del lots
pllotc debe ser de 100.0% del wvalor tedrico (o muy cercmq),
mientras que el valor resultante del anélisis del placebo cieha
ser de cero. En caso de que el anélisis del placebo no aea
cero, 8se debe proceder a detectar el componente gue emite
respuesta e igplementar un tratamiento previo {(ya aea de
extraccidn, precipitacién, o £iltracién, por ejemplo) para
eliminar la interferencia. Bl criterio de aceptacién es que la
respuesta del anAlisis socbre placebo debe ser cerxo.

En cuanto a la evaluacién de la selectividad, el hecho de
realizar una ravisién bibliogréfica previa al diseflo
experimental de éste pardmetro seflalari .los puntos criticos que

tienden a degradar la molécula de interés.
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Para evaluar déste pardmetro es conveniente tener cantidades
suficiantes de los productos de degradacidn. -

Se procede a preparar en cantidades suficientes muestras de
placebo y 1lote piloto. Se realiza un ensayo inicial por
triplicado (comc minimo) en cada uno de ellos.

Posteriormente, a otra porcién de plaqebo se le afiade una
cantidad proporcional de loes productos de degradacidén de 1la
subptancia de interds y se aplica sl m&todo, é&sta operacién
también es preferente realizarla por un minimo de tres veces.
La respuesta del nmétodoe al ser aplicade sobre el placebo y
schre las muestras de placebo cargado con lop productos de
degradacidn debe ser igual a cero para considerar gue el método
as selectivo.

Xn la mayoria de los camos eB  poco probable contar con
cantidades adecuadas de cada producto de degradacién de la
subgtancia de interdés. Bn estos casos, se realiza un anflisis
inicial sobre placebo y sobre lote plloto, se separan porcicnes
de cada uno de 8llos y se scmeten a las condicicnes que (pravia
revigidn bibliogr&fica) aceleran el procesc de degradacién de
la molécula de interés (pH, humedad, temperatura, agentes
oxidantes, etc ). A intervalos preeatablecidos se nnll!.zgn por
triplicado muestras por ceparado de lote piloto y de placebo,.
La U.S.P en 'li seccidén <1225> de la edicidn XXII describe que
cuando no se tienen cantidades disponibles de los productos de
degradacidn, o que se dasconocen, la selectividad del método

pusde ser demostrada por la comparaciSn de resultados
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analiticos de las muestras en su estado inicial (& puras) y los
regultados del anflisis de lap mismas muestras después de sger
sometidas a condiciones de degradacién.

Bl critezio de aceptacldn es que al realizar el anflipis del
placebo, la raspussta o sefial detectada debe ser igual a cero,
mientras gque el andlisis de muestras debe reflejar un
decremento en la cantidad de substancia de interés presente.

En general logs resultades son axpreaac}os en porcentaje de

recocbro o en mg/ml {(13), (26).

2) La precisién del método se determina exparimentalmente
preparando en cantidad suficiente lote piloto al 100.0% del
valor tesSrico y aplicando el procedimiento para determinar la
reproducibilidad o repetibilidad.

Para expresar la precisiédn como reproducibilidad, se toma una
serie de alicuotas del lote piloto y se le aplica a cada una de
ellas el método, esto debe realizarse el mismo dfa, por el
mismo analipta y bajo las mismas condiciones de operacién., Se
recomienda un minimo de seis determinaciones.

Para evaluar la precisién expresada como ‘ropotibilidnd, se
realizan una serie de determinaciones por diferentes analistas,

en distintos dias.

El criterioc de aceptacién o de rachazo se tra en funcidn
de la técnica enmpleada en el método segin lo indicado en la
tabla V. (13), (26).
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TABLA IV. CRITERIO DE ACEPTACION PARA LA EVALUACION DE LA

PRECISION,.
TECNICA EMPLEADA EN EL COEFICIENTE DE VARIACION O
METODO DESBVIACION ESTANDAR
Espectrofotométrica Igual o menor a 3.0%
Croﬁntog:iiicn Igual o menor a 2.0%
Microhlolégica Igual o menor a 5.0%
Titulacién Igual o menor a 3.0%

3) La exactitud experimentalmente puede determinarse preparando
muegtras que contengan el analito de intexrés a cinco difer.un:ea
concentracicnes incluyendo el 100.0% del contenido tedrico.

Se suglere por ejemplo la preparacisn de lotes piloto al 80.0%,
50.0%, 100.0%, 110.0% y 120.0%. A

Los porcentajes méximo y minimo de los lotes pilotc preparados,
se puede establecer en bass a los limites de valoracidnm
permitidos en publicaciones oficiales (Farmacopea de los
Estadcs Unidos Mexicano por ejemplo).

8e toman una serie de alicuoctas de cada una de los lotes
preparidoa, ge analizan con sl método propuegstoc y Se compara

la cantidad detectada contra la adiciocnada.

