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RESUMEN

En este trabajo se describe la validacion de un método analitico por Cromatografia
de Liquidos de Alta Resolucion para la cuantificacion de Indometacina en formulaciones
extemporaneas. Asi como el control de calidad de estas formulaciones. Con los resultados

obtenidos se da por sentado que el método es selectivo, preciso, exacto y reproducible.




INTRODUCCION

En el Instituto Nacional de Pediatria (INP) los infantes que no presentan cierre de
ductus son tratados con Indometacina, ya que es el medicamento mas adecuado para este
padecimiento ademas de artritis reumatoide juvenil y algunos padecimientos de inflamacion y

dolor.

El Ductus Arterioso Permeable es un transtorno en el cual el vaso sanguineo que
conecta la aorta a la arteria pulmonar ya fuera del corazon permanece abierto en el recién
nacido. El feto dentro de la madre necesita tener el ductus abierto para sobrevivir pues a través
de el pasa la sangre hacia la placenta para su oxigenacion. Al nacer y funcionar los pulmones
del nifio ya no hace falta y se suele cerrar espontaneamente en los primeros dias de vida. Pero
algunos ductus no se cierran y siguen permitiendo el paso de sangre oxigenada de la aorta
(tiene mas presion) a la arteria pulmonar (tiene menos presion) y a los pulmones inttilmente
pues ya esta oxigenada, mezclandose con la sangre no oxigenada que proviene del ventriculo
derecho. Este flujo de sangre extra sobrecarga al pulmon y al corazéon aumentando el trabajo de
este ultimo y su deterioro. Este transtorno causa insuficiencia cardiaca y con el tiempo
hipertension pulmonar. El cierre del ductus se puede lograr con Indometacina en los recién

nacidos, y en casos mas severos a través de una sencilla intervencion quirargica.

Debido a la gran variabilidad de edad que existe entre los infantes con este padecimiento se
tienen que establecer las caracteristicas fisio-patologicas especificas para cada infante, para la
posterior administracion de Indometacina. En el INP se preparan formulaciones pediatricas de
Indometacina extemporaneas de dos tipos: suspension y jarabe, las cuales no llevan un control

de calidad adecuado que asegure que la dosis administrada es correcta.




En México al igual que en muchos paises del mundo, las formulaciones extemporaneas
siguen vigentes, esto debido a la gran demanda que existe para pacientes pediatricos, que al no
ser cubierta por los grandes laboratorios farmacéuticos, es necesarios adecuar los
medicamentos existentes para su uso pediatrico. Esto se realiza normalmente en hospitales
(como el INP) sin la certificacion de los procedimientos de manufactura, por lo cual no se
asegura la calidad de la formulacion.

La Cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), permite separar y cuantificar un
compuesto de interés, en este caso la Indometacina y por lo tanto saber la concentracion real de
la formulacién extemporanea que se va a administrar. Cabe sefialar que cualquier método
analitico que es utilizado para la cuantificacion de compuestos debe ser validado para asegurar
que este es exacto, preciso y reproducible. Por lo tanto con este estudio se busca asegurar la
calidad y uniformidad de las formulaciones extemporaneas pedidtricas de Indometacina,

preparadas, para su administracion en pacientes pediatricos.




I. FUNDAMENTO TEORICO
1. Validacién de métodos analiticos' *

El término método analitico se refiere a la forma de ejecutar un analisis, este debe describir
en detalle los pasos necesarios para desarrollar cada prueba analitica. La validacion de métodos
analiticos es parte fundamental del desarrollo de una nueva formulacion y de la técnica de
analisis de control de calidad de una forma farmacéutica, ya que es durante esta secuencia de
pruebas y analisis, en donde el quimico se da cuenta si el estudio, el cual esta siendo evaluado
sistematicamente, cumple con los propdsitos para los cuales fue disefiado.

Se entiende por validacion a la evidencia documentada establecida que provee un alto grado
de aseguramiento que de un proceso especifico se obtendra consistentemente un producto con
las especificaciones y atributos de calidad predeterminados.

La validacion del método analitico incluye todos los procedimientos requeridos para
demostrar que un método en particular, cumple con la finalidad para la que fue desarrollado,
por lo tanto, todo nuevo método analitico debe validarse para demostrar su aplicacion.

La validacion puede ser justificada por los siguientes aspectos regulatorios:

» Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA1-2006. Buenas Practicas de Fabricacion para
establecimientos de la industria quimico farmacéutica dedicados a la fabricacion de
medicamentos, establece en los puntos 5.8, 5.9.4, 9.8.3 y 14 (completo) que se lleve a cabo
estudios de validacion en procesos de fabricacion, limpieza y sistemas involucrados, asi como a
los métodos de analisis para producto terminado, material de empaque, producto a granel y
materia prima.

> Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2005, Estabilidad de medicamentos en sus
numerales 5.3, 6.3, 7.3 y 8.3. En los cuales se establece que al cambiar el método analitico se
debe de demostrar mediante la validacion que los métodos son equivalentes.

Las regulaciones anteriores, determinan la obligacion de validar métodos analiticos.




1.1 Clasificaciéon de métodos analiticos’
1.1.1 En funcion de su estado regulatorio
a) Me¢étodos farmacopeicos. Todos aquellos métodos que aparecen en cualquier
farmacopea (FEUM, USP, BP, etc.).
b) Me¢étodos no farmacopeicos. Aquellos métodos no compendiados en una
farmacopea.
1.1.2 En funcion de su aplicacion
a) Me¢étodos para producto a granel.
b) Métodos para producto terminado.
¢) Métodos para materia prima.
d) Métodos indicativos de estabilidad.
1.1.3 En funcion de su propésito analitico
a) M¢étodos para cuantificar el analito (contenido o potencia).
b) Métodos para establecer la presencia del analito a un limite.
¢) Métodos para identificar el analito
1.1.4 En funcion de la naturaleza del sistema de medicion
a) Métodos en los cuales el instrumento de medicion de la respuesta analitica,
permite medir una sefial de ruido (cromatégrafo de liquidos, cromatografo de gases,
espectrofotometro, etc.)
b) Métodos en los cuales el instrumento de medicion no permite medir una sefial de
ruido (buretas, medidor de halos, potencidémetros, etc.)
1.1.5 En funcién de la naturaleza de la respuesta analitica
a) Métodos fisico-quimicos. Cuando la respuesta es de caracter fisico (absorcion de

luz, emision de luz, voltaje, etc.) o quimico (consumo de iones-OH, etc.).




b) Métodos biologicos. Cuando la respuesta es de caracter bioldgico.

