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Hace mucho tiempo caminaba por el camino de la vida. Un dia vf un letrero
que decia: “LA TIENDA DEL CIELO “. Me fuf acercando y la puerta se fue
abriendo... Cuando me di cuenta, ya estaba dentro de ella. Vi muchos angeles...
Uno me dio una canasta y me dijo: “ Hijo mfo, compra con cuidado “. Todo lo que
un cristiano necesita estaba en aquella tienda. Y agregd el dngel: “ Lo que no te
puedas llevar ahora, lo podrds llevar después “,

Primero compré paciencia, amor, estaba en la misma fila; mds abajo habta
comprension. Eso se necesita donde quiera que uno va. Compré dos cajas de
sabiduria y dos bolsas replelas de fe, y no me olvidé del Espiritu Santo. Como
olvidarme, si estaba donde quiera... Compré también fuerza y coraje para
ayudarme con esta carrera que es la vida. Ya se llenaba la canasta cuando recordé
que necesitaba gracia, y no podia olvidar la salvacion, pues era gratis. Siendo ast,
traté de tomar bastante para salvarme a m{ y para salvarte a .

Caminé hacia la salida para pagar lo que debia, pues creia que tenfa todo lo
que necesitaba para hacer la voluntad de mi Padre, pero cuando caminaba hacia el
cajero, vi la oracién y tuve que ponerla también en mi canasta, porque sabia aque
cuando saliera de la tienda el pecado me iba a estar esperando.

Habia mucha paz y felicidad. Estas estaban en el tiltimo estante. Cancién y
alabanza colgaban del techo y arranqué una de cada una para mi

Llegué porﬁn al cajerodngel y le pregunté: “ ;Cudnto le debo? “ El sonrié

Y me respondié: Lleva tu canasta donde quiera que vayas”. Otra vez sonrid y me
respondid: “ Hijo mio, Jestis pagd tu deuda hace mucho tiempo .

Gracias Dios por permitirme llegar aqui



A MJS PADRES:

‘Gracias por su apoyo, confianza y sobre todo por su gran paciencia,
situaciones sin las cuales no hubiese sido posible llegar hasta aquf. ;Siempre
lo tendré presente |

A YIS 5ERYDANOS

Alicia, Ricardo, Laura y muy en especial a Ismael, que espero que esto
lo motive asin mds en lo que desea emprender.

A DS PRIV S

Quiero agredecer a la familia Ordaz Trinidad de Querétaro, en
especial a Margatita y a Ramon por tantos momentos compartidos y sobre
todo por sus palabras de aliento que me impulsardn a seguir adelalante. A .
Fabricio Hurtado gracias porque siempre has estado conmigo.

AL  DEPARTAMENTO DE CONTROL
ANALITICO:
A las Maestras:

Cristy.

Chelo.

Gina,

Isaura.

Lore.

Maria Luisa.

Tere.

Gracias por esos buenos momentos que me hicieron mas
agradable la estancia en el laboratorio, por sus ensefianzas y consejos que me
ayudaron a consolidar mis conocimientos y mi cardcter, pero sobre todo por
su invaluable amistad.



Maestra Isaura y Maestra Marla Luisa : Gracias por sus consejos,
tiempo y dedicacion a la revision de este trabajo

Maestra Lore: Gracias por darme su apoyo, tiempo, dedicacion y sobre
todo su confianza, para la realizacion de este trabajo.

A M AVDJIGCAS

ToRo, gracias por tu amistad de tantos afios, consejos y sobre todo
esas palabras de aliento en los momentos dificiles, que hicieron posible la
realizacion de esta dificil empresa.

Zendn, Samuel, José Luis, Agustin, gracias por su amistad, y por
todos esos buenos momentos que hicieron mas agradable la estancia en la
Jacultad.

Tere, Julia, Marbella, Sally, Adriana, Nancy S., Yvonne, gracias por
su amistad y por compartir grandes momentos juntos.

Gracias a la Generacion 90, por su amistad.

Alefasdre _Srins Saurtade.



INDICE

CONTENIDO

CAPITULOI "INTRODUCCION"
1.0.- Introduccion
1.1.- Objetivos

CAPITULO Nl "GENERALIDADES"

2.1.-
a)
al)

" a2)
23)
b)
b.1)
b.2)
b.3)
b.4)
b.5)
b.6)
b.7)
b.8)
b9)
b.10)
b.11)
2.2)

Estimulantes del Sistema Nervioso Central
Las Xantinas

Fuente ¢ Historia

Quimica

Mecanismo de Accion

Cafeina :
Espectroscopia de Absorcién Ultravioleta
Métodos de Valoracion

Parémetros Farmacocinéticos
Farmacocinética

Farmacodinamia

Via de Administracion

Dosis

Formas Farmacéuticas Dosificadas
Contraindicaciones

Usos

Efectos Colaterales

Validacion de Métodos Analiticos
Especificidad

Linealidad

Precision

Repetibilidad

Reproducibilidad

Exactitud

Estabilidad de 1a Muestra Analitica

—00 NN E
—

13
13
14
14
15
16
16
16
17
17
18
19
21
21
23
24
24
25
26



CONTENIDO

CAPITULO Il " PARTE EXPERIMENTAL "
3.1.- Desarrollo del Método Analitico
3.2.- Validacién del Método Analitico

a) Especificidad

b) Linealidad del Sistema

¢) Repetibilidad del Sistema

d) Linealidad del Método

¢) Exactitud del Método

f) Repetibilidad del Método

g) Reproducibilidad del Método

h) Estabilidad de la Muestra Analitica

CAPITULO IV " RESULTADOS "
4.1.- Especificidad

4.2.- Linealidad del Sistema -

4.3.- Repetibilidad del Sistema

4 4.- Linealidad del Método

4.5.- Repetibilidad y Exactitud al 100 %
4.6.- Reproducibilidad del Método

4.7.- Estabilidad de la Muestra Analitica

CAPITULOV " CONCLUSIONES "
5.1.- Conclusiones

ANEXO1

CAPITULO VI " BIBLIOGRAFIA "
6.1.- Referencias Bibliograficas

Pdgina

28
31
3
31
31
31
32
32
32
32

33
34
36
37
39
40
41

43

45

57



CAPITULO 1

1.- INTRODUCCION

xisten varios medicamentos con  accion

descongestiva del tracto respiratorio, en cuyas

formulaciones se incluyen como principios activos a
la cafeina y al maleato de clorfeniramina. La cafcina se utiliza en este
tipo de preparaciones por ser un estimulante dcl sistema nervioso
central, por lo que atenia las propiedades sedantes que causa la
presencia del antihistaminico, (maleato de clorfeniramina).

Los estimulantes del sistema nervioso central son finmacos
que incrementan la actividad de alguna porcion del cerebro o médula
espinal. Estos firmacos actian sobre la corteza cercbral y estructura
subcortical, incluyendo el tilamo, incrementando la actividad motora y
mejorando la actividad mental.

La estimulacion del sistema nervioso central pucde ser
producida en hombres y animales por un gran nimero de sustancias
naturales y sintéticas. Sin embargo, ninguna ocupa un lugar prominente
en la dicta del hombre, como lo hacen los derivados de las xantinas.

Los derivados de las xantinas incluyen cafeina, teobromina,
teofilina y un gran nimero de derivados sintéticos relacionados; todos
ellos tienen propiedades farmacologicas similares que difieren
marcadamente en la intensidad de sus acciones. Por ejemplo, los
efectos estimulantes de la cafeina sobre ¢l sistema nervioso central y

sobre el misculo esquelético son mis acentuados que en las otras
xantinas.



En el tipo de medicamentos mencionados (con cafefna y
maleato de clorfeniramina), las formas farmacéuticas mas usuales son
grageas, solucién y jarabe, las cuales se encuentran incluidas en el
Cuadro Basico de Medicamentos del Sector Salud. Debido a que no
existe un método de cuantificacion oficial de cafeina para la
presentacion de jarabe, se consider6 importante desarrollar los métodos
analiticos que permitan la cuantificacién de los principios activos con
las caracteristicas que requiere un método de rutina.

En este trabajo se presenta el desarrollo y validacion de un
método analitico para determinar cafeina en un jarabe que también
contiene acetaminofén, maleato de clorfeniramina y clorhidrato de
fenilpropanolamina. El fundamento de 1a metodologia seguida, fue el
siguiente: En base a las propiedades de los principios activos y de sus
coeficientes de distribucion, se efectud por procesos de extraccion
liquido-liquido la separacion de la cafeina, el maleato de clorfeniramina
y ¢l clorhidrato de fenilpropanolamina del acetaminofén.
Posteriormente, se separé la cafeina del maleato de clorfeniramina y
del clorhidrato de femlpropanolalmna, por medno de cromatografia en
capa delgada.

Una vez separados dichos principios activos, la banda
comrespondiente a la cafeina se raspd y el principio activo se extrajo y
se diluy6é convenientemente utilizando como disolvente soluciéon de
dcido clorhidrico 0.IN. Finalmente se determiné la absorbancia de la
solucién a 272 nm, en un espectrofotémetro adecuado.