Los resultados son g almente expx dos en porcentajes da
recobro.
El criteric de aceptacién varfa de acuerdo con la técnica

empleada en el método de acuerdo a lo indicado ez la tabla VI.
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TABLA V. CRITERIO DE ACEPTACICN PARA LA EVALUACION DE LA

EXACTITUD
TECNICA EMPLEADA PROMEDIO DE PORCENTAJES COEFICIENTE
EN BEL METODO DE RECOBRO ! DE VARIACION

“cromatografia | 98.0 - 102.0 % | <20
“ricalacisn | 98.0 - 202.0 % | <2.0%
“quimicos ¥ . | $7.0 - 103.0 % | <3.0%
Espectrofotométricos

“Microblolsgices | 95.0 - 105.0 % | <5.0%

4) La linearidad del método experimentalmente se determina
mediante el tratamiento matemético de los resultados obtenidos
del anélisis de mueatras que contengan el analitoc de interés en
concentraciones dentro de un rango determinado.

El tratamiento matemftico de loa datos consiste en el c&lculo
de la regresién lineal, la pendiente y el intercepto. La
determinacién analftica para cada una de las concentraciones
debe ser como minimo tres. Los criterios de aceptacidn ason los

siguientes (8), (9), (13), (19), (26):

Pendiente (m) aproximadamente = 1
Intercepto (b) aproximadamente = 0

Correlacién (z2) > 0.98
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5) La determinacién del limite de deteccisn varia dependiendo
de sl el método emplea o no una técnica instrument;.ul.

Cuando es empleada uns técnica instrumental, algunoa
investigadoreas recomiendan multiplicar por dos o tres el nivel
de ruido del inatrumento y establecen como lfmite de deteccién
la concentracisn del analitc a la cual se cbtenga &sta seifial.
Otros investigadores recomiendan dete;-minnr la respuesta
emitida por una serie de muestras "blanco®, calcular su
deaviacisén estandar y mnultiplicar por un factor que usualmente
es 2 6 3 y establecer la concentracién a la cual la respuesta
o8 mayor a éste valor. A

Para métodos que emplean técnicas no instrumentales, se
preparan muestras con concentraciones bajas del analfto de
interés y se analizan para determinar la concentracién minima a

la cual hay respuesta (8), (9), (14), (26).

€) La determinacién dal'. limite de cuantificacién varia
dependiendo de a8l el métodc emplea o© no una técnilca
instrumental. Cuandoc esa empleada una técnica instrumental, se
recomienda analizar una serie de musstras de placebo, calcular
la desviacidn estandar de la respuesta obtenida, y multiplicar
por un factor que usualmente es 10; el valor reaultante da
una aproximacién de la respuesta o sefial que se produciré con
la cantidad minima cuantificable. Posteriormente se preparan
una serie de muestras <cuyas concentraciones disminuyan hasta

determinar cual de ellas emite una sefial igual o mayor al valor
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calculade al analizar la serie de placebos Y con ello ae
establece la cantidad minima que puede aser cuantificada con
niveles adeecuados de precisidn y exactitud.

Para métodos que emplesan t?cnicas no insgtrumentales, se
preparan muestras con concentraciones bajas del analfto de
interés y se analizan para determinar la concentracién minima a
la cual hay una respuesta.

El criterio de aceptacién para &ate pardmetro en ambos casos,
e que la sefial emitida a la concentracién minima establecida,
debe tener niveles de procisién y exactitud de acuerdo con lo
establacido anteriormente en las tablas V y VI. (8), (9), (13),
(14), (26).

7) La evaluacidn de la tolerancia de un método se realiza con
la finalidad de establecer qué tan flexible es y detectar los
puntos eriticos del mismo.

Bxperimentalmente ne realiza analizando alficuotas de una
muestra homogénea, variando por ejemplo marcas de reactives,
instrumento de medicidn, orden de adicién de reactivoa,

temperatura y tiempo (8), (9), (14).

2.4 ESPECTROFOTOMETRIA.

2.4.1 Fundamentos de Espectrofotometria.

2l método propuesto para la determinacidén cuantitativa del
clorhidrato de fenilefrina en una solucidn oftédlmica se basa en

la formacisén de un complejo colerido y utiliza la t&cnica
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egspectrofotométrica. La té&cnica espectrofotométrica tiene gu
fundamento en la inte- raccién de la materia con la radiacién
electromagnética (6), (22), (26). La radiacién electromagnética
as considerada comc un campo de fuerza eléctrica asociado a un
campo perpendicular de fuerza magnética, el campo eléctrico de
la radiacién es el que actia reciprocamente ¢on los electrones
de la materia. Cuando la radiacién electromagnética pasa por
una’ seccisn de la materia, el vector eléctrico de la radiacidn
in.t:eractun recfprocamente con los &tomoa y moléculas ‘del madio
que Be encuentra a su paso, presentéindecse asf los fendSmenos de
absoreién, reflexidn, emislén o dispersidn de la radiacidn.
Grificamente s8e puede representar el campo eléctrico vy
magnético como se muestra en la figura X.