1.2 Criterios de validacién®

1.2.1 Especificidad. Es la capacidad de un método analitico para cuantificar
exactamente y especificamente al compuesto de interés en presencia de otras sustancias que
pudieran estar presentes.

1.2.2 Linealidad. Es la capacidad del método analitico para obtener resultados de
prueba traducidos en una respuesta medible, los cuales sean directamente proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra.

1.2.3 Exactitud. La exactitud de un método analitico es la concordancia entre el valor
obtenido experimentalmente y el valor real. Se evalua usando un minimo de nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracion, cubriendo el rango
especifico (tres concentraciones con tres réplicas).

1.2.4 Precision. La precision de un método analitico, expresa la cercania o
concordancia entre una serie de mediciones individuales, cuando es aplicado a diferentes
proporciones de la muestra homogénea, bajo la condicion del método.

1.2.4.1 Repetibilidad. Expresa la precision del método operando bajo las mismas
condiciones en un intervalo de tiempo corto. También se le conoce como precision intraensayo.

1.2.4.2 Precision intermedia. Expresa la precision del método dentro del mismo
laboratorio, producto de variaciones normales dentro de éste tal como diferentes dias, analistas
y equipos.

1.2.4.3 Reproducibilidad. Expresa la precision del método en funcion de variaciones

producto de la ejecucion del mismo en diferentes laboratorios (estudios colaborativos).




1.2.5 Estabilidad. Es una medida de la robustez del método que esta expresada en
funciéon de la muestra analitica procesada, permite determinar el tiempo en el cual las

caracteristicas a medir de esta permanecen inalteradas.




2. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)6' 8

La CLAR es una técnica de separacion que se fundamenta en la interaccion de un soluto
con una fase estacionaria solida y una fase movil liquida. La separacion se lleva a cabo por
reparto, adsorcion o procesos de intercambio i6nico, dependiendo del tipo de fase estacionaria
usada. Los compuestos a ser analizados son disueltos en un solvente, y la mayor parte de las
separaciones se llevan a cabo a temperatura ambiente. Dado que la mayoria de los firmacos son
compuestos no volatiles o térmicamente estables, pueden ser separados sin descomposicion o
sin la necesidad de sintetizar derivados volatiles.

El éxito de la aplicacion de la CLAR para un compuesto dado depende de la combinacion
correcta de las condiciones de operacion, es decir: la preparacion de la muestra, el tipo de la
columna, la fase movil, el tipo de deteccion, el algoritmo de integracion, etc. La migracion
diferencial en la CLAR es resultado del equilibrio de distribucién de los componentes de una
mezcla entre la fase estacionaria y la fase moévil en el orden en que emergieron, hacia un
detector donde se registra una respuesta proporcional a su cantidad, sus concentraciones y su
tiempo de retencion en la columna. El cromatograma resultante muestra cada compuesto que
sale de la columna en forma de picos simétricos con un tiempo de retencion caracteristico por
lo que este tiempo puede emplearse para identificar el compuesto.

En la actualidad las aplicaciones de la cromatografia de liquidos de alta resolucion son tan
amplias que seria dificil no encontrar una rama de la quimica y de las ciencias de la vida en
general en la que no se incluya esta técnica, ya sea con fines preparativos, de identificacion o de
cuantificacion. Debido a las cualidades de esta técnica, se puede emplear en la investigacion
para la identificacion, purificacion y cuantificacion de sustancias nuevas, analisis de
compuestos puros, formas farmacéuticas, analisis de alimentos, industria metalurgica, analisis
de productos biotecnoldgicos, secuenciacion de proteinas y una cantidad innumerables de

aplicaciones de caracter cualitativo y cuantitativo en las ciencias forenses.




2.1 Tipos de CLAR®"*

2.1.1 Cromatografia de intercambio idnico. La separacion esta basada en la carga
de los grupos funcionales, intercambio anionico para una muestra con carga negativa o
intercambio catiénico para una muestra con iones positivos. El gradiente de elusion por pH es
comun.

2.1.2 Cromatografia de afinidad. La separacion estd basada en la interaccion
quimica especifica de las especies destino. La modalidad mas popular usa un amortiguador y
una cantidad adicionada de carga positiva a la muestra con separacion influenciada por pH,
fuerza i6nica, temperatura, concentracion y tipo de disolvente. La cromatografia de afinidad,
comun para macromoléculas, emplea un ligando (molécula bioldégicamente activa unida
covalentemente a la matriz solida), la cual interactia con su antigeno (analito) homélogo como
un complejo reversible que puede ser eluido por cambios en las condiciones del amortiguador.

2.1.3 Cromatografia de fase normal. Es una técnica cromatografica que usa
solventes organicos para la fase movil y una fase estacionaria polar. Aqui, los componentes
menos polares eluyen mas rapido que los componentes mas polares.

2.1.4 Cromatografia de fase reversa. En la cromatografia de fase reversa, una
técnica cromatografia de fase ligada, utiliza agua como el solvente base. La separacion esta
basada en la fuerza y selectividad del solvente, también puede ser afectada por la temperatura
de la columna y el pH. En general, el componente mas polar eluye mas rapido que los
componentes menos polares.

2.1.5 Cromatografia de exclusion molecular. También conocida como filtracion
molecular, la separacion estd basada en el tamafio de las moléculas o el volumen hidrodindmico

de los componentes. Las moléculas que son mas grandes que los poros del material de empaque




de la columna, eluyen primero, las moléculas pequefias que entran en los poros eluyen al final y

la velocidad de elucion de el resto depende de sus tamafios relativos.

2.2 Equipo’

El cromatografo de liquidos consiste principalmente en un recipiente que contiene la fase
movil, una bomba que empuja la fase movil a través del sistema a alta presion, un inyector que
introduce la muestra en la fase mévil, una columna cromatografica, un detector y un dispositivo
de salida para la recoleccion de datos, como una computadora o integrador.