Para validar el método analitico se evaluaron los siguientes

parametros;

Linealidad y Repetibilidad del sistema, Linealidad, Precision
(Repetibilidad y Reproducibilidad), Exactitud, Especificidad del
método y Estabilidad de la muestra analitica.

Los datos obtenidos en cada una de las determinaciones se
trataron estadisticamente para demostrar la confiabilidad de los
resultados. Se efectuaron pruebas de t con el fin de establecer los
limites de confianza para la pendiente y la ordenada al origen.

También, se hicieron andlisis de varianza para demostrar que
el método validado es reproducible, al comprobarse que no existen
diferencias significativas entre dos diferentes analistas, que efectuaron
las determinaciones de las inuestras en distintos dias.

1.1.- OBJETIVOS.

o XPesarrollar un método analitico para determinar cafeina en un
jarabe que también contiene acetaminofén, maleato de
clorfeniramina y clorhidrato de fenilpropanolamina.

o Walidar el método analitico desarvollado, aplicando cada uno de
los siguientes pardmetros: especificidad del método, linealidad,
precision (repetibilidad y reproducibilidad), exactitud y estabilidad
de 1a muestra analitica.

o Comprobar que el método de andlisis es preciso, exacto,
especifico y es lineal.



CAPITULO I

2.- GENERALIDADES. ©

2.1.- Estimulantes del Sistema Nervioso Central.

estimulantes centrales, a los farmacos que aumentan la

actividad de diversos centros nerviosos. Existen muchas
sustancias capaces de estimular este sistema. Es asi como se han
considerado tres tipos de farmacos estimulantes centrales:

Se denominan estimulantes del sistema nervioso central o

Un primer grupo de firmacos se refiere a aquellos que poseen
accion estimulante a predominio cerebral y actian especialmente
sobre los centros superiores. Sus acciones principales se ejercen sobre
los procesos mentales o emocionales; en este grupo se incluyen los
psicofarmacos.

El segundo grupo de farmacos, incluye a los que tienen una
accién estimulante bulbar y comesponde a los denominados
analépticos, los cuales, tienen como accion fundamental la de estimular
en forma selectiva a los centros del bulbo, en especial al centro
respiratorio y al centro vasomotor.

Finalmente, el tercer grupo de firmacos incluye a los
estimulantes a predominio espinal, también llamados firmacos
convulsivantes.



Estimulantes a Predominio Cerebral,

Los farmacos estimulantes, cuya accion principal se ejerce sobre
los centros cerebrales, y que son psicofirmacos pueden producir
efectos cualitativamente diferentes. Existen tres grupos esenciales de
psicofdrmacos:

1° Estimulantes Psicomotores. Este grupo de firmacos posee la
propiedad de estimular principalmente la actividad mental. Incluye: a)
las xantinas, b) las aminas psicoestimulantes.

2° Fdrmacos antidepresivos. Este grupo de fiarmacos actia
favorablemente en los estados de depresion mental, es decir, actian
como estimulantes del humor. Se incluye: a) antidepresivos triciclicos
y andlogos, no inhibidores de la monoaminoxidasa; b) inhibidores de la
monoaminoxidasa.

3° Psicodislépticos. Este grupo de farmacos, tiene la propiedad de

provocar trastomos mentales, es decir, incluye a los perturbadores
psiquicos.

Estim:lantes Psicomotores.

Debido a que el método analitico que se validé correspondi6 a
Cafeina, se hard referencia a dicho principio activo y al grupo de
clasificacion en que se encuentra incluida.

a) Las Xantinas.

Estos estimulantes psiquicos corresponden a farmacos cldsicos
conocidos desde la antigiiedad.



a.1) Fuente e Historia. "?

JESI café es la semilla madura desecada de la coffea ardbica o
cafeto, que se cultiva en varios pafses de América del Sur, Centro
América, Arabia ¢ Indonesia. La semilla verde, semiesférica, una vez
tostada origina el café, contiene como promedio 1.5% de cafeina,
ademds cafeol, (aceite esencial que le da su aroma caracteristico) asi
como un tanino no bien identificado.

La teofilina, la cafeina y la teobromina son tres alcaloides
estrechamente relacionados que se encuentran en plantas de amplia
distribucion geogréfica. Se cree que el hombre paleolitico descubri6 las
principales plantas con cafeina en todo ¢l mundo, preparando bebidas
con ellas.

La base de la popularidad de todas las bebidas que contienen
cafeina, ha sido la antigua creencia de que ellas tienen acciones
estimulantes y antisoporiferas, que levantan el humor, disminuyen la
fatiga y aumentan la capacidad para el trabajo.

a.2) Quimica

JE grupo fammacolégico de las xantinas, esta formado por la
cafeina, la teofilina y la teobromina, que existen en estado natural en
una serie de plantas originarias de distintas regiones del mundo: café,
té, cacao, mate, kola y guarana.



X cafeina, la teofilina y la teobromina son derivados de la
xantina, por lo que se les denomina xantinas; la xantina deriva a su vez
de la purina -union de los dos heterociclos pirimidina e imidazol-,
siendo la 2,6-dioxopurina. Las xantinas de importancia farmacolégica
resultan de la introduccion de grupos metilo en los dtomos de nitrégeno
heterociclico;, asi se originan la teofilina y la teobromina que son
dimetilxantinas, y la cafeina que es una trimetilxantina. Estas xantinas
pueden considerarse en cierta forma como alcaloides, siendo poco
solubles en agua. Forman diversos compuestos que en su mayoria son
poco estables, sobre todo en medio dcido.

. L] ’
a.3) Estructuras Quimicas y Potencia. ™
. FARMACO ESTRUCTURA ACTIVIDAD
| QUIMICA FARMACOLOGICA
Imidazol
Estimu- |Estimu-
Phmidina E lacion  |lacién | Accion
N ﬁ Sistema | Cardia- | Diurética
| ' Nervioso |ca
N o | Xantina (R, Ry, Ry= 1) Central
Ry
PURINA 2.6-Dioxopurina
R4 R, Ry
Teofilina -CHy -CH3 -H| ++ ++4 | ++4
Teobromina -H  -CH3 -CHz| , | 4+ +
Cafeina -CHs -CHy -CHs| .. + ++




. Lo (12,3456
a.4) Mecanismo de Accidn. ( )

A continuacién se presentan tres acciones celulares basicas de
las metilxantinas que explican sus diversos efectos, ellas son:

1) Las asociadas con las translocaciones de calcio intracelular.

En el misculo esquelético al igual que en el musculo cardiaco, el
acoplamiento excitacién-contraccion se produce por intermedio del i6n
calcio, que se libera del reticulo sarcopldsmico y actia sobre las
proteinas contractiles del miisculo produciendo su contraccion.

La cafeina provoca la liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmico en el misculo estriado. También reduce el ritmo y la
capacidad de acumulacién del i6n calcio por el reticulo sarcoplasmico
aislado y por mitocondrias. Se considera que este \ltimo efecto de la
cafeina depende del desacoplamiento de la actividad de la ATPasa del
reticulo sarcopldsmico y del transporte hacia el interior de calcio. Los
efectos de la cafeina sobre los desplazamientos del calcio contribuyen a
su capacidad para disminuir el umbral mecanico, aumentar la tension y
prolongar la duracién de la sacudida del misculo.

2) Las mediadas por el blogueo de los recepiores de la adenosina.

Las acciones de la adenosina son mediadas por receptores
especificos que residen en las membranas plasméticas de casi todas las
células. El patrén de estas acciones sugiere que la funcion principal
de la adenosina es contribuir en el mantenimiento de un equilibrio
entre la disponibilidad y 1a utilizacion del oxigeno en una regién dada.



Por ejemplo, la adenosina dilata los vasos sanguineos cercbrales y
coronarios, disminuye la frecuencia de descarga de las neuronas en el
sistema nervioso central y en las células de los marcapasos cardiacos,
contrae las arteriolas renales aferentes y disminuye el trabajo de
absorcion de los tubulos renales e inhibe la liberacion de
neurotransmisores de las estructuras presinapticas.

Los receptores de la adenosina, a veces se denominan receptores
purinérgicos Py. Los receptores P no estin sujetos al bloqueo por las
metilxantinas. Se han identificado dos categorias generales  de
receptores de  adenosina (receptores Py ); en principio sobre la
base de si activan (A3) o inhiben (A¢) a la adenilciclasa. También
apareci6 evidencia de dos subtipos de receptores Az en el tejido
cerebral, basada sobre la afinidad relativamente alta (Az,) y baja (Azp)
para la adenosina. La cafeina exhibe una afinidad casi idéntica con
todos los tipos de receptores a la adenosina.

3) Las mediadas por la acumulacion creciente de nucledtidos ciclicos.

Las metilxantinas deben su accién a la inhibicion competitiva del
nucledtido ciclico fosfodiesterasa, una enzima que cataliza la
conversion del 3',5-adenosinmonofosfato (3',5-AMPciclico) en §-
adenosinmonofosfato (5-AMP). En consecuencia aumenta la
concentraciéon de  3',5-AMPciclico en muchos tejidos. El 3',5'-
AMPciclico juega un papel critico en la promocion de la glucogenolisis
-fuente de produccion enérgetica de diversos tejidos, entre ellos el
miocardio-. Por consiguiente, un aumento de 3',5'-AMPciclico puede
producir el estimulo psiquico que se observa en la adimistracion de
metilxantinas.