(E) representa el vector eléctrico.

(H) repreasenta el vector- magmético.

(A) representa la longitud de onda.

(a)}) representa la amplitud.

Directién de propogacidn -

FIGURA X. REPRESENTACION GRAFICA DEL CAMPO ELECTROMAGNETICO
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2.4,2 Aplicacidén analitica de la radiacidn electromagnética.
Tanto la radiacidn ultravioleta, visible e infr.arroj- tienen
aplicacién al anilisis cualitativo y cuantitativo.

Las radiaciones ultravioleta y visible poseen sguficiente
energia para causar transiciones en los electrones de capas
exteriores o de enlace a un nivel de mayor smergia (6), (22).
Para que_lol fenémenocs de absorcién y'rafluién de energia
tengan aplicacién analitica cuantitativa, es necesario que el
método, al ser aplicado, proporcions una respuesta gque sa
apegue a la ley de Lambert-Beer, la cual establece que la
reduccién de la energia i:ldiu:t:e de un haz monocromético es
p:oporcvionul 2 la cantidad de substancia absorbente situado en
su trayectoria.

Bn éste caso especifico, el método de la 4-aminoantipirina se
lleva a cabo mediante la abaorcién de la radiacisn en 1la regién

visible del espectro a una longitud de onda de 4950 nm.
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CAPITULO
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 DIAGRAMAS DE FLUJO,

3.1.,1 Diagrama de flujo del método de la 4-amincantipirina.

BLANCO ESTANDAR MUESTRA
2.8 ml DE 2.0 ml DE LA 4.¢ mi DEL
AGUA SOLUCION DE PRODUCTO
DESTILADA ©.23 mcormi OFTALMICO
MATRAZ VOLLNETRIC) DE WATIA2 VOLLNETRICT D€ MTRAZ WOLINETRICD BE 5.0 ol
.50.0 ot 5.4 ot AFDRAR N AGUA DESTILADA
'
TIMAR LB ALIOLDTA DE 5.0 n1 ¥
DEPISITAR EN GTRD MATRAZ
VOLURTIOD DE S8.0 af

ADICIONAR 1.8 .m! DE
REACTIVO 1 Y AGITAR
3 SEGUNDOS PARA HOMOGENIZAR

ADICIONAR ADICIONAR | ADICIONAR

92.@ m) DEL 42.© mi DEL 42.0 mi DEL
REACTIVO I1I REACYIVO KT REACTIVO I

! J ]

AGITAR S SEGUNDOE PARA HOMOGENI2AR Vv
ADICIONAR 1,0 Ml DE REACTIVO III

|
i ¥ 1

AJUSTAR EL
ESPECTROFOTOMETRO| JDETERMINAR LA }.
A 490 nm ABSORBANCIA A DETERMINAR LA
498 nm ABSORBANCIA A
. ‘ 490 nhm

. WOCTIVD §: FERRICIARD DT POTASIO AL 4,87
REACTIVO [1: BORATO Df SIDIO AL 2.4/
RGCTIV 111: 4-MIONTIPIRIM AL 3.7
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3.1.2 Diagran;a de flujo para la validacién del método,.

ESPECIFICIDAD

SELECTIVIDAD

.

PRECISION

REPRODUCIILIDAD

=

REPETITIBION

EXACTITUD

T

LINEARIDAD

I

LIMITE
"D E
DETECCION

\

TOLERANCIA

LIMITE
DE
CUANTIFICACION
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3.1.,) Diagrama de flujo para determinar la selectividad.

SEPARAR LOTE PILOTO Y PLACERO, CADA UNO EN SIETE
NUESTRAS IQUALES.
SOMETER CADA NMUESTRA A LAS CONDICIONES SIGUIENTES:

60 °C A pH ALCLLINO

60 °C A pH ACIDO

37 °C
45 °C
60 °C
ISIS FINAL A 30 DIS Y REGISTRO DE RESULTADOS ]



3 E L.RE Vv
3.2.1 Material.

Matraz volumétrico de
Pipeta volumétrica de
Pipeta volumétrica de
Pipeta volumétrica de
Pipeta volumétrica de

Probeta de vidrio de

3.2.2 Reactivos.

Borato de sodio
Ferriclanuro de potasio
4-amincantipirina
Clorhidrato de fenilefrina
Pardéxido de hidrdgeno
Hidréxido de sodio 0.1N

Acido spulfidrico 0.1N

3.2.3 Equipo.

Balanza analitica
EspectrofotSmetro
EBatufa

Termémetro

[

50:0
5.0
4.0
2.0

1.0

ml
ml

50.0 ml

(Pyrex
(Pyrex
(Pyrex
(Pyrex
(Pyrex

(Pyrex)

clase
clase
clage
clase

clase

AR)
AA)
AA)
An)
AA)

Nay 5407. 10 BZD {J.T.Baker)

K3 Fe (CN)g
€11 Hy3 N3 O
Cg Hy4 €1 NOy

Hy O3

N, oH

Hy 904
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(3.T Baker)

(J.T Baker)

OHAUS Galaxy TM 160

Backman D.U:

Elacsa

Brad
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3.2.4 Preparacién de reactivos.