2.2.1 Sistema de bombeo. El sistema de bombeo impulsa la fase movil de manera
exacta y precisa a través de la columna en la que se separan los componentes de la muestra que
han sido introducidos en ella mediante el sistema de inyeccion. Estas deben estar construidas
con un material inerte a la fase movil, poder trabajar a presiones elevadas y suministrar flujos
adecuados al diametro de la columna empleada y libre de pulsaciones para no disminuir la

sensibilidad de la deteccion (Tabla I).

Tabla I. Caracteristicas de uso de la
bomba.

Liberacion de flujo constante (0.1-45
mL/min)

Presion maxima alta
Liberacion de flujo poco variable
Minimas fluctuaciones de presion

Bajo nivel de ruido

Simplicidad de operacion

Quimicamente inerte a los solventes usados
comunmente




2.2.2 Inyectores. Es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin
interrumpir el flujo de solvente a través del sistema. Existen dos disefios de inyectores: los de
desplazamiento y los de aguja. Ambos pueden ser incorporados a un sistema de inyeccion
manual o automatico. Los inyectores de desplazamiento forzan la muestra hasta un loop pero
presentan baja reproducibilidad cuando estan parcialmente llenos. En consecuencia, es
necesario cambiar fisicamente el loop para cambiar los volimenes de inyeccion. Los inyectores
de tipo aguja conducen la muestra a través del loop. Este mecanismo puede operar con
precision con un “loop” parcialmente lleno y es, por lo tanto, mas versatil.

2.2.3 Columnas. Para la mayoria de los analisis farmacéuticos, la separacion de los
compuestos se lleva a cabo por particion. Los sistemas contienen una fase estacionaria polar y
una fase moévil no polar, el arreglo opuesto es conocido como cromatografia de fase reversa. La
cromatografia de particion es usada casi siempre para los hidrocarburos solubles con peso
molecular menor a 1000. La afinidad de un compuesto por la fase estacionaria y el tiempo de
retencion de la columna, esta controlada por la polaridad de la fase movil. La polaridad de la
fase movil puede ser modificada por la adicion de un segundo y algunas veces, tercer o cuarto
componente.

Las columnas usadas para separaciones analiticas usualmente tienen diametros internos de 2 a
5 mm; las columnas de diametro mayor son usadas para cromatografia preparativa. Las
columnas pueden ser calentadas para dar separaciones mas eficientes, pero raramente son
usadas a temperaturas mayores a 60°C, debido a la degradacion potencial de la fase estacionaria
o la volatilizacion de la fase movil.

El acero inoxidable ha llegado a ser el material estandar de las columnas y otros componentes
del cromatografo, debido que es inerte, su relativo bajo costo y su capacidad de soportar altas
presiones. No obstante, bajo ciertas circunstancias, el acero inoxidable presenta interacciones

con la muestra y con la fase movil.




2.2.4 Detector. El sistema de deteccion empleado para CLAR esta basado en un diseiio
instrumental que responde a una propiedad fisica o quimica particular del componente de la
muestra a eluir. La mayoria de los analisis por CLAR se han disefiado para usar detectores
espectrofotométricos. Tales detectores consisten de una celda, montada al final de la columna.
Un haz de radiacion ultravioleta pasa a través de la celda perpendicular a la direccion de flujo y
dentro del detector. Después de que el compuesto eluye a través de la columna, pasa hacia la

celda y absorbe la radiacion, resultando en cambios de niveles de energia medibles.




3. Indometacina'l" '3

1

N CH;

H,00 CO,H

Figura 1. Estructura de Indometacina

1-4(-clorobenzoil), 5-metoxi-2-metil- 1H-indol-3-4cido acético.
Formula condensada: C19H16CINO4

P.M. 357.79

3.1 Propiedades fisicas

Es un polvo blanco amarillento, cristales polimorfos, punto de fusion para una forma 156°

a 160°C, para otra forma aprox. 162 °C. UV max. (Etanol) 230, 260, y 319 nm. pKa 4.5. Es
insoluble en agua y en hidrocarburos. Muy ligeramente soluble en cloroformo y acetona.
Soluble en etanol, dicloruro de etileno, acetonitrilo y éter. Estable en medios neutros o
ligeramente 4cidos, inestable en medios basicos fuertes. Con los alcoholes forma solvatos
cristalinos estables. Sales de sodio trihidratadas, polvo cristalino amarillo, pH en solucién al
1% es 8.4. Muy soluble en metanol. Soluble en agua y etanol. Tanto la forma s6lida como sus
soluciones se deben proteger de la luz solar. La sal sddica en estado seco es bastante estable.

Sus productos de degradacion son el resultado de una hidrolisis alcalina, la reaccion se realiza
disolviendo Indometacina en una solucion de NaOH 0.1M dando: el acido p-clorobenzoico y
acido 5-metoxi-2-metil indol-3-acético, que se diferencian por su longitud de onda de
absorcion 460 y 297 nm, respectivamente. Es estable en sus presentaciones comerciales:

capsulas de liberacion extendida a 15-30°C, en supositorios a temperaturas menores a 30°C, no

10




mayores a 40°C y en soluciones parenterales el polvo debe mantenerse a una temperatura
menor a los 30°C , protegido de la luz.
3.2 Indicaciones terapéuticas”'17

La Indometacina, es un medicamento antiinflamatorio no esteroide eficaz, presenta
propiedades analgésicas y antipiréticas. Se ha comprobado que la Indometacina es un agente
adecuado para su empleo prolongado en la artritis reumatoide, la espondilitis anquilosante, la
osteoartritis y el cierre de ductus. La Indometacina alivia los sintomas, pero no se ha mostrado
que altere la progresion de la enfermedad subyacente. Ha resultado eficaz para aliviar el dolor y
disminuir la fiebre, la tumefaccion, el enrojecimiento y la hiperestesia de la artritis gotosa
aguda.
Para pacientes pediatricos se administra para:

a) Conducto arterioso permeable, se administra en pacientes recién nacidos prematuros

con un peso minimo de 500- 1750g.

b) Artritis reumatoide juvenil se administra en nifios mayores de dos afios.

c¢) Pericarditis, reduccion del dolor y fiebre.
Esta indicado en las etapas activas de:

d) Artritis reumatoide.

e) Osteoartritis.

f) Artropatia degenerativa de la cadera.

g) Artritis gotosa aguda.