El dltimo mecanismo mencionado se resume en el cuadro
siguiente:

transmisor hormonal (ler. inensajero)

N\
H \ OH
ATP 3.5-AMP ciclico
{adenosintrifostao) (2 mensajerc)

HOH



b) CAFEINA.

« Nombre Genérico. ”

Cafeina.

# Nombres Quimicos. ®9.10)
1,3,7-trimetil-2,6-dioxopurina.
1,3,7-trimetil-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahidropurina.
1,3,7-trimetilpurina-2,6(3H,1H)-diona.
1,3,7-trimetilxantina
7-metilteofilina.
1-metilteobromina.

* Sindnimos .*'%
Cafeina anhidra.
Coffeinum,
Coffeina.
Guavanina.
Theina.
Guaranine.

* Férmula Desarrollada. ®

11



* Férmula Condensada. @

CsHijoN4 Oz

« Masa Molecular. @

194.19

* Composicién Elemental.”)

C,49.48%; H,5.19%; N,28.85%; O,16.48%.

d Descripcidn.”’“ L13)

8¢ presenta en forma anhidra o hidratada. Corresponde a
polvo blanco cristalino o agujas brillantes generalmente
aglomeradas; la forma hidratada es eflorescente al aire.

* Solubilidad,”*”

JXFicilmente soluble en cloroformo y en pirrol; poco
soluble en agua, en alcohol y en acetona; ligeramente soluble en
benceno y en éter.

* Identificacidn. (1113

IEin una cépsula disolver una cantidad de la muestra en 4cido
clorhidrico, agregar clorato de potasio y evaporar en baiio de Maria
hasta sequedad. Invertir la capsula sobre un recipiente que contenga
algunas gotas de SR de amoniaco, el residuo toma coloraciéon purpura
que después desaparece al agregar alcalis fijos.

12



# Punto de Fusion."%'V
Entre 235° C y 237.5°C determinado después de secar a 80°C
por 4h.

* Densidad. ©

d4,lg = 1,23

* Sublimacion.®

Sublima a 178°C.

b.1) Espectroscopia de absorcidn ultravioleta. ?

JESI espectro de absorcion en la region ultravioleta, de una
solucién en etanol, exhibe miximo a 273 nm (Ei%, 1on 519), En

solucion de 4cido clorhidrico 0.1N, presenta maximo a 272 nm ( E o,

b.2) Métodos de Valoracién."*111
b.2.1) Valoracidn en medio no acuoso.

IDpisolver una cantidad de la muestra en anhidrido acético;
calentar suavemente, enfriar, agregar benceno y titular con una solucion

0.IN de 4cido perclérico, determinar el punto final
potenciométricamente,

b.2.2) Valoracion Yodométrica.

8¢ mezcla la muestra con una solucién (1:1) de acido sulfirico
y bromuro de iodo. Después se filtra y a una porcién del filtrado se
adiciona una solucion de yoduro de potasio, y la cantidad equivalente
de yodo liberado es valorado con tiosulfato de sodio, usando una
solucion de almidén como indicador,

13



b.3) Pardmetros Farmacocinéticos. 19

Tiempo de vida media.

El tiempo de vida media en el plasmaes de 4.9 h.
Volumen de distribucion.

El volumen de distribucion es de 0.61 L/Kg
Depuracién.

La depuracion en el plasma es de 1.4 mL/min./Kg.
Uniédn a proteinas.

En plasma es de 35%.

b.4) Farmacocinética.”'%1419

X .aa cafeina presenta una buena absorcion después de una
administracion oral, y ésta, es mds rapida que en una administracion
intramuscular. La absorcion después de una administracion rectal es
baja y erratica.

Con respecto a la absorcién digestiva hay que seitalar que la
cafeina liberada a nivel del estomago se comporta como base
sumamente débil y que se encuentra parcialinente ionizada en el jugo
gastrico e intestinal, por lo que se absorbe también parcialmente en el
estdmago e intestino.

La cafeina pasa al sistema nervioso central, concentraciones
bajas se encuentran en la leche matema. Se distribuye rapidamente a
través del agua corporal pero no parece acumularse en tejidos.

Una vez distribuida por todos los drganos, sufrc después la
biotransfonmacion, sobre todo en el higado. La cafeina s metabolizada
casi completamente via oxidacién, desmetilacion y acetilacion; cerca
del 85% de la dosis es excretada en la orina en 48 h. , con 40% de la
dosis como &cido l-metilirico, 10 a 15% como I-metilxantina y
alrededor de 35% como S-acetilamino-6-formilamino-3-metiluracil y 5-
acetilamino-6-amino-3-metiluracilo; otros metabolitos excretados en la
orina incluyen teofilina, 1,7-dimetilxantina (paraxantina), 7-
metilxantina y acido 1,3-dimetilirico.

Todos los metabolitos son excretados por el rifion, asi como una
pequefta cantidad ( un 10% ) de cafeina no transformada.
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b.5) Farmacodinamia. 1%

Sistema Nervioso central.

Las xantinas son estimulantes del sistema nervioso central, y
actian primero sobre la corteza cerebral y luego sobre el bulbo.

Corteza Cerebral. La cafeina estimula las funciones psiquicas,
el esfuerzo intelectual se hace mas fuerte, lo mismo que la asociacioén
de ideas, la atencion, la capacidad de concentrarse, existiendo también
una sensacion de bienestar.

En lo que se refiere, al sueilo, la cafeina es capaz de retardar el
comienzo del mismo en los sujetos normales, aumenta los movimientos
espontaneos que se producen en su transcurso.

Bulbo. La cafeina estimula los centros bulbares, especialmente
cuando estdn deprimidos; son estimulados el centro respiratorio, el
centro vasomotor y el centro vago.

Sistema Cardiovascular.

Corazon. La cafeina es un estimulante cardiaco y puede producir
pequenas disminuciones de la frecuencia cardiaca y aumentos
modestos de la presién sanguinea sistolica y diast6lica.

Circulacion Coronaria. La cafeina provoca vasodilatacion con
aumento del caudal sanguineo coronario.

Circulacion Cerebral. La cafeina provoca una disminucion del
caudal sanguineo cerebral, eso se debe a un aumento de la resistencia
periférica por vasoconstriccion, que trae aparejado un descenso de la
presion del liquido cefalorraquideo.

Sistema Respiratorio.

Respiracion. Las xantinas son estimulantes respiratorios que
actuan sobre el centro bulbar respectivo, siendo el efecto mas notable
si este centro estd deprimido por drogas. La accion es directa sobre
este centro.

Tracto Digestivo.

Estémago. Las xantinas, especialmente la cafeina, por via oral o
parenteral, provocan un aumento prolongado de la secrecion gastrica;
aumenta tanto la secrecion de acido clorhidrico como la de pepsina. A
dosis terapéuticas en el hombre , el peristaltismo no es afectado.
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RiAdn.

X.as xantinas son diuréticas, aumentan el volumen urinario en
el hombre. Bajo la accién de la cafeina se induce una suave diuresis
por el incremento del flujo sanguineo, asi como, de la filtracion
glomerular y disminuye la reabsorcion de sodio y agua a nivel
especialmente del tibulo proximal.

Misculo Esquelético.

X.aas xantinas aumentan la capacidad funcional del misculo,
haciendo més potente la contraccion, mientras que la fatiga disminuye,
En el hombre, la cafeina aumenta la capacidad de trabajo muscular,
refuerza la contraccion y retarda la fatiga. El aumento de la capacidad
de trabajo se debe tanto a la accién directa del farmaco sobre el
musculo, como a la estimulacién del sistema nervioso central, que no
solo mejora la funcidn psiquica sino que también disminuye la
sensacion de fatiga.

5.6) Via de Administracion. 7

Oral.

b.7) Dosis. 7

X.aa dosis inicial es de media a dos cucharaditas 3 veces al dia,
segin edad y peso.

b.8) Formas Farmacéuticas Dosificadas. a”

Grageas que contienen 30mg de cafeina.
Solucion oral con 2.5mg de cafeina por cada ml.
Jarabe que contiene 250mg de cafeina por cada 100ml.
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b.9) Contraindicaciones. "'”

Jipersensibilidad a los componentes de la férmula.
Hipertensién arterial, cardiopatias; pacientes con glaucoma, asma,
hipertrofia prostatica, padecimientos renales e hipertiroideos.

No conviene utilizar a la cafeina, en los casos de ulcera
gastroduodenal.

b.10) Usos. ™'*'*"”

Xaa principal aplicacion terapéutica de la cafeina es como un
estimulante del sistema nervioso central.

Se emplea en los estados de fatiga mental y depresion leve,
astenia, en la convalecencia de las enfermedades infecciosas, en la
depresion central que puedan producir los finnacos sedantes,
tranquilizantes y antihistaminicos.

En las intoxicaciones por depresores del sistema nervioso
central, la cafeina se comporta como antagonista de estos depresores,
siendo especialmente util la estimulacion cortical y del centro
respiratorio.

Algunas veces la cafeina se emplea como diurético, aunque esta
accion diurética es mas débil que utilizar las otras xantinas.