1) Solucién primaria de clorhidrato de £enile£rim;:

Pesar con exactitud 125.0 mg de clorhidrato de fenilefrina
estandar de refersncia en un matraz volumétrico de 50.0C ml.
Disolver y llevar a volumen con agua destilada. Esta solucién
as estable por dos meses 8i se condexva en refrigeraciénm y

protegida de la luz.

2) Solucidm estandar de clorhidrate de fenilefrina:
Ds la solucién primaria de clorhidrato de fenilefrina, tomar
una alfcuota de 5.0 ml y depositar en un matraz volumétrico de

50.0 ml. Llevar a volumen con agua destilada.

3) Bolucién de farricianuro de potasioc al 4.0 %:
Depositar en un matrax de 50.0 ml 2.0 g de ferriclanuro de
potasio, adicilonar 25.0 ml de agua destilada y agitar hasta

disolver completamente. Llavar a volumen cén agua destilada.

4) Solucién de borato de sodio al 2.0 %.
Pesar 4.0 g de borato de sodio y disolver en 200 ml de agua
destilada.

5) Solucién de 4-aminoantipirina al 3.0 %.
®n un matraz de 50.0 ml depositar 1.5 g de 4-aminocantipirina,
adicionar 25.0 ml de agua destilada y agitar hasta digolver.

Aforar con agua y cubrir el matraz con papel aluminio.
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3.3 METODO L -

El complejo colorido que Be forma al reaccionar el clorhidrato
de fenilefrina con 1la solucién de 4-amincantipirina, =me ve
afectado con el transcursc del tiempe con gran rapidez, por lo
cual se recomienda preparar 1las muestras una por una,
comenzando por el blanco y prosiguiendo indistintamente con
aestandar © muestras. El tiempo mnéxime que se estima por

an_&ii-ia para cada mueastra es de un minuto.

1) Preparacidn del blanco:

En un matraz volumétrico de 50.0 ml depositar 2.0 ml de agua
destilada, adicionar riépidamente 1.0 ml de farricianurc de
potasio al 4.0 %, teniendo cuidado de no dejar residuos de éste
reactivo en las paredes del matraz. Aglitar para homogeneizar la
solucién, adicionar 42 ml de bhorato de scdic al 2.0% y mezclar.,
Adicionar 1.0 ml de 4-amincantipirina al 3.0% y 1llevar a
volumen con borato de sodio al 2.0%.

Calibrar el espectrofotémetro a una longitud de onda de 490 nm.

2) Preparacién de la muestra:

Depositar una alficuota de 4.0 ml del producto oftdlmico en un
matraz volumétrico de 50.0 ml. Llevar a volumen con agua
destilada.

En otro matraz volumétrice de 50.0 ml depositar 5.0 ml de la
solucién anterior, adicionar 1.0 ml de ferricianuro de potasio

al 4.0%, procurando no dejar residuces del reactivo en la boda y
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parades del matraz. Agitar y adicionar 40.0 ml de borato de
sodio al 2.0%. Agitar y adicionar 1.0 ml de 4-amincantipirina
al 3.0%, nuevamente -agitar, y llevar a volumen con boratc de

sodio al 2,0%. Determinar la abaorbancia a 490 nm.

3) Preparacién del estandar:

En un matraz volumétrico de 50.0 ml de}posicnr 2.0 ml de la
solucién estandar de trabajo, tomando las mismas precauciones
que en la preparacién dea la muestra. Adicionar 1.0 ml de
ferricianuro de potasioco al 4.0%, agregar 42 ml de borato de
modio al 2.0% y agitar para homogeneirar. Adicionar 1.0 ml de
4-aminocantipirina al 3.0% y llevar a volumen con borato de

sodio al 2.0%. Determinar la absorbancia de 490 nm.

3,3.1 Célcules.

mg de clorhidrato de fenilefrina/l100 ml =
[Amox-gStdeOxSDxSxi] 100
(MtdxlexSOxSOxSOXIOO]

Simplificando los cflculos se obtiene:

mg de clorhidrato de fenilefrina/l00 ml =

AuoxngStdx%PStdeOl
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Donde:

A Mo = Absorbancia de la muestra a 490 nm.
A Std = Absorbancia del astandar a 490 nm.

P sta

Porcantaje de purexa del estandar.

mg Std

Peso en mg del estandar.

3.4 METODOLOGIA PARA LA VALIDACION.

3.4,1 FEl primer parfmetrc a evaluar es, la esapecificidad con
respecto a placabo, y posteriormente conrespecto a productos de
degradacién (selectividad).

Para determinar experimentalments la especificidad, preparar
una cantidad suficiente de lplna.bo Yy tomar una wserie de 8
alfcuotas. A tres ds ellas, adicionar ia cantidad equivalente
al 100‘ del valor teSrico {(125.0 mg/100 ml) de clorhidrato de
fenilefrina.