3.3 Farmacocinética y Farmacodinamia'>" !’

Tras la administracién de dosis orales Unicas de 25mg o 50mg de Indometacina se absorbe

facilmente y alcanza concentraciones plasmaticas maximas de aproximadamente 1 y 2pg/ml,

respectivamente, unas dos horas después de la administracion, tiene una biodisponibilidad de

11




practicamente 100%, y a las cuatro horas se ha absorbido 90% de la dosis administrada. Las
capsulas de liberacion prolongada con 75mg de Indometacina estdn formuladas para liberar
25mg del medicamento inicialmente y los 50mg restantes en el transcurso de unas doce horas,
al cabo de las cuales se ha absorbido 90% de la dosis. En un periodo de 24 horas, la cantidad
acumulada y la curva respecto al tiempo de la Indometacina absorbida de una sola capsula de
liberacion prolongada.

Las concentraciones plasmaticas de Indometacina fluctian menos y son mas sostenidas
administrando una capsula de liberacion prolongada de 75mg que tres capsulas de 25mg, con
intervalos de cuatro a seis horas. Los estudios clinicos controlados en pacientes con osteoartritis
mostraron que los efectos de una céapsula de liberacion prolongada eran clinicamente
semejantes a los de una capsula de 25mg tres veces al dia; y en estudios clinicos controlados en
pacientes con artritis reumatoide, los efectos de una cépsula de liberacion prolongada por la
mafiana y otra por la tarde fueron clinicamente indistinguibles de los de una capsula de 50mg
tres veces al dia.

La Indometacina es eliminada por excrecion renal, transformacion metabolica y
excrecion biliar, y experimenta una considerable circulacion entero hepatica. Se ha calculado
que su semivida media es de alrededor de 4.5 horas. Con un régimen terapéutico tipico de 25 6
50mg tres veces al dia, las concentraciones plasmaticas de Indometacina en estado de equilibrio
son en promedio 1.4 veces mayores que las producidas por la primera dosis.

La Indometacina se absorbe mas rapidamente por la via rectal que por la via oral. La
porcion de Indometacina que se absorbe finalmente es la misma administrandola por via
intramuscular o por via oral, pero la absorcién es significativamente mas rapida tras la
administracién intramuscular, con la cual se obtienen concentraciones plasmaticas maximas
una hora antes que por via oral. Alrededor de 60% de una dosis oral se recupera de la orina en

su forma original y como metabolitos (26% como Indometacina y su glucuronido), y 33% se
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recupera de las heces (1.5% como Indometacina). Dentro de los limites de variacion de las
concentraciones plasmaticas terapéuticas, alrededor de 99% de la Indometacina se une a las
proteinas plasmaticas. Se han encontrado que la Indometacina atraviesa la barrera
hematoencefalica y la placenta.

La biodisponibilidad por via oral de Indometacina en infantes es de aproximadamente
20%, y el tiempo en que alcanza los niveles plasmaticos en sangre es mayor en comparacion
con los adultos. Los principales factores que controlan la absorcidon gastrointestinal son
dependientes del pH, la difusion y la motilidad géstrica, que son anormales en infantes menores
de tres afios; los valores para adultos de la acidez gastrica son generalmente alcanzados solo
después de los tres anos.

El tiempo de vida media plasmatica reportado es de 9 a 43h, mientras que se informa
que en adultos es de 3-11h. Estas diferencias en respuesta a la Indometacina se han atribuido a
la inestabilidad del farmaco, la mala absorcion oral, y la edad del paciente en el momento del
tratamiento ademas de otros factores que tienen influencia en la disposicion de la Indometacina.
Algunos trabajos sugieren la pobre absorcion oral como un importante factor que contribuye a
la variacion de la eficacia del tratamiento.

Debido a la gran variabilidad interindividual de la Indometacina en infantes, es que
establecera en qué medida las caracteristicas del paciente influyen en la farmacocinética de esta
en el organismo. La vida media de eliminacion muestra una baja correlacion en edades menores
a los tres anos. Por lo tanto, cuando la Indometacina sea administra en nifios menores de tres
aflos, se puede anticipar ya que la vida media de eliminacion y el aclaramiento metabolico sera
mas lento y que puede causar toxicidad acumulativa entre mas dosis sean administradas. En los
infantes mayores el metabolismo y la eliminaciéon de la Indometacina es mas rapido, por lo cual

se podra exigir la modificacion de la dosis para lograr respuesta terapéutica.
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3.4 Contraindicaciones'> ¢

No se debe administrar Indometacina a: Pacientes hipersensibles a la Indometacina.
Pacientes que hayan presentado ataques asmaticos agudos, urticaria o rinitis precipitadas por
acido acetilsalicilico u otros medicamentos antiinflamatorios no esteroides. Como otros agentes
antiinflamatorios, la Indometacina puede ocultar los sintomas y signos de la tlcera péptica.
Dado que la propia Indometacina puede causar ulcera péptica o irritacion gastrointestinal, no
debe ser administrada a pacientes con tUlcera péptica activa o con antecedentes de ulceracion

gastrointestinal recurrente.

3.5 Dosis y via de administracion pediatrica
3.5.1 Conducto arterioso permeable (PDA) 18
El ductus arterioso se trata de un vaso que conecta la aorta a la arteria pulmonar ya
fuera del corazon. El feto dentro de la madre necesita tener el ductus abierto para sobrevivir
pues a su través pasa la sangre hacia la placenta para su oxigenacion. Al nacer y funcionar los
pulmones del nifio ya no hace falta y se suele cerrar espontaneamente en los primeros dias de

vida.

Pero algunos ductus no se cierran y siguen permitiendo el paso de sangre oxigenada de
la aorta (tiene mas presion) a la arteria pulmonar (tiene menos presion) y a los pulmones
inatilmente pues ya estd oxigenada, mezclandose con la sangre no oxigenada que proviene del
ventriculo derecho. Este flujo de sangre extra sobrecarga al pulmon y al corazon aumentando el
trabajo de este ultimo y su deterioro. En clinica causa insuficiencia cardiaca y con el tiempo
hipertension pulmonar. El cierre del ductus se puede lograr la administracion de Indometacina

en los recién nacidos, y en casos mas severos una sencilla intervencion quirtrgica.
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La incidencia es elevada especialmente entre los prematuros. En un amplio estudio la
incidencia de cierre de ductus que preciso tratamiento fue del 28% entre los recién nacidos de
peso inferior a 1500gr. Entre los recién nacidos con peso inferior a 1000gr la incidencia de
ductus es del 60%.