La cafeina es usada séla o en combinaciones analgésicas para el
tratamiento de dolores de cabeza, parenteralmente junto con benzoato
de sodio para el tratamiento de insuficiencia respiratoria y oralmente
sdla o en combinacién con otros farmacos para aliviar la tension y la
retencion de fluidos asociados con la menstruacion.

La cafeina junto con acetaminofén, maleato de clorfeniramina y
clorhidrato de fenilpropanolamina es una preparacién usada como
antihistaminico y descongestivo del tracto respiratorio, con accién
analgésica y antipirética. Estd indicada en rinorrea, coriza, rinitis
alérgica, nasofaringitis, fiebre del heno y gripe.
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b.11) Efectos Colaterales. '%'%17

@ uando se administra cafeina a individuos sensibles a ella,
sucle presentarse somnolencia, sequedad de boca, nerviosismo,
erupciones cutineas, insomnio, temblores e hiperestesia, taquicardia y
otras arritmias como contracciones ventriculares prematuras; con dosis
mayores, se producen convulsiones focales generalizadas.

La cafeina y las bebidas que la contienen son capaces de crear
cierta farmacodependencia, tipo cafeinico, leve desde luego, que se
caracteriza por tolerancia y dependencia psiquica, acostumbramiento
con deseo de ingerirlas;, su supresion lleva a algunos pequefios
trastornos como cefalea, mareos, irritabilidad e inquietud; no se trata de
adiccion sino de habituacién,



2.2)VALIDACION DE METODOS ANALITICOS.
(18,19,20,21,22)

validacion de métodos analiticos, ésto se debe

principalmente a que antes de que se manejara la
validacién como un sistema total e integrado en cualquier empresa
farmacéutica, ya se realizaba la validacién de la metodologia empleada
en ¢l analisis rutinario de las formas farmacéuticas elaboradas.

q ctualmente existe abundante literatura referente a

Sin embargo, es importante no perder de vista que la validacion
de un método analitico es s6lo una parte de un programa de validacion
que integra a proveedores, procesos, personal, dreas, sistemas y todo
aquello que de una manera u otra participa en la elaboracion de un
producto que debe cumplir inicamente un requisito:

CALIDAD

La importancia de la calidad de los medicamentos es un tema
que no se pone a discusion, En general, la situacion actual del control
de calidad de los medicamentos puede considerarse satisfactoria. Sin
embargo, siempre es posible mejorar y facilitar dicho control a través
de las Buenas Pricticas de Laboratorio y de las verificaciones
analiticas de los procedimientos involucrados en la manufactura del
producto.

En lo que a verificaciones analiticas se refiere, la metodologia
empleada para controlar procesos y productos ha venido avanzando a
grandes pasos, tanto cientifica como tecnologicamente. A pesar de
ésto, no debe olvidarse que un resultado analitico sélo nos acerca al
verdadero valor. Hasta el momento, no es aun posible tener la certeza
plena de que el resultado obtenido es la verdad absoluta. Por esta
razon, una validacién adecuada de la metodologia nos permite conocer
sobre qué margen de error estamos trabajando y "controlar® dicho
ervor.
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Asi como se entiende y se acepta que un buen producto es el
resultado de un buen proceso y que ambos deben probarse y
controlarse para asegurar la calidad final, que es lo que se le va a
ofrecer al consumidor, de la misma manera es necesario asegurar la
calidad de los procedimientos empleados en el laboratorio y esto sélo
se logra con la validacidn.

Un avance importante como base regulatoria lo podemos
encontrar en la USP XXIII y en la Ley General de Salud; esta ultima
menciona que el control aplicado a cualquier preparado farmacéutico
debe de comprobarse y validar cualquier técnica empleada para ese fin.
Con esta regulacién, las autoridades sanitarias y del sector salud exigen
la validacion de métodos analiticos. :

La validacién de un método analitico se define como el proceso
por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones
analiticas deseadas.

Todo el proceso de validacion debe documentarse; esta
documentacién permite llevar a cabo posteriormente cada uno de los
pasos de una validacién. En la documentacion debe de constar como
minimo; :

o Los pardmetros de validacion.

« Ladenominacion de los lotes, origen de las pruebas y sustancias de
comparacion.

La calidad de la sustancia de comparacion.

Los instrumentos utilizados.

Los espectrogramas, cromatogramas, curvas de registro, etc.

Los resultados y célculos.

La validacion incluye dos partes:

1) Sistema:
Linealidad.
Precision (Repetibilidad).
2) Método:
Especificidad
Linealidad.
Exactitud.
Precision (Repetibilidad y Reproducibilidad).
Estabilidad de la muestra analitica.
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ESPECIFICIDAD.

Definicidn.

Es la capacidad de un método analitico para obtener una
respuesta debida unicamente al finmaco de interés y no a otros
componentes de la muestra, que estén presentes en la formulacion.

El pardmetro de Especificidad se puede evaluar de dos formas,
una es para andlisis de control de calidad y otro para métodos
indicadores de estabilidad o métodos para anilisis de farmacos en
fluidos bioldgicos, la aplicacion de uno u otro va a depender del
objetivo del método. En este caso al ser un método de control de
calidad se procedera como sigue:

Determinacion:
Con el método propuesto:

Analizar placebos del producto que contengan todos los
componentes de las formulaciénes excepto el principio activo que se
~ analiza.

Criterio:

Determinar que el método desarrollado es capaz de separar la
sustancia de interés de cualquier interferencia . presente, como
excipientes, sustancias relacionadas, productos de contaminacion, de
degradacion; de la muestra del material analizado.

LINEALIDAD.*

. Definicién:

La linealidad es la capacidad para asegurar que los resultados
analiticos obtenidos directamente, o bien mediante una transformacion
matematica bien definida, son proporcionales a la concentracion de la
sustancia dentro de un intervalo.

Determinacion:

Se determina construyendo una curva de calibracion
(concentracion vs respuesta medida), utilizando cuando menos cinco
concentraciones diferentes, y haciendo el analisis cuando menos por
duplicado, para cada concentracion,

* Los cdlculos para cada uno de los pardmeiros se presentan en el ANEXO |
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Cuando se trabaje con el sistema se utiliza solamente la sustancia
de referencia, y por el contrario, cuando se trabaje con el método se
utiliza el material que se esté analizando.

El intervalo ‘entre las concentraciones a analizar, dependerd del
propésito del método; para control de calidad y de seguimiento de la
estabilidad de un farmaco en una forma farmacéutica, deberd estar
incluida la concentracion de 100%. Generalmente se recomienda una
separacion de concentraciones de un 20% - 25%.

La lincalidad se expresa generalmente en témminos de la varianza
alrededor de la pendiente de la recta ajustada (linea de regresion),
calculada a partir de una relacién matemdtica con los resultados del
andlisis de muestras con concentraciones vanables y conocidas de la
sustancia. La relacion matemaética que describe la ecuacion de la recta
es la siguiente:

y=mx+b
donde:
y = respuesta medida.
m = pendiente de la recta.
X = concentracion.
b = ordenada al origen.
Calcular:

¢ La pendiente de la recta (m).
o La ordenada al origen (b).

Para conocer si los valores de la pendiente (m) y la ordenada al
origen (b) que se obtienen experimentalmente, son estadisticamente
diferentes a los valores considerados como tedricos, se aplican pruebas
det, y se establecen los limites de confianza para (m) y para (b).

« Coeficiente de correlacion (r).
 Coeficiente de determinacion (r2).

El coeficiente de determinacion de la relacién lineal simple debe
ser mayor o igual a 0.98 y/o la falta de ajuste a la relacién lineal simple
no debe ser estadisticamente significativa. Esto es, los datos de la
curva de calibracion se sujetan a un anilisis de varianza en donde los
pardimetros de evaluacion son las F resultantes de la distribucion y
tratamiento de datos.
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Criterios de Aceptacion:

1.~

L1

2.1-

3.-
4.-

4.1-

42-

La pendiente (m) de la linea de regresion debe ser
estadisticamente igual a 1.

Silteal <teab (n-2, 0.975) ¥ los limites de confianza

incluyen al 1, entonces se acepta Ho y se concluye que el
valor de la pendiente que se obtiene en forma

experimental, no es significativamente diferente de 1.

La ordenada al origen (b) de la linea de regresion  debe ser
estadisticamente igual a cero.

Silteal <tigh (n-2,0.975) ¥ los limites de confianza incluyen
al 0, entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la
ordenada al origen que se obtiene en forma experimental,

no es significativamente diferente de 0.

El coeficiente de correlacion (r) debe de ser mayor o igual a2 0.99
El coeficiente de determinacion (12) debe de ser mayor o igual a
0.98

Si Fregresion 2 Fregresion tab(g.L.r. g L.er.; 0.01), entonces existe una
relacion altamente significativa entre la cantidad adicionada
y la propiedad medida.

Si Ffala de ajuste > Ffalta de ajuste tab(g.1.fa. g .cp.; 0.05), entonces
existe falta de ajuste a la relacion lineal simple, cantidad
adicionada, propiedad medida.

PRECISION.