Aplicar el mnétodo sobre cada uns de las 5 alicuotas de placebo
'y sobre las tres de placsbo cargado al 100%.

3.4.2 Para determinar la selectividad del método, es necesario
realizar una revieisn biblioquli.c- Y en base a ello determinar
las condiciones anbientales bajo las cuales se acelera la
degradacién del analito de interes, que en este caso particular
[ 1] .]: clorhidrato de fenilafrina.

Las condiciones de degradacion son siguientes:
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a) Somater las nuestras a pH alcalino a §0 °C.

b) Someter muestras al efecto de un agente oxidante (persxido
de hidrSgenc) a temperatura ambiente.

¢) Adicionalmente a estas condiciones, someter mueatras a 37°C,

45 °C, 60 °C y a 60 °C pH dcido.

Pars evaluar la salectividad del nit:odc;, preparar placebo y
lote piloto ( al 100.0% ) en cantidad suficiente para mantener
alfcuotas de ambos a las condiclones antes indicadas por un
periocdo de 30 dfas.

De acuerdo con lo que se indica ‘en el capitulo de validacién de
la U.S.P XXII seccién <1225>, sl no se cusnta con cantidades
aisladas de los productos de degradacisn, la selectividad puede
ser demostrada al realizar un anélisis basal, anélisis a
intervalos Yy un anflisis final a cada una de las mueatras, de
las cuhlel las que corresponden a lote piloto deben reflejar un
decremento en el contenido de clorhidrato de fenilefrina con
respecto a la cantidad basal.

En base a los estudios realizados por ILuduena-Snyder-Land, los
productos de degradacién del clorhidrateo de fenilefrina por
oxidacisn son la adrenalina y la oxedrina.

Tanto la adrenalina como la oxedrina poseen un radical etilo y
aminometano en posicién para, lo cual, en base a 1o sstablecido
por Edgar Emerson imposibilita que se efectue la reaccidén entre
1a 4-amipoantipirina y dichas moléculas (4), {7), (29).

Las estructuras pueden cbssrvarse en la figura siguiente:
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HOCH C[l N1 CH

Clorh:.drato de Fem.lefr:.na @
o . ?H ' ] /
- ? - CH NH CH * Adx:enah.na

. H
- O

'

HOCH CH2 NH CE3

'. OH Oxedrina

FIGURA XY. ESTRUCTURAS QUIMICAS DEL CLORHIDRATO DE FENILEFRINA,

ADRENALINA ¥ OXEDRINA

3.4.3 Para determinar 1la precisién  expresada como
ropai:ibilidld, preparar un lote piloto cargado al 100.0% y
alizarar una serié de 15 alicuotas. J
Para evaluar la precisisn expresada como la reproducibilidad
analizar seils muestras independientes ( no del lote piloto

preparado anteriormente). El an&lisia debe realizarse por dos

analistas (tres determinacicnes cada uno).
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3,4.4 Determinar experimentalmente la exactitud en un rango de
7.5 ng/ml (60.0 %) a 15.0 2g/ml (120.0%) del valor tedrico
{(1.25 mg/ml).Analizar 6 muestras de cada una de las

concentraciones.

3.,4.5 Determinar la linearidad del método en un rango de 7.5 a
15 meg/ml. Preparar una solucién estandar y realizar diluciones
para llegar a las concentraciones indicadas y anslizar cinco

muestras de cada una.

3.4.6 Determinar oi limite de deteccién por las ‘dos vias
sugeridas anteriormente en el incisoc 5 del punte 2.3.3, es
decir, en base al nivel de ruido del trofot& ro Back

P

DU-65, y en funcién de la lectura obtenida del anflisis de 5

musstras placebo.

3.4.7 Para determinar el limite de cuantificacién preparar una
solucidén estandar de clorhidrato de fanilefrina y realizar
diluciones hasta obtener diversas soluciones en un rango de
concentraciones de 18 a 0.25 mcg/ml. Analizar 4 muestras de

cada concentracidén.
3,4.8 Evaluar la tolerancia del método unicamente en funcién

del tiempo de anélisim ya que al realizar una revisién biblio-

grafica se determinaron otros factores criticos.
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Aplicar el método de la 4-amincantipirina a una muestra de lote
piloto (al 100,0%) y determinar la absorbancia de la misma a
intervalos de 20 segundos hasta llegar a 10 miputos. Realizar
esta oparacidén tres vecéa, cnlgulu- el promedioc para cada uno

de los intervalos y graficar.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS.

Los resultados experimentales obtenidos para la validacidén del
método de la -Q-minonntipirinn en el andlipis de muestras que
contienen clorhidrato de fenilefrina se presentan a

co.ni:inu-ci@: en una gerls de tablas y gr&ficas.