Cada tratamiento consta de hasta tres dosis administradas en intervalos de 12 y 24 horas al

dia, como se puede observar en la tabla II:

Tabla II. Dosis para recién nacidos prematuros con
PDA.

Edad Primera Segunda Tercera
dosis dosis dosis

<48 horas  0.2mgkg 0.1 mgkg 0.1 mgkg
2-7 dias 0.2mgkg  0.2mgkg 0.2 mgkg
>7 dias 0.2mg/kg 0.25mgkg 0.25 mg/kg

En caso de que se presente oliguria o anuria en el momento de una segunda o tercera
dosis, retener la dosis hasta que una determinacion de laboratorio indique que la funcidn renal
ha regresado a su funcionamiento normal. Si se cierra el conducto arterioso o es
sustancialmente limitado 48 horas o mas después de la finalizacion de la primera dosis,
suspender la dosis. Si reabre el conducto puede ser administrada de una a tres dosis, una
ligadura quirtrgica puede ser necesaria si es que no responde el paciente al tratamiento.

3.5.2 Enfermedades inflamatorias '’

Para la artritis reumatoide juvenil, la administracion oral en niflos menores de dos afios:
Inicialmente tiene una dosis de 1-2 mg / kg al dia dividida en dosis, la dosis aumenta hasta que
se logre una respuesta satisfactoria, esta dosis puede incrementar hasta un maximo de 3 mg / kg
al dia o 150-200 mg al dia (que sea menor) en dosis divididas. Al disminuir los sintomas,

reducir la dosis eficaz hasta el nivel mas bajo o suspender el tratamiento.
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En nifios mayores de dos afios, se puede iniciar la administracion de Indometacina a una
dosificacion de 2mg/kg/dia distribuidos en dos o tres dosis al dia, y aumentarla después segin
sea necesario, a intervalos de una semana, hasta un maximo de 4mg/kg/dia. La dosificacion
diaria maxima no debe ser mayor de 200mg o de 4mg/kg (la que resulte menor).

3.5.3 Pericarditis '’
La administracion de Indometacina via oral se realiza de 50-100 mg diarios divididos en dos

a cuatro dosis.

r . . 1
3.6 Formas farmacéuticas comerciales!’

Las formas farmacéuticas comerciales de Indometacina en el mercado mexicano, son las

siguientes:

Tabla I1I. Formas farmacéuticas comerciales de Indometacina en México

Nombre del medicamento Forma farmaceutica Laboratorio
SOLOS
Antalgin Cépsulas de liberacion Medix
prolongada

Indaflex Crema Androémaco
Malival Cépsulas Silanes
Malival AP Cépsulas Silanes

COMBINADOS

Artridol Cépsulas Rimsa
Artridol gel Gel Rimsa
Indarzona Cépsulas Streger
Indarzona Tabletas Streger
Malival compuesto Cépsulas Silanes

Morlan Comprimidos Andrémaco

Como se observa en la tabla anterior, en México se carece de una presentacion pediatrica de

Indometacina, por lo cual en la mayoria de los hospitales tienen que administrar la
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Indometacina como preparado extemporaneo, sin la certeza de que la dosis sea exacta para un
paciente infante.

Cabe senalar que la formulacion extemporanea de Indometacina que se realiza en varias
instituciones de salud es sencilla debido a la alta demanda de pacientes en el lugar y a la
facilidad de su preparacion, ademas de que como ya se habia mencionado no existe una forma
farmacéutica comercial en el pais por lo cual se tienen que adaptar las presentaciones

comerciales permitiendo asi una dosis especifica para cada paciente.
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4. Formulacion extemp()ranea”' 2

La mayoria de los medicamentos comerciales son formulados para adultos y son
presentadas como dosis Unicas soélidas (capsulas, tabletas) o de forma liquida (jarabe,
suspension), la mayoria de estas no pueden ser ingeridas por infantes. El mercado de
medicamentos infantiles es relativamente pequefio ya que muchas empresas farmacéuticas no
desarrollan formulaciones pediatricas. Como resultado de esto, un gran numero de
medicamentos tienen que ser preparados extemporalmente.

La formulacion extempordnea se define como un medicamento destinado a un paciente, que
es preparado por un farmacéutico cumpliendo con las buenas practicas de fabricacion. El hecho
de que muchos medicamentos no estén disponibles en la forma farmacéutica adecuada hace que
las farmacias hospitalarias tengan que adaptar las formas existentes para facilitar la
administracion, preparando soluciones extemporaneas.

Las razones para el uso de productos extemporanea son muchas y variadas. Algunas de
ellas pueden ser:

a) El producto no esta disponible comercialmente;

b) Paciente y / o hospital lo prefieren;

c) Las concentraciones de individualizacion del producto, segun necesidades;

d) Paciente y / o hospital considera que los productos extemporaneos pueden ser mejores;

e) Hipersensibilidad a productos comerciales, por ejemplo conservadores.

f) Los pacientes pediatricos,

g) Los pacientes que son incapaces de tragar las formas de dosificacion solidas, como

comprimidos o capsulas,

h) Los pacientes que deben recibir los medicamentos por via nasogéstrica; y
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i) Los pacientes que no requieren dosis estandar que son mas faciles de medir con

precision y utilizando una formulacion extemporéanea.

Existen problemas identificados en estas formulaciones como: disfrazar el sabor
desagradable, el logro de la uniformidad de dosis y una falta de informacion de la estabilidad
quimica y fisica. Esta falta de informacion acerca de la estabilidad es muy comun asi como los
formularios de preparados extemporaneas, o en un intento de proporcionar alguna orientacion

sobre la preparacion de formulaciones extemporaneas al menos en México, es muy escasa.
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II1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segtin Tejera R.C. et. al. (2008), la incidencia del ductus arterioso permeable es elevada
especialmente entre los prematuros. En un amplio estudio la incidencia de Conducto arterioso
permeable que precisod tratamiento fue del 28% entre los recién nacidos de peso inferior a
1500g. Entre los recién nacidos con peso inferior a 1000g la incidencia es del 60%. Aunque
puede aliviarse con el crecimiento del infante no siempre pasa, por lo que se tiene que
administrar Indometacina preparada extemporaneamente dependiendo de las caracteristicas del
paciente.