X precision es el grado de concordancia entre resultados

analiticos individuales, cuando el método se aplica repetidamente a
diferentes muestreos de una muestra homogénea de un producto, de
una materia prima o de un especimen en general. Usualmente se
expresa en témminos de desviacion estdndar o del coeficiente de
variacion.

La precision es una medida del grado de reproducibilidad y/o

repetibilidad del método analitico bajo condiciones normales de
operacion.

La precision se evalia como:
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REPETIBILIDAD.*

Definicion:

XEs la precision y se evalia como la concordancia obtenida
entre determinaciones independientes de una misma preparacién,
realizadas bajo las mismas condiciones experimentales.
Determinacion:

El andlisis se realiza por sextuplicado de una misma preparacion
(sustancia de referencia en "sistema” y material que sé esta analizando
en "método"), correspondiente al 100%, que generalmente debe ser el
punto medio de las curvas de linealidad del sistema y del método.
Calcular: -

El coeficiente de variacion (CV).

Criterio:

El coeficiente de variacién debe ser < 1.5% para el sistema y

< 3.0% para el método.

REPRODUCIBILIDAD.*

Definicién:

XEs la precision del método analitico y manifiesta la
concordancia entre determinaciones independientes de una muestra
homogénea del material que se esté analizando bajo diferentes
condiciones, pues se introducen factores de variacion, respecto a dias,
analistas, equipos; por lo cual, se realizan estas determinaciones en
diferentes dias y con diferentes analistas y/o equipos.

Determinacion, (Método):

Se determina en forma independiente y por triplicado por cada
analista y en cada dia, empleando una muestra homogénea, del material
que se analiza, utilizando una sustancia de referencia de la misma
naturaleza del ingrediente activo de la muestra.

Los andlisis se realizan en diferentes dias y por dos analistas; el
placebo se carga al 100%, que debe de ser el punto medio de las curvas
de calibracion de linealidad del sistema y del método.

$Los cdlculos para cada uno de los pardmetros se presentan en el ANEXO |
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Se calcula el coeficiente de variacién.

Los resultados de reproducibilidad se sujetan a un disefio
factorial de dos factores o dos niveles y a un tratamiento estadistico de
andlisis de varianza para obtener el coeficiente de variacion; donde se
generan las F correspondientes a las dos fuentes de variacién analitica,
dias y analistas.

Criterio de Aceptacién:

En la Reproducibilidad, el pardmetro que se emplea es el
coeficiente de variacién, que debe de cumplir con los fines para los
cuales el método serd utilizado. En este caso, el método es
espectrofotometrico con un coeficiente de variacién < 3.0%.

Si Fanalista < Fanalista (gl.a.gld; 0.09)

El método es reproducible por los analistas.
Si Fpia < FDia(gld.gl124.0.09)

El método analitico es reproducible en distintos dias por un
mismo analista. ' '
Si Fanalista-Dia < Fanalista-Dia (g!.a-d.,g.L.¢.;0.08).

El método analitico no presenta interaccion analista-dia.

EXACTITUD AL 100%.*

Xaa exactitud de un método analitico se define como la
concordancia entre el valor promedio obtenido experimentalmente y el
valor de referencia. Se expresa como el porciento de recobro obtenido
del andlisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades
conocidas de la sustancia.

Determinacidn:

El andlisis se realiza por sextuplicado, de una muestra
adicionada de una concentracion conocida de la sustancia que se
analiza o de la sustancia que se analiza adicionada de placebo,
simulando las condiciones de la muestra. La concentracion resultante
de estas preparaciones debe ser del 100%. Las muestras deben
prepararse de manera independiente y se cuantifica contra una
preparacion de la sustancia de referencia.

*Los cdlculos para cada uno de los pardmetros se presentan en el ANEXO |
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Cdlculos:

La exactitud se evalia por medio del modelo probabilistico "t de
Student" y el célculo del intervalo de confianza para la media y/o a
través del cdlculo del coeficiente de variacién para el porciento de
recobro.

Criterio de Aceptacion.

El método de medicién es exacto si cumple con los siguientes

criterios:

1-  Siltal < tib(n-2, 0.975) ¥ los limites de confianza incluyen al
100%, entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la media
que se obtiene en forma experimetal, no es significativamente diferente
del 100%. ~

2.- El valor del coeficiente de variacion para el porciento de
recobro, debe de ser < 3.0% para técnicas espectrofotométricas.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.*

Definicion:

- IMKediante este anlisis se pretende conocer las condiciones en
las cuales la muestra en proceso de andlisis, mantiene constante su
propiedad medible en un lapso determinado. Este proporciona una
mayor confiabilidad en los resultados, pues se comprueba que no
presenta degradacion, antes de medir su respuesta para ser
cuantificada. ,

Determinacion:

El estudio de estabilidad de las soluciones de la muestra, se
realiza de la forma siguiente: las soluciones analizadas previamente, se
almacenan en diferentes condiciones, por ejemplo, en refrigeracién, en
la oscuridad, a temperatura ambiente y en presencia de luz blanca,
Posteriormente se vuelven a analizar en determinados tiempos que se
establezcan,

Célculos:

Los resultados obtenidos se tabulan con base en el formato

del Anexo I.
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Criterio de Aceptacion:

La media del factor (I) para cada condicién/tiempo se debe
encontrar entre los valores de 97.0% y 103.0%.

*Los cdlculos para cada uno de los pardmetro se presentan en el ANEXO |
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CAPITULO 111

3.- PARTE EXPERIMENTAL

X.aa parte experimental consisti6 en aplicar el método para
cuantificar cafeina en la forma farmacéutica de jarabe, de uso
pedidtrico, que presenta la siguiente formulacién:

Acetaminofén . . ................. 2000 mg
Maleato de Clorfeniramina . . . ... .... 80 mg
Clorhidrato de fenilpropanolamina. . . . . . 100 mg
Cafeina...............cocvvvvnnns 250 mg
Vehiculo ................... cbp 100 ml

El fundamento del método se describi6 en el capitulo 1.

3.1 Desarrollo del Método Analitico.

8) Reactivos.

Solucidn de Acido Clorhidrico 0.1N
Cloroformo R.A.,

Hidréxido de Amonio concentrado R.A.
Solucién de Hidréxido de Sodio 0.IN aprox.
Solucién de Hidréxido de Sodio 1.0N aprox.
Metanol R.A.

Sulfato de Sodio Anhidro R.A.

b) Fase Mévil.

X.aa Fase Moévil correponde a una mezcla de Metanol-
Hidréxido de amonio conc., (100:3).

¢) Fase Estacionaria:

Cromatofolios AL de Silicagel 60 Fy54 para cromatografia en
capa fina. Espesor de la capa 0.2 mm.
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d) Preparacion de la Solucién de Referencia.

JP®esar exactamente alrededor de 25 mg de cafzina, sustancia
de referencia, transferirla cuidadosamente a un matraz volumétrico
de 100 mL, adicionar aproximadamente 70 ml. de cloroformo R.A.,
agitar hasta disolucion, llevar al aforo con el mismo disolvente y agitar.
De esta solucién, tomar 2 mL y transferirlos a un matraz volumétrico
de 50 mL, llevar al aforo con cloroformo R.A.

e) Preparacion de la solucién de la muestra
problema

"Kransferir una alicuota de 20 mL del jarabe homogeinizado a
un embudo de separacion de 250 mL, adicionar 30 mL de apua
destilada y 5 mL de solucion de hidréxido de sodio 1.0 N, mezclar el
contenido del embudo y extraer con tres porciones de cloroformo de
50mL y una de 25 mL, agitando por 30 seg durante cada extraccion.
Reunir los extractos cloroférimicos en otro embudo de separacién y
lavarlos con 30 mL de solucién de hidréxido de sodio 0.IN. Desechar
la capa acuosa y filtar la fase cloroformica a través de papel filtro
Whatman No.l que contenga 0.5 g de sulfato de sodio anhidro,
previamente humedecido con cloroformo. Recibir la solucion
cloroférmica filtrada en un matraz volumétrico de 200 mL, lavar el
embudo con porciones de cloroformo, llevar al volumen con el mismo
disolvente y mezclar.

f) Procedimiento.

A plicar en una cromatoplaca de gel de silice de 10 x 20 cm,
0.4 mL de la solucion de la muestra problema, 0.4 mL de la solucion de
referencia y 0.4 mL de cloroformo (blanco), de acuerdo con el
siguiente esquema:

St= Sol. de 1a Sust. dc Ref.
P= Sol. dc 1a Mucstra Problema
B1=S0l. de! Blanco.
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Colocar la cromatoplaca en una cdmara cromatografica que
contenga la fase mévil saturada. Dejar comrer el disolvente hasta una
altura aproximada de 7.5 cm desde el punto de aplicacién. Sacar la
placa de la cdmara, marcar el frente del disolvente, dejarla secar y
proceder a identificar y marcar las bandas correspondientes a la cafeina
utilizando como revelador ldmpara de luz U.V. (254 nm), raspar por
separado las bandas marcadas, cuidando que sus dimensiones sean
iguales. Transferir el material raspado de cada banda, a 3 matraces
volumétricos de 10 mL, agregar a cada uno § mL de 4cido clorhidrico
0.1N, agitar durante 5 min y llevar al volumen con solucién de 4cido
clorhidrico 0.1IN. Filtrar las soluciones y determinar las absorbancias
de las soluciones obtenidas (Sol. de la Sustancia de Referencia, de la
Muestra Problema y del Blanco -sol. de HCl 0.IN-) en un
espectrofotémetro adecuado, a una longitud de onda de 272 nm.,

g) Célculos.