TABLA 1. DATOS PARA LA EVALUACION DE LA ESPECIFICIDAD

NUMBRO DE RESPURSTA OBTENIDA
MUESTRA (Absorbancia)
1 0.000
2 0.001
3 0.001
4 . ©0.002
3 0.002
*6 0.703
-7 0.705
*g 0.705
PROMEDIO PLACEBOS 0.0008
* PROMEDIO WUESTRAS AL 100.0% 0.704
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TABLA 2. DATOS PARA LA EVALUACION DE LA SELECTIVIDAD

CONDICION

ASPECTO DE LA SOLUCION CONCENTRACION
(ALMACENAJE) PLACERO LOTE PILOTO PLACEBO LOTE
- PILOTO
Inicial Solucién incolora 0.02 99,.43402
ar'c Solucién incolora 0.0% | 99.5700%
por 30 dias
45°c Solucisn ligeramente 0.0% ( 99.7589% .
por 30 dias amarillenta
60°C Color amarillo] Coler amarillo 0.02 95.45892
por 30 dias . ligero .
60'c Color amarillo} Color amarille | 0.0% | 52.5124%
pH alcalino con precipitado ‘
30 dias color cafe.
60°C Ligero color Color amarillo 0.0% [100,6481X
pH Ecido pajs 1ligero
30 dias
Tenp. Color amarillo| Color cafe cla-| Si hubo| 74.8644X
azbiente 30 ro con precipi~] respues
1
dias con tado cafe ta.
. Hy 0
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TABLA 3. DATOS PARA DETERNINAR LA PRBlCIBION DEL METODO

EXPRESADA COMO REPETIBILIDAD.

Numero my Porcentaje da

de muestra . Recuparados Reacobro

1 124.80 59.8464

2 123.51 { 98.8124

3 124.40 99.5264

4 125.83 100.6687

5 124.40 99.5264

6 123.37 98.7004

7 124.63 99.7056

8 124.27 99.4199

9 125.47 100.3827

10 124.27 99.4199

11 124 .98 99.9913

12 125.43 100.3459

13 124.72 99.7781

14 124.81 99.6484

15 . 124.49 99.5373

Promedio 124.63 99.7046

Coef. de Variacién: 0.5341 Deav. Bstandar: 0.5325
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TABLA 4. RESULTADOS PARA LA EVALUACION DE LA PRECISION
BXPRESADA COMO REPRODUCIBILIDAD.

A N A L I 8 T A
1 2
99.88 99.55
DIA 1 100.29 99.95
93.79 100,09
99,97 100 .27
DIA 2 99.78 99.97
99.96 100.07 °
DESVIACION ESTANDAR ( D.E ) = 0.2063
CORPICIENTE DE VARIACION ( C.V ) = 0.2064 %
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TABLA 5. DATOS PARA LA EVALUACION DE LA EXACTITUD

CONCENTRACION
DEL PLACEBO
CARGADO

100.0%
12.5 mg/ml

80.0%
10,0 mg/ml

60.0%
7.5 mg/ml

CANTIDAD
ADICIONADA
BN =mg

31.2
31.1

PORCENTAJE
RECUPERADO
(%)

$9.3416
$9.8757
99.4603
100.3787
100.4971
99.0493

99.0464
98.8124
95.5264
100.6687
99.5264
98.7004

98.7138
95.179%
100.1059
98,8278
99.0466
100.0588

99.6753
99.6753
98.9684
99.9110
99,6753
99.7806

PROMEDIO
C.DE VARIACION
DESVIACION 8TD

X = 99.7671%
C.V = 0.5860%

D.E = 0.5846

X = 99.5134%
C.V w 0.7244
D.E = 0.7208

X = 99.4886%
C.V = 0.5476
D.E = 0.5448

X = 99.6143%
C.V = 0.3311%
D.BR = 0,3298
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TABLA 6. DATOS FARA LA EVALUACION DE LA LINEARIDAD.

CANTIDAD ADICIONADA CANTIDAD RECUPERADA
EN (mg) BN (mg)
{60%)
59,52 59.3267
59.52 59.3267
59.52 58,9059
59.52 59.4668
59.52 59.3267
60.16 60.0278
{80%)
79.04 78.8134
80.32 79.6608
80.00 80.0844
80,32 75.3782
80.00 7%8.2371
80.32 80.3604
(100%)
9$9.52 99.3670
99.84 98.6540
99,84 . 99.3670
99.84 100,5075
99.04 99,3670
99,52 98,2265
(120%)
119.68 118.8918
115.04 118.8918
119.68 119.0339
120.00 120.4544
120.00 120.5964
120.32 119.1760
PENDIENTE () = 0.9986
ORDENADA AL ORIGEN (b) a 0.2260
CORFICIENTE DE REGRESION (x) = 0.9959
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GRAFICA 1. LINEARIDAD DEL METODO.
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TABLA 7. DATOS PARA LA EVALUACION DEL LIMITE DE

DETECCION EN BASE AL NIVEL DE RUIDO.