A través del tiempo se ha demostrado la importancia de las formulaciones extemporaneas,
las cuales son indispensables en los hospitales puesto que alli se cuidan pacientes, que por sus
caracteristicas fisio-patologicas, requieren de la manipulacion y adaptacion de los
medicamentos adquiridos comercialmente permitiendo asi la individualizacion de la dosis
especifica para el paciente, segin Bautista S. et. al. (2003).

Muchos medicamentos sometidos a formulacion extemporanea suelen presentar
inestabilidad en la forma farmacéutica requerida o falta de uniformidad de dosis y en general,
se carece de esta informacion en los hospitales para manejar el producto de manera adecuada.
En diferentes instituciones de salud (INP, Centro La Raza, Centro Médico, etc.) estas
formulaciones no aseguran la calidad y uniformidad de la formulacion.

Por lo tanto, dadas las especificaciones con las que debe de contar una formulacion
extemporanea, es necesario proponer un método analitico para su evaluacion y asi asegurar

la calidad y uniformidad de dosis, para obtener una administracion confiable.
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IITI. OBJETIVOS

» Evaluar las diferentes formulaciones extemporaneas pediatricas (suspension y jarabe)
de Indometacina, preparadas en el Laboratorio de Investigacion Farmacéutica, mediante el

control de calidad para asegurar una adecuada uniformidad y dosificacion.
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IV.

HIPOTESIS

La preparacion de las formulaciones extemporaneas pediatricas de Indometacina en el

Laboratorio de Investigacion Farmacéutica (suspension y jarabe), asegurara una

uniformidad y dosificacion adecuada para el paciente.
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V. DIAGRAMA DE FLUJO
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VI. TIPO DE ESTUDIO

El disefio de esta investigacion es de tipo experimental, prospectivo, transversal y

descriptivo.

VII. VARIABLES DE ESTUDIO

Tabla IV. Variables de estudio.

INDEPENDIENTES DEPENDIENTES
Variable Escala Variable Escala
Concentracion de mcg/mL Respuesta mUA
Formulacion
Extemporanea
Concentracion de mcg/mL Respuesta mUA

solucion Stock

VIII. MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

»  Agua desionizada (grado HPLC)

»  Metanol (grado HPLC)

> Acido acético glacial

»  Indometacina

»  Jarabe simple
2. Material de vidrio

»  Vasos de precipitados de 100, 500 mL

»  Matraces aforados de 10, 50, 100, 500 mL

»  Matraz Erlenmeyer de 500 ml

»  Pipetas volumétricas de 1, 2, 3,4, 5 mL

»  Probeta de 5,10, 100, 200 mL
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»  Micro pipetas 1000 uL.
»  Puntas para micropipeta

3. Equipo

» Cromatografo de liquidos de alta resolucion Varian Prostar Modelo 460
» Multisolvent Delivery System Controller
* Tunable Absorbanse Detector
* Integrador Data

* Bomba Binaria

* Columna Thermo electro Corporation Hypersil gold 150x 4.6 mm, tamafio de

particula Sy
» Microbalanza
» Placa de agitacion
» Sonicador
» Refrigerador
» Potenciometro

» Espectrofotometro UV

4. Metodologia

4.1 Adecuacion de método analitico

El método que se ocup6 fue una adecuacion de un método previamente desarrollado para

antiinflamatorios no esteroideos, con las siguientes condiciones: columna Symmetry C18 de 3.5

mm (d.i.) x 150 mm, con un tamafio de particula de 5 pum, fase movil 75:25

metanol:amortiguador de acetatos (pH 3), velocidad de flujo de 1 mL/minuto.
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Se pesarén 10mg de Indometacina se traspasé a un matraz volumétrico de 100mL y se
afor6 con metanol grado HPLC, se tom6 una muestra que se leyo en el espectrofotometro UV
para determinar la longitud de onda a la cual se obtuvo el méximo de absorbancia.

Se prepard una fase mévil con metanol — buffer de acetatos en diferentes proporciones

como indica en la siguiente tabla:

Tabla V. Proporcion de disolventes para fase movil

Fase movil. Proporcion de disolventes.

Metanol — Buffer* 70:30 75:25 80:20

Con las diferentes proporciones de la fase movil y con la solucion de Indometacina
antes mencionada se hicieron pruebas en el cromatégrafo de liquidos de alta resolucion, con
una velocidad de flujo de 1 mL/min y un volumen de inyeccion de muestra de 10 pL a la
longitud de onda determinada al inicio, dejando el tiempo de corrida en veinte minutos para la
primera muestra y asi determinar el tiempo de retencion de la Indometacina.

Con los resultados que se obtuvieron se eligieron las condiciones de trabajo para

después validar el método analitico.
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4.2 Preparacion de Formulacion extemporanea

4.2.1 Ingredientes

Tabla VI. Ingredientes empleados en la fabricacion de Formulaciones
extemporaneas pediatricas de Indometacina (250 mL)

INGREDIENTE CANTIDAD FABRICANTE LOTE
EMPLEADA NUM.- FECHA DE
CADUCIDAD
Indometacina 0.5g Lab. Retecama S.A de
C.V. T04-021
Jarabe de granadina 250mL La madrilena Lot. 20107
08T
Jarabe natural 250mL La madrilefia Lot. 32505
15T
Alcohol 70° Gotas hasta humedecer PG Lot 04-05
Soluciéon amortiguadora Gotas hasta ajustar el --
de acetatos pH 6 pH

4.2.2 Modo de preparacion

La preparacion de la formulacion extemporanea de Indometacina se realizd con jarabe de

granadina y con jarabe natural, realizando tres lotes de cada uno, de la siguiente manera para

cada jarabe:

1. Se pesaron 0.1g de Indometacina, se vertierén en un vaso de precipitado de 100mL.

2. Se humedeci¢ el polvo con unas gotas de alcohol de 70° y se agit6 bien.

3. Se afiadi6 parte del jarabe poco a poco, agitando bien.

4. Se ajusto el pH a 5,2 aproximadamente.

5. Se completd con la totalidad del jarabe y se agitd durante 5 minutos mas a 2000rpm.

6. Se envasO seguidamente, en frascos ambar con capacidad de 500mL, llenandolos solo

hasta poco mas de la mitad y se etiqueto de la siguiente manera:
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UNAM- FES ZARAGOZA
Laboratorio de Investigacion Farmacéutica
Elaborado por: Fecha: 00/00/00

Indometacina suspension 2mg/mL

Indicaciones:
Mantener en refrigeracion protegido de la luz.