€Calcular la cantidad de cafeina expresada en mg, contenida en
100 ml de jarabe, aplicando la siguiente formula:

Ap;Abl
.......... X C X FD X100
Ast - Abl

mg de cafeina /100ml =
M

En donde: Ap = Absorbancia de la solucion de la muestra
problema.
Ast = Absorbancia de la solucién de la sustancia
de referencia.
Absorbancia de la solucién del blanco
Concentracién de la Solucién de la
Sustancia de Referencia, expresada en
mg/ml
FD = Factor de dilucién de la muestra.
M = Muestra utilizada en el andlisis.

Abl
C

* Para facilitar la expresion de los resultados, éstos se expresaran en pg/ml
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3.2.- VALIDACION DEL METODO ANALITICO

X validacion del método analitico se realizé evaluando los
siguientes parametros:

a) Especificidad.
8¢ efectiio un barrido espectrofotométrico de la : -
Solucién de la Sustancia de Referencia.
Solucitn de la Muestra Problema.
Solucion del Placebo.
Solucién del Blanco.
a un intervalo de longitudes de onda entre 252 y 292 nm,

b) Linealidad del Sistema.

8¢ prepararon soluciones de cafeina, sustancia de referencia,
en cinco diferentes concentraciones ( 80, 90, 100, 110y 120% ) de la
cantidad de cafeina expresada en ¢l marbete del jarabe que se analiza.
Cada una de las concentraciones se analizd por duplicado.

¢) Repetibilidad del Sistema.

JElsta prueba se realizd al analizar seis diferentes muestras de
soluciones preparadas con cafeina, Sustancia de Referencia

comrespondiente al 100% de la cantidad expresada en el marbete del
jarabe que se analiza.

d) Linealidad del Método.

8¢ analizaron muestras de placebos adicionados con cafeina,
sustancia de referencia, en concentraciones correspondientes al 80, 100
y 120% de la cantidad expresada en el marbete del jarabe. Cada
placebo cargado se analizb por triplicado.
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¢) Exactitud del Método.

"#88e efectud analizando seis muestras diferentes de placebos
" adicionados con cafeina, sustancia de referencia, en una concentracion
del 100% de la cantidad expresada en el marbete del producto. Se
compararon los porcentajes de la cantidad  encontrada, con los
- porcentajes adicionados de dicha sustancia de referencia.

f) Repetibilidad del Método.

8¢ analizaron seis muestras diferentes de un placebo al que se
le adicion6 cafeina, en una concentracién del 100% de la cantidad
expresada en el marbete de la muestra problema.

g) Reproducibilidad del Método.

ID¥os analistas realizaron por triplicado, en dias diferentes, la
valoracion en muestras de un placebo al que se le adicion6 cafeina, en
una concentracion del 100% de la cantidad expresada en el marbete del
jarabe,

h) Estabilidad de la muestra analitica.

JPPara la determinacion de este pardmetro se analizaron tres
muestras de un placebo al que se le adiciond Cafeina, Sustancia de
referencia, en una concentraciéon que corresponde al 100% de la
cantidad expresada en el marbete. Posteriormente en cada caso se
desarrollé el procedimiento indicado hasta obtener las soluciones
cloroférmicas de la muestra problema, Dichas soluciones se
mantuvieron durante 3, 6 y 24 horas, en las condiciones que a
continuacion se indican: :
¢ Luzblanca
o Oscuridad
e Refrigeracion

Al transcurrir cada tiempo se prosiguié con el procedimiento
analitico y se cuantificé la cafeina.
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CAPITULO IV

4.- RESULTADOS.
4.1.- Especificidad.
JEn la tabla No. 1, se presentan los resultados de las muestras
analizadas para evaluar este pardmetro.
TablaNo 1
Absorbancia 1| Cadic. | Cenc.
A=22nm | (ug/ml) | (ug/ml)
Cafeina (Sust. 0471 10.10 10.10
de Referencia)
Muestra 0.467 10.02 10.01
Problema
Placebo despreciable oveee oveee
Blanco 0.000 — ——

C adic. = Concentracién adicionada de Cafeina.
C enc. = Concentracion encontrada de Cafeina.

Los espectros de absorcién correspondientes son: Cafeina,
Sustancia de Referencia, fig. No.l; Muestra Problema, fig. No.2;
Placebo, fig No. 3 y Blanco, fig. No 4.

Analizando los datos de la tabla No. 1 y los espectros de
absorcion de las figuras 1, 2, 3 y 4 se plantea lo siguiente:

¢ Los espectros de absorcion obtenidos al efectuar el procedimiento
del método propuesto para la valoracion de cafeina en la solucion de
referencia y en la muestra problema (jarabe), son semejantes. En
ambas soluciones se presentan valores de absorbancia cercanos a
una A aproximada a la reportada en la literatura,
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« El placebo sin cafeina present6 una absorbancia despreciable, ésto
nos indica que ni el vehiculo del jarabe ni los otros componentes de
la formulacion, interfieren significativamente en la determinacién de
la cafeina para el metodo propuesto.

« Elblanco no present6 absorbancia por lo que no causa interferencia.

En base a ésto, se concluye qué ¢l método propuesto para la
determinacion de cafeina en jarabe es especifico.

4.2.-Linealidad del Sistema.

X .aa tabla No. 2 muestra los resultados obtenidos durante la
realizacion de la prueba de Linealidad del Sistema y en la gréfica No. |
se observa la tendencia lineal de los datos:

Tabla No. 2
Cantidad Adicionada Cantidad Encontrada
(s/mi) _(1g/ml)
7.98 7.94
. 8.03 -7.96
8.99 9.04
8.98 9.07
10.02 1005
9.98 9,95
1099 10.97
11.01 10.99
12.02 1228
12.00 12.26
Promedio de la Promedio de la Regresion
cantidad adicionada | cantidad Encontrads Lineal
(sg/ml) (1g/ml)
8.01 7.95
8.99 9.06 m=1.0539
10.00 10.00 b =-0.488
11.00 10.98 r =09984
12.01 12.27 2 =0.9968
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LINEALIDAD DEL SISTEMA

Soluci6én de Cafeina, Sustancia de Referencia
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Ordenada al Origen : Pendiente
teal = 23777 - gl = 221
tiab(3,0.975) = 3.1825 tab(3,0.975) = 3.1825
I1.C. = -0.488 £ 0.7033 1C.= 1.0539 £ .0697
LS. = 0.2153 LS.= 1.1236
LI = -1,1913 L1 = 0.9842
Determinacién de la pruebade F :
SCr = 22.14 FRuii 8, a 001y = 11.26
SCer= 0.25
SCep = -6.55 Ffam, (3,5, 2 0.08) = 541
SCfa = 6.8
Fuente de G. L Suma de Media de Fexp
wiriacion Cuadrados | Cuadredos
Regresion 1 22,14 22.14
Fg=108.48
Ervor de 8 025 0.03125
| Regresidn ,
Falta de 3 6.8 227
gjuste : F=-1.7328
Error L] -6.55 1.31
Puro

Analizando los resultados se puede decir que el Sistema de
medicion es lineal, ya que b, m y r cumplen con los criterios de
aceptacion, tal como se muestra a continuacion:

e Ordenadaal origen (b):

Como |t¢a| | < ttab(3,0.975) y los limites de confianza
incluyen al 0, entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la
ordenada al origen obtenida experimentalmente, no es
significativamente diferente de 0.
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« Pendiente (m ).

Como |tc.| | < ttab(3,0975) Y los limites de confianza incluyen al
1, entonces se acepta Ho y se concluye que e! valor de la pendiente
obtenida experimentalmente, no es significativamente diferente de 1.

« Coeficiente de correlacion (r ):
r>0.99

Como Frp 2 Fyah(1,8,00.01), entonces existe una relacion
altamente significativa entre la cantidad adicionada y la propiedad
medida.

Como Fi, < Fiap(3,5,00.05), entonces no existe falta de ajuste a la
realizacion lineal simple, cantidad adicionada, propiedad medida.

» Coeficiente de determinacién ( P
r>0.99

4.3.- Repetibilidad del Sistema:

X.a tabla No. 3 presenta los resultados obtenidos para evaluar
este pardmetro:

Tabla No. 3
Cantided Cantidad
Adicionads Encontrads % Encontrado

| (sg/mi) (pg/ml)
9.98 9.83 98.5
10.00 9.96 99.6
10.02 9.87 98.5
998 9,91 99.3
10.02 9.98 99.6
9.98 9.83 98.5

n==6

x = 99.0 °/o
Sx =06
CV.=06%



El sitema de medicion es repetible, ya que, el C.V. abtenido en
forma experimental es menor del 1.5% .

4.4.-Linealidad del Método.