Nivel de Ruido
EspectrofotSmetro 0.0005 Abs.
Beckman DU-65

Limite de deteccisn | 0.0005 x 3 = 0.002
tebSrico’ (calculado)
. Concentracién minima a
Limite de deteccién la cual la respusasta sea
experimsntal wmayor a 0.002 Abs =
A 0.25mcg/lm1 Aba = 0.021

TABLA 8. DETERNINACION DEL LIMITE DE DETECCION
EN BASE A LA RESPUESTA DEL BLANCO.

PLACEBO " ABSORBANCIA

0.002

DRSVIACION| 8.366 x 10 ~4
ESTANDAR

LIMITE (8.366 x 10 ~%)
CALCULADO |x (10) = 0.008

LIMITE EXPERIMENTAL:
Concentracién minima con
respuesta mayor de 0.008
0.25 meg/ml = 0.21 Abs

- g7 -



TABLA

5. DATOS PARA DETERMINAR BL LIMITE DE CUANTIFICACION.

X A B 8

CONCENTRACION [--w-we-s —————
EN mcg/ml. Y1l
0.25 | o0.020 |
0.50 | 0.037 |
1.00 | 0.075 |
2.00 | o0.140 |
3.00 | o0.215 |
4.00 | o.281 |

, 5.00 | o0.351 |
6.00 | o.410 |
8.00 | o.se1 |
10.00 | o.700 |
12.00 | o.s3s |
14.00 | 0.999 |
16.00 | 1.119 |
18.00 1.256

0.020 |
0.038 |
0.074 . |
0.141 |
0.216 |
0.281 |
0.351 |
0.409 |
0.561
0.700
0.840
0.998
1.119

1.256

Fr
P fa

= 4.3483
= 0.2462

VALOR LIMITE

- 68 -




GRAFICA 2. LIMITE DE CUANTIFICACION.
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TABLA 10. DATOS PARA EVALUAR LA TOLERANCIA

EN FUNCION DEL TIRMFPO

ABSORBANCIA TIENPO
( megundos )
0.701 20
0.697 40
0.697 60
0.695 80
0.693 100
0.693 120
0.691 140
0.689 160
0.687 180
0.604 210
0.682 240
0.679 300
0.679 360
0.675 390
0.671 420
¢.667 450
0.667 480
0,665 510
0.667 540
0.666 570
0.661 - 6§00
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ABSORBANCIA

GRAFICA 3. REPRESENTACION DE LA ABSORBANCIA

EN FUNCION DEL TIEMPO.
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CUADRO 1. COMPARACION DE VALORES LIMITE

Y RESULTADOS OBTENIDOS,

PARAMETRO -

VALOR LIMITE

VALOR
‘EXPERIMENTAL

ESPECIFICIDAD

LA SENAL ENITION POR €L
PLACERO DEBE ST T0UAL A CERO.

L SDAL DMITI0A PR EL PLACERG)
£S 6L A CERD,

SELECTIVIDAD

AL AMALIZAR EL PLACERO SOKETIDE &
COMD ICIONES DE DEGRADACION, LA RES-
PUESTA DEBE SER CERD. AL MNALIZAR
LAS MUESTRAS SOMETIDAS A CONDICIO-
NES DE DEGRADACION, LOS 7 DE RECD-
ERD DEBEN SER NOORES AL 100 72 DE
ACUERDD A LA DEGRADACIIN PREDUC 104

AL AMLIZAR EL PLACERD, LA RES-
RESPUESYA FUE O CERO. LOS 7 DF|
RECOERD DE 1AS MUESTRAS REFLE-

JAN UM DISKIMUCION DE LA CAN-

104D DE ANALITD DE [NTERES B

ESTADD INICIAL, ¥ SE ENCUINTRAM
DE ACUERDO 4 L0 ESPERADD,

r REPEFIBILIDAD

PRECISION

L REPRODUCIBILIDAD

FARA LA FRECISION EXPRISADA COND
REPETIBILIDND ¥ REPRODUBILIDAD, SE-
N LA TECHIOA (ESPECTROFOTOMETRIA)
OPLEADA EX EL METDD, €L COEF I~
CIENTE DE WRIACION DEBE SER KEMOR
AL A IS L fLABLISTAND
DEBE INFLUIR DN EL RESULTAOO DF LA
UALORAC I,

REPETIOILIOND:

COEF. DE URRTACION = 4.5341

7, DE RECOHR) = 99,7846 7
REPROIDUCIBILIORD:

COEF.DE UARTACION 1GIWL O WENDR]
A 3.0, SEON EL MALISTS DE
WRIAZA, EL ANALISTA ND REPRE-
SENTA £FECTD B LA YALORRCION

A

4 EL RAMGD QUE SE DETERWIRE, EL
COEFICIENTE DE WRIACION DEBE SIR
KEMOR A 3.6, EL 7 DE RECUPERACIIN
DEST.OA3.057, ¥ LA T OMOKA-
DA DEBE SER MAYOR 0 [GL A La T
DPRINDITAL,