Caducidad: 3 meses a partir del dia de elaboracion.

AGITAR ANTES DE SU USO

Figura 2. Etiqueta propuesta para Jarabe/Suspension de Indometacina.

4.2.3 Control de calidad

Basados en la FEUM las pruebas a realizar en las formulaciones son las siguientes:

Tabla VII. Pruebas de control de calidad para formulaciones

’ extemporaneas
SUSPENSION JARABE
Apariencia Apariencia
Color Color
pH pH
Densidad Densidad

Resuspendibilidad --
Volumen de sedimentacion -
Valoracion Valoracidon

Tamafio de particula --

4.2.3.1 Apariencia
Este método se basa en la comparacion visual de la claridad u opalescencia de la muestra en

solucidn contra patrones de referencia bajo condiciones establecidas.
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» Procedimiento
1. Se transfirid por separado a dos tubos Nessler, una cantidad suficiente de la solucion a
evaluar y el jarabe de granadina o jarabe natural, exactamente medidos.
2. Cinco minutos después, se comparo la solucion a evaluar con la solucion de referencia sobre
un fondo negro.
4.2.3.2 Color
El método se basa en la comparacion visual del color de la muestra de la solucion, contra
patrones de referencia en un rango colorido especifico, bajo condiciones establecidas. En este
caso la solucion a evaluar se compard con su disolvente.
4233 pH
El pH puede definirse como una medida que expresa el grado de acidez o basicidad de una
solucion en una escala que varia entre 0 y 14. Este se mide con un pH metro que contiene un
electro de referencia y un electrodo de vidrio, un amplificador y una unidad indicadora para
controlar las mediciones del aparato.
» Procedimiento
1.Se trasvaso un poco de la solucion a evaluar a un vaso de precipitado, cuidando que el
electrodo quede cubierto.
2. Se encendi6 el equipo.
3. Se calibrd, las instrucciones son especificas para cada instrumento pero en general el
procedimiento es el siguiente: se encenderd el aparato y se dejara calentar lo suficiente.
Seleccionar dos soluciones amortiguadoras, patron de referencias certificadas para
calibracion, cuya diferencia de pH no exceda las cuatro unidades. Llenar el recipiente con una
de las soluciones amortiguadores para calibracion, ajustar el control de calibracion hasta que
los valores de pH sean idénticos a los tabulados. Enjuagar los electrodos y sumergir el

electrodo en la segunda solucion amortiguadora. El pH de la segunda solucion amortiguadora
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esta dentro de +/- 0.07 unidades de pH del valor tabulado, si se observa mayor desviacion
revisar los electrodos y si estan afectados, reemplazarlos. Se repitié la calibracion hasta que
las dos soluciones amortiguadoras dieron valores de pH dentro de 0.05 unidades.

4. Se introducio el electrodo del potencidometro en la solucion a evaluar, se dejo estabilizar la
lectura, hasta que el aparato lo indico.

5. Se ley¢ el dato que indica el equipo.

6. Se apago el equipo.

7. Al terminar la operacion del equipo, se lavo el electrodo con agua destilada con la ayuda

de la pizeta y se dejo6 el electrodo inmerso en la solucion buffer pH=4.0

4.2.3.4 Densidad

Para la densidad de la solucion se ocup6 el método del picnometro. Un picnémetro es un
pequefio frasco de vidrio de volumen exacto y conocido (V,). Se pesé vacio (wp), luego se llend
completamente (incluido el capilar) con el liquido cuya densidad se deseo determinar y

finalmente se peso (wp). Con estos datos se calcul6 la densidad del liquido:

4.2.3.5 Resuspendibilidad
La capacidad de reconstitucion se determin6 por el numero de agitaciones necesarias para
que la dispersion este completa. Se realizo transfiriendo la suspension a una probeta con tapon
esmerilado de 50mL, se llend y se dejo reposar 24h. Se resuspendié contando el nimero de

agitaciones para la dispersion completa. Se repitidé por triplicado.
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4.2.3.6 Volumen de sedimentacion
El volumen de sedimentacidon es necesario en las suspensiones, se tiene que homogenizar
agitando para suspender el principio activo para que se mantenga y no exista variacion en su
concentracion mayor al 10%. Se realizoé transfiriendo la suspension a evaluar a una probeta de
50mL con tapon esmerilado, se agitd y se midi6 el volumen sedimentado después de 24h, este

no debid ser mayor al 10% del volumen total.

4.2.3.7 Valoracion
El contenido de la suspension y el jarabe se conocid aplicando el método como se hizo

posteriormente en la validacion del método.

4.2.2.8 Uniformidad de contenido
Se basa en la determinacion cuantitativa del contenido individual del principio activo en un
cierto numero de unidades de formas farmacéuticas de dosis Unica, para determinar si la
variacion de los contenidos individuales expresada en términos de desviacion estandar relativa
esta dentro de los limites establecidos. En este caso la monografia no existe por lo tanto la
uniformidad de contenido es aceptable si se encuentra dentro del intervalo de 85 a 115% de la
cantidad declarada en el marbete, y si la desviacion estandar relativa no es mayor que 6%.
» Procedimiento
Se analizaron individualmente tres unidades de cada formulacion (suspension y jarabe), con
el método propuesto. Se mezclo bien y se realizd la valoracion del principio activo en la
cantidad de material que se dren6 en 5s.
4.2.2.9 Tamaiio de particula
Se determina haciendo pasar el polvo a través de una malla de abertura especifica y bajo

condiciones establecidas.
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» Procedimiento
Se monto el equipo para tamafio de particula con las mayas 20, 40, 60, 80 100 y 200. Se
ensamblo la tapa. Se pesaron 5g de Indometacina y se transfirieron a las mallas. Se encendi6 el
equipo durante Smin. Se desarmo el equipo y se retiro con cuidado el polvo retenido en cada

malla. Se peso6 la cantidad de polvo de cada malla. Se calculo el porcentaje.