X.aa tabla No. 4 muestra la cantidad adicionada de Cafeina a
placebos, la cantidad encontrada en la muestra y el porcentaje

correspondiente. En la grifica No. 2 se observa la tendencia lineal de

los datos:
Tabla No. 4
Cantidad Cantidad %
Adicionada Encontrada Encontrado
(1g/ml) (ug/mi)
8.01 8.06 100.6
8.04 8.09 101.0
8.01 8.06 100.6
10.01 10.25 102.4
10.01 10.t1 101.0
10.01 10,13 101.2
12.01 12.11 100.8
12.01 12.09 100.7
12.01 12.04 100.2
Promedio Promedio
Cantidoed Cantidad Regresidn
Adicionada (yg/ml) | Encontrada (yg/mi) Lineal
8.01 8.07 m=1,0025
10.01 10.16 b =0.0694
12,01 12.08 2 =0.9987
T =0.9993
Ordenada al Origen Pendiente
tcal =04952 tcal =0.1809
t:ab(s 0975) = 3.1825 ttab(3,0.975) = 3.1825
. =0.0694 £ 1.7814 1.C. =1.0025 +0.1753
Ls = 1,8508 LS. =11778
LI =-1.792 LI =0.8272




LINEALIDAD DEL METODO

Placebo cargado con Cafeina, Sust. de Ref,

(1u/3") speguores Pepyus)

da (ug/mL)

iciona

tidad ad

Can

’

GRAFICA No 2




Determinacion de la Prueba de F:

SCr =23.96 FRui(1,7,00.01) = 12.25
SCer =0.5074

SCep = -06606 Ffagp(1,6:00.05) =599
SCfa =1.168 . .

Fuente de G. L Suma de Media de
Variacién Cuadrado Cuadredo Fexp
Regresién 1| 239 23.96
) ‘ FR=1330.5
Ervor de 7 0.5074 0.0725
| Regresidn
-Falta de | 1.168 1.168
| _Ajuste Ffa=-10.6
Ewor 6 06606 - { -0.1101
Puro

JEl método de medicion es lineal, ya que, b, m y r cumplen
con los criterios de aceptacion, como se muestra a continuacion:

o Ordenada al origen(b): .
Como I'cal < tat3, 0.975) Y los limites de confianza incluyen al 0,
entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la ordenada al

origen obtenida en forma experimental, no es significativamente
diferente de 0. '

e Pendiente (m):
Como |tc.| | < tui, 0.975) ¥ los limites de confianza incluyen al
1, entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la pendiente

obtenida en forma experimental, no es significativamente diferente de
1.

» Coeficiente de correlacion (r) :
r>099

Como FR > Fruy1,7,0 0.01) €ntonces existe una relacion altamente
significativa entre la cantidad adicionada y la propiedad medida.
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Como Ffa < Ffayu 6, « 005) €ntonces no existe falta de ajuste a la
relaci6n lineal simple, cantidad adicionada, propiedad medida.

o Coeficiente de determinacion (12) :
r2>0.99

4.5.- Repetibilidad y Exactitud al 100%.

2=n la tabla No. S se muestran los datos de la cantidad
adicionada, cantidad encontrada y su correspondiente porcentaje
encontrado, necesarios para evaluar este pardmetro.

TablaNo §
Cantidad Cantidad %
Adicionada Encontrada Recuperado
I (sg/ml) (sz/ml)
10.01 9.89 988
10.01 9.84 98.4
10.01 10.01 100.0
10.01 9.87 98.6
10.01 10.13 101.2
10.01 10.00 99.9
n==6
X= 994
Sx = 1.08
C.V=11%
tcal =-1.156
ttab(5,0.975) = 2.5706

Como el coeficiente de variacién obtenido ( 1.1% ) es menor que
3.0%, entonces el método de medicion es repetible.
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Intervalo de Confianza para el % recuperado:

e [C.=9949+278
e L.S =10227
e LI = 9.1

El método de medicion es exacto, ya que:

Como |tc,] | < tubs, 0.975) Y los limites de confianza incluyen al
100%, entonces se acepta Ho y se concluye que el valor de la media
obtenida en forma experimental, no es significativamente diferente del
100%.

4.6.- Reproducibilidad del método.

JEn la tabla No. 6, se presentan los resultados obtenidos al
efectuar el procedimiento del método propuesto para la determinacion
de Cafeina, en la muestra problema, realizada por dos analistas y en
dias diferentes.

Tabla No. 6
Analista (i)
% Recobro
Dia (j) 1 2
988 102.6
1 99.0 99.2
100.7 97.0
1024 97.4
2 101.1 97.6
101.3 98.0




Coeficiente de variacion:

n =12

X =996%
Sx = 197
CV.= 20%

Como el coeficiente de variacion obtenido es menor que 3.0%,
entonces, el método de medicion es reproducible.

Tabla de Andlisis de Varianza,
Tabla No. 7
F V. GL SC MC | Fer | Fuap
A(i) 1 11.02 11.02 -1x10-4 1614
Dj(i) 1 12.22 1222 |-1x104 | 1614
A-D | -109087 |-109087 8.248 532
Eﬂ Qk 8 -79357 -13226

Como:
a) Efecto por analista -1x10* < 161.4
b) Efecto por dia -1x10* < 161.4
c) Efecto por interaccion analista-dia, 8.45 > 5.32

Basandose en el andlisis de varianza de los datos obtenidos, el
método de medicion es reproducible, ya que, no existen efectos por
analista, por diay si existe una interaccion analista-dia.

4.7.- Estabilidad de las soluciones obtenidas en el proceso
de andlisis.

La tabla No. 8 presenta los resultados obtenidos durante la

determinacion de cafeina, después de mantener las soluciones en las
condiciones indicadas.
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Tabla No. 8

Condicidn
Tiempo X Encontrado
(h) Luz Blanca Oscuridad _Refrigeracidn
0 9.7 99.9 99.2
3 98.6 98.4 99.7
6 95.1 96.2 95.9
24 91.3 92.6 94.5
Calculando el factor I obtenemos:
Tabla No. 8.1
Condicién
Tiempo % Encontrado
(k) Luz Blanca __ Oscuridad __ Refrigeracion
3 98.9 ' 98.5 100.5
(] 95.4 95.3 96.7
24 91.6 9.7 95.2

Como se observa en la tabla No. 8.1, la muestra sélo es estable
durante las 3 primeras horas después de haber realizado el
procedimiento y de haber mantenido las soluciones en condiciones de
luz blanca, oscuridad y refrigeracion, ya que el valor de la media para
el factor I se encuentra entre 97.0-103.0%.
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CAPITULOYV

5.- CONCLUSIONES.

5.1.- JHIl método propuesto para la valoracién de cafeina en el jarabe
estudiado, es especifico, ya que, los espectros de absorcién, asf como, los
valores de absorbancia de las soluciones obtenidas después de efectuar ¢l
procedimiento analitico en la Sustancia de Roforencia y en el jarabe, son
semcjantes. Asimismo, s¢ encontrd que cn las condiciones de andlisis, ¢l
placebo presenté una absorbancia despreciable cercana a 272nm, en tanto
que el blanco no present6 absorbancia; ésto nos indica que ni el placebo ni el
blanco interfieren significativamente en la determinacion de cafeina,
utilizando el método propuesto. '

§.2.- Respecto a la Linealidad del Sistema:

JED1 andlisis de la Grafica No. 1, nos muestra la tendencia lineal del
sistema cuando se valord cafeina, Sustancia de Referencia, en un intervalo de
concentraciones de 80%, 90%, 100%, 110%, 120%.

'Este planteamiento se puede comprobar al analizar las pruebas de ¢,
donde los valores obtenidos de la ordenada al origen y de la pendiente no son
significativamente diferente de 0 y de 1 respectivamente. El coeficiente de
correlacion obtenido es mayor de 0.99; por lo que podemos decir que existe
una relacién altamente significativa entre la cantidad adicionada y la
propiedad medida.

8.3.- Respooto a 1a Linealidad del Método:

X Grifica No. 2, refleja la linealidad del método cuando se valord

cafeina en el jarabe estudiado, en un intervalo de concentraciones de 80%,
100%y 120%.
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Este planteamiento se comprucba al analizar las pruebas de t, en donde
los valores obtenidos de la ordenada al origen y de la pendiente, no son
significativamente diferentes de 0 y de 1 respectivamente. El coeficiente de
correlacion obtenido es mayor de 0.99, por lo que podemos afirmar que existe
una relacion altamente significativa entre la cantidad adicionada y la
propiedad medida.

54 IEI método propuesto es exacto, ya que, la prueba de t aplicada
demuestra que el valor de la media experimental no es significativamente
diferente de 100% y el coeficiente de variacién obtenido es menor que 3.0%.

8.5.- JE3I método propuesto es repetible, ya que, en las pruebas efectuadas
con la Sustancia de Referencia, el coeficiente de variacién obtenido fue
menor del 1.5%, y en las determinaciones realizadas al jarabe, el coeficiente
de variacion fue menor del 3.0%.

5.6.- XEil método es reproducible, ya que, al realizar las pruebas de
valoracion de cafeina en el jarabe, se obtuvieron valores que cumplen
satisfactoriamente con los criterios de aceptacion especificados para el
coeficiente de variacion. En cuanto al andlisis de variancia efectuado, no
existe efecto alguno debido al analista ni al dia, y si existe una interaccion
analista-dia.