120 | 1007} 007 ) 667

i [ 251 250 2.51] 2.5
Texp] 9.975] 1.653] 2.223) 2.864
o | 0.556] 0.7a] 057 0.3
o 99.%] 90,54 w.wi 0.6

LINEARIOND

PODTENTE (») APROX, O 1AL A 1 .
INTERCEPTO (b) CERCAND # CERO
CORRELACION - (r2)-MAYER OF 4.98

PODIENTE (v} = 0.9%
INTERCEPTD (b)) = 4.2
CORRELACION (r2) = 0,999

LINITE DE DETECCION

D BASE AL NIVEL DE RUIDO DEL I~
TRUENTD ¥ AL WALOR PRODUCIDO POR
EL BLANCD, EL LINITE DE DETECCION
ES 1A CONCOITRACION A LA CUAL SE
PRODUCE L0/ WALOR MAYER A 0.002 A,

£ WETIDO QUE SE PROPUSTO ( O
1A 4-AIND WITIPLRINA) PUEDE
DEPECIAR COMCENTRACIONES DE
9.5 prm PRDUCTENEO N WHLOR DE
s, OF 0.030,

LIKITE OF
QARTIFICAC I

.| COMCENTRACTON RINTWA & LA CUAL SE

PROICE (M RESPUESTA ODN NIVELES
ACEPTABLES DE DXUCTITID ¥ PRESICION
CMPLIEND0 OON (05 URLORES CRITICHS
ESTABLECIDOS, ¥ ADENAS DENDSTRANOG
QUE LAS RESPUESTAS DBTENIONS DENTRD
OEL R0 DETERNINADO, SON OIRECTA-
WENTE PROPORCIONALES A (A CANTIDRD
DEL AHALITO DE IMSERES, (ES DECIR
QUE SE #PEGA A 1n LEY DT BEER).

5 POSIBLE DETERNIIAR CAKTIOND-
DES DESDE #.75 cag/nl HASTA 18
scy/al N MIVELES ACEPTABLES,
froep = 4.40) fraal = 1.3
faep = 0.26 Fiycaf = 2,20
SE COMCLUYE EXISTE UWA RELACION)
ALTANENTE SIHIFICAYIUA INTRE
CONTIDND POICIONDA ¥ PROPIEDAD
NIDIDA ¥ N0 HAY FALTA DE AIUSTE
(SE APEGA A LA LEY DE BEER),
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4.2 DISCUSION.

De acuerdo con los resultados del cuadre 1, el método analftico
de la 4-aminoantipirina cumple con los coriterlios establecidos
para la validacién de métodos.

En el caso de la evaluacién de la selectividad del método, al
analizar el placebo en presencia de un agente oxidante se
obtisne una respuesta que se explica de ]..a manera siguienta:

El método se lleva a cabo en dos etapas, en la primera, el
clorhidrato de fenilefrina reacciona con la 4-aminocantipirina.

En la segunda, la 4-amincantipirina que no se combina con el
clorhidrato de fenilefrina, al encontrarse en un medio alcalino
se oxida y se produce una coloracién roja. Para la svaluacisn
de la selectividad se anplec peroxido de hidrSgeno como agente
oxidante, perc en 1la practica es claro que no existe la
posibilidad de que un placebo por sl mismo de respuesta al
método.

En la evaluacién de la exactitud, me chserva que el valor de
Tcal es menor a Texp, para para la concentracién del 60.0%.

En este caso, el resultado no es represantativo, ya que al
realizar el anélisis de datos ss observa que al efectuar los
chlculos, la sexie de datcs para el 60% prementa una desviacién
estandar muy baja, y al dividir entre ella para obtener la
Texp, el valor calculado es mayor. Eato puede corregirse
realizando un mayor numero de determinaciones para incrementar
la desviaciSn estandar, pero dado que. cumple con los requisitos

de coeficiente de variacién y porcentaje de recuperacién esta-
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blecidoa en la Guia de Validacién de Métodoa Analiticos
publicada por el Colegioc Nacional de Qufimicos Farmacéuticos

BiSlogos, se considera que el método es exacto.
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CONCLUSIONES

1) El método de la 4-aminoantipirina cumple con los requisitos
aatablecidos para poder co;xsiderarse adecuadc para la
decaminacién' analftica del clorhidrato de fenilefrina, tanto
en anflisis durante el proceso de manufactura como en aatudios

de estabilidad.

2) El método descrito satipface las necesidades de bajo costo,
aplicacién y reducido tiempo de andliais solicitade por 1a
enpreasa.

3) La via de dogrhduuién més probable a presentarse en el
clorhidrato de fenilefrina que contiene la £formulacién del
producto oftélmico en estudic es la oxidacién de la molécula.

Los productos de degradacién por oxidacién son la Adrenalina y
la Oxedrina. Estos compuestos no pueden ser detectadas por sl

método propuasto.

4) Es convenlente llavar a cabo un estudio adicional, ya que de
aeste trabajo sé concluys gque el conservador empleado

actualmente en la formulacién no es el mis adecuado.
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