5.7.- Xaa solucion cloroformica que contiene a la cafeina es estable sélo
durante las tres primeras horas, independientemente de las condiciones; por lo
que el procedimiento analitico debera continuarse en un lapso menor o igual a
3 horas, ya que, las pruebas realizadas, reflejan que es inestable alas 6 h y
24h en las tres condiciones mencionadas.

Conclusion final:

XPor lo antes expuesto, ¢l método de anilisis propuesto para la
determinacion de la cafeina presente en el jarabe, estudiado es Espec{fico,
Lineal, Exacto y Preciso (Repetible y Reproducible).



ANEXO 1

LINEALIDAD DEL SISTEMA Y DEL METODO.

Ecuaciones matemdticas para determinar la linealidad del sistema y del
método.

1) Calcular la pendiente ( m ) de la linea de regresién.
Nt(Zxy) - (Zx)(Zy)
Nt(sx?)- (Zx)°

2) Calcular el intercepto ( b ) de la linea de regresion.

Zy - m(Zx)

Nt
Para conocer si los valores obtenidos experimentalmente son
estadisticamente diferentes a los considerados como tedricos, se aplican pruebas
de ty se establecen los limites de confianza para m y parab.

a) Prueba de "t de Student" para la pendiente:

Ho: m=a a=1
Hi: m=za

[m-a))[Sx}{(n-1) "]
Syf.
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b) Prueba "t de Student" para la ordenada al origen:

Ho : b=8 B=0
H1 :b=p
b-p
tcal: 2 in
IXj
Vg [——
nZ (Xj-X)

Desviacion Estandar en la direccion y ( Syx ).

A2
Z(yi-¥i) |
Sy/x I R

n-2

C) Intervalos de confianza:

»  Desviacion Estindar para la ordenada al origen (Sp ):

5 Xiz "
Sp = Syx|-—---mmemmrmee

nm«.mﬁ

C1) Limites de confianza para la ordenada al origen:

LCh =b  [Yap (n.2, 0.975)]1 1S
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« Desviacién Estandar para la pendiente (Sm):

Sy/x

Sy =

[204-%°1"

C.2) Limites de confianza para la pendiente:

LCm =m = [tap (n-2, 0.975) 1 [Sm]

donde: m = valor de la pendiente experimental

a = valor de la pendiente tedrica = 1

b = valor de la ordenada al origen experimental

B = valor de la ordenada al origen teérico =0

xj = cantidad adicionada.

y;j = cantidad encontrada de farmaco.

X = media de las cantidades adicionadas.

Sx = desviacion estandar de las cantidades adicionadas.

N = niimero de replicaciones (propiedad medida) de cada

dilucion.

t = numero de diluciones

n = numero de determinaciones.

§i = Los valores de §; son los puntos sobre la linea de regresion
calculada y comresponden a los valores individuales de x; Los valores de §;
para un valor dado de x;, son ficilmente calculados de la ecuacion de
regresion.
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3) Cdiculo del coeficiente de determinacion ( r2 ).
[Nt(2xy)- () (2y)]?

INt(DA) - @021 INtEY) - (Zy)?]

2=

4) Cdlculo del coeficiente de correlacion (r ).
r=(#)"

Los datos de la curva de calibracion se sujetan a un analisis de varianza
en donde los parametros de evaluacion son las F resultantes de la distribucion
y tratamiento de datos. Por lo tanto se tienen F de regresion y F de falta de
ajuste a la relacion lineal simple.

5.- Construccion de la Tabla de Andlisis de la Varianza:

a)  SCr= Suma de cuadrados de regresion.
SCr=(m) (Zxy)+(b) (Zy) - (Zy)*n

b)  SCer = Suma de cuadrados del error de regresion.
SCer=xy*-(m) (Zxy) -(b)(Zy)

¢)  SCep = Suma de cuadrados del ervor puro.
SCep=2y2-(2y2)/r

d)  SCfa=Suma de cuadrados de la falta de ajuste.
SCfa = SCer - SCep
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e de | Grados de
Variacién | Libertad | Cuadrado

1 SCr

| Errorde
regresion n-2 SCer

Falta de
agjuste | (n-2)-(r-1) SCfa

t(r-1) | SCep

"t =Niimero de concentraciones.
r = Nimero de replicaciones por concentracion.
n =r t = Numero de pares ordenados.

REPETIBILIDAD.

Ecuaciones mateméticas para la evaluacion de la repetibilidad.

1)  Determinar la media (y ) de los resultados.
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2)  Determinar la Desviacién Estdndar de los resultados:

12

N(Zy?)-(Zy)
N(N-1)

3)  Determinar el coeficiente de Variacion:
S

CV = - X 100
y

EXACTITUD AL 100%.
Ecuaciones matemdticas para la evaluacion de la exactitud del método.

1)  Calcular el porcentaje de recobro (R) en cada una de las muestras.
2)  Calcular l1a media aritmética del porcentaje de recobro.

3)  Calcular la desviacion estandar del porcentaje de recobro.
[ N(ZR?)- (ZR)? ]"2
S =
e

4)  Calcular el coeficiente de variacion.

S
CV=-—X100
R
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5)  Prueba de " t de Student " para la media.

Ho: R=n donde p=100%
Hi: R=p
R-u
tca|=.. .........
oy
donde: "o
oy=S/(N)

Intervalo de confianza del porcentaje encontrado (1.C.).

I.C.=R & t(n4,0975)[0Y]

REPRODUCIBILIDAD DEL METODO.

Los resultados obtenidos se tabulan de acuerdo con la tabla II, para
evaluar la reproducibilidad mediante el anilisis de varianza representado en la
tabla III. Este andlisis permite conocer las interacciones entre analistas, dias y
analista-dia.

TABLA 11
ANALISTA (i)

36 ENCONTRADO

1 2
? Yin Y
! Yz Y2
Yis Y23
. Yia Y
(j) 2 Yi22 Y22
Y123 Y3)3




Donde "y " es el resultado de cada analista ( primer subindice ) en cada dia
( segundo subindice ) para cada replicacion ( tercer subindice ).

Calcular las siguientes sumatorias:

1) Zyijk = (Ya11+ Yz * Yana+ Yoo ¥ o ¥ Ya223)

2)3TYi2 = (Yq91+ Yer2+ Y993+ Va1 + Va2 Y123)2
+ (Y49 + Y212+ Y293+ Y221 + Y222 + Y220)

ATV = (Ye9+Yar2* Yea* Yo * Y212+ Yz1s)z
+ (Yq21+ Yq22+ Y123 + Y221 + Y222 + Y220)

4)TYi2 = (Y491 *+ Yoz + Yq13)2 + (Y121+Y122+Y123)i
(Yo91 + Y212+ Y213)2 + (Y221+Y222+Y223)

5) 1"7\Iijk"’=l(Y111)2 + (V22 + (Y412 + o + (Y220)°)

Proceder conformé la siguiente tabla de anilisis de varianza.
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GL den )

zYi 2- ( 2Yijk )?

ik ijk

(i-1)
G-1)

0.05,

TYij2 - TYi2

k ik

G-1)

0.05 ,——————eeeee.

Ci-1)(j-1)

(A-D )Ai - Dj

(i-1)(j-1)

ZYi2 - £Yi2 - TY]2 + (TYijk2)

SCap

k

ik ik

ijk

(i-1)G-1)

(i-1)(j-1)

0.05, .

Ervor
Experimental
(E)

Eijk

ZYijk? - TYjiR

SCg




| ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

Los resultados obtenidos se tabulan con base al formato de la tabla IV,
para calcular el coeficiente de variacion.

TABLA IV
Condicién
Tiempo % Encontrado
(h) Luz Blanca Oscuridad  Refrigeracion
Ya Yp Yg
0 Ys YE Yy
Yc YF Yi
Y, Yio Yio
3 Y Y Y20
Y3 Y2 Y
Y4 Yi3 Y2,
6 Y Yis Y23
Yo Yis Y4
Y7 Yi6 Yas
24 Ys Y17 Y26
Yo Yis Y27

Calculo del coeficiente de variacion :

Para cada condicién/tiempo/muestra, calcular el factor ( I ) con la
siguiente formula:

( andlisis muestra/ condicion/tiempo ) i
I= X 100
(andlisis inicial i )
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PR X100
Ya
Y
Ip = -erne-X 100
Ys
Y3
Iy = ~reeeeX 100
Yc
®
®
[ ]
Yy
| SR X100
Yc

Para cada condicién/tiempo calcular la media del factor ( T ) con la siguiente

féormula:

—
i

Yio
Ijg = e X100
Yp

Yu
I“ = eeeeeee X100

T I ( condicién/tiempo )

N

Yoo
Ijg = ------X100
Yg

Y20
Iyp = ~-=-X100

L
Y2
127 = ausews X l 00
Yy

donde: N = Numero de muestras para cada condicién/tiempo.
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I=

Iy=

Is=

Li+Is+1g

B T Y

-

Lhot+In+12

3

Lii+Lig+1js

3

Lie+I17+ 118

Ig =
3
Lig + 130 + 1)
Iy =
3
I+ I3+ 1
Ig =
3
Ips + 16+ 137
| (YT ——

3
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