4.3 Validacion del sistema

4.3.1 Linealidad

Se pesaron 30mg de Indometacina y se trasvasaron a un matraz volumétrico de 50mL,
se afor6 con MeOH grado HPLC (Solucion A), de esta solucion con una concentracion de
600pg/mL, se preparardn por sextuplicado cinco niveles de concentracion que fueron 6, 12,
24, 48 y 60ug/mL, de la siguiente manera: a partir de la soluciéon A se tomardn alicuotas de 0.1,
0.2, 0.4, 0.8 y ImL, se trasvasaron a un matraz volumétrico de 10mL respectivamente y se
aforaron con fase movil. Se inyectaron las muestras preparadas el mismo dia, con las
especificaciones sefialadas en la metodologia del desarrollo del método analitico.

Se llevo a cabo la correlacion de la respuesta vs la concentracion del analito y se obtuvo
el coeficiente de determinacion, pendiente y ordenada al origen de la curva con las siguientes
formulas:

> Pendiente

HZ Xy — Z xz ¥ n = nimero de mediciones (concentracidn-respuesta analitica)

1

”Z ¥ _ [Z x]z » Ordenada al origen

- D> v=b>«x

0
H

» Coeficiente de determinaci_(')n N
I 020 D352 350 A
W ) b ) )
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» Intervalo de confianza para la pendiente
IC (B1) = by 19.975,1-2S1

|
Sp1 = Sy | :

\||ng B

] (Z x):-

n

s - lllz_vz - blzxy —bUZ}’
yix = \Il ; 2

71—

2
Los criterios de aceptacion que se tomarén para esta prueba son una r mayor o igual a

0.98, asi como la precision con un coeficiente de variacion en cada nivel de concentracion

menor o igual a 2%.

4.3.2Precision

Se pesaron 30mg de Indometacina y se traspasaron a un matraz volumétrico de S0mL,
se afor6 con MeOH grado HPLC (Solucion A), de esta solucion con una concentracion de
600ug/mL, se prepararon por sextuplicado a una concentracion de 60ug/mL, de la siguiente
manera: a partir de la soluciébn A se tomod una alicuota de 1mL, se trasvasé a un matraz
volumétrico de 10mL y se afordé con fase movil. Se inyectarén las muestras preparadas el
mismo dia, con las especificaciones sefialadas en la metodologia del desarrollo del método

analitico. El coeficiente de variacion no debi6 ser mayor que el 2%.

4.4 Validacion del método
4.4.1 Selectividad
Con los productos de degradacion, se prepararon muestras con placebo adicionado de
éstos, el placebo adicionado de analito y de productos de degradacién y se analizé con el

método. Se establecio la selectividad del método al analizar muestras blanco del jarabe. Se
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evaluo el método contra posibles interferencias. El criterio que se tomo para la prueba es que no

deben existir interferencias en la cuantificacion del compuesto por analizar.

4.4.2 Linealidad

Con la solucion A (pagina 32) se prepar6 una curva en las siguientes concentraciones:
6, 12, 24, 48 y 60ug/mL (el procedimiento se encuentra en la pagina 31), adicionando 1mL de
la solucion B (tomar una alicuota de 1.5mL de la suspension o jarabe de Indometacina
preparado extemporaneamente, trasvasar a un matraz volumétrico de 50mL y aforar con
metanol ) a cada matraz, esta curva se realizd por sextuplicado y se inyectaréon en el
cromatografo de liquidos de alta resolucion a las condiciones establecidas en el desarrollo del
método analitico.

La linealidad se determin6 llevando a cabo la correlacion de la respuesta vs la
concentracion del analito y se obtuvo el coeficiente de determinacion, pendiente y ordenada al
origen de la curva con las siguientes formulas:
> Pendiente
- nz Xy — Z xz ¥ n = nimero de mediciones (concentracidn-respuesta analitica)

ny 2t (3 xf

» Ordenada al origen

- Zy—blz.r

0
H

1

» Coeficiente de determinacion
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» Intervalo de confianza para la pendiente
IC (1) = by £ 19.075,2251

S XEN RS

wix
' n—2

» Intervalo de confianza para la ordenada al origen
IC (Po) =bo £ #5475,255,

> CoeﬁEientebde variacion
CV oy = L .100

¥

2
n 2
Los criterios de aceptacion que se tomardn para esta prueba son una r mayor o igual a

|..7 =

0.98, asi como la precision con un coeficiente de variacion en cada nivel de concentracion

menor o igual a 2%.

4.4.3 Precision
4.4.3.1 Repetibilidad
Se prepararon seis muestras con la solucion A con una concentracion final de 6, 24 y
60ug/mL, adicionando en cada muestra ImL de la solucién B antes de aforar, se inyectaron las
muestras en el cromatografo de liquidos de alta resolucion segun las especificaciones del
desarrollo del método analitico El coeficiente de variacion no debid ser mayor que el 2%. La

inferencia estadistica fue Ho: 0,=2%; 0, # 2%.

35




CV =2 %100
y n = mimero de determinaciones.

4.4.3.2 Precision intermedia

Se prepararon seis muestras con la solucion A con una concentracion final de 60pg/mL,
adicionando en cada muestra ImL de la solucion B antes de aforar, se inyectaron las muestras
en el cromatografo de liquidos de alta resolucion segun las especificaciones del desarrollo del
método analitico en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes. Se utiliz6 la misma
sustancia de referencia y los mismos instrumentos y/o equipos.

Los resultados fuerdon determinados por un andlisis de varianza utilizando el siguiente

modelo estadistico:
Y= n+ A; + €

Si los analistas realizan el analisis en dias distintos.

Y= Variacion

p= media general de la poblacion

A= Es la variacidn que se atribuye a los analistas.

e= Es la variacion de los factores no controlados (el error experimental).
1= Numero de analistas.

k= Numero de replicas.

k(i1)= Variacion de unidades experimentales.

Tabla VIII. Modelo estadistico para precision intermedia en dias distintos.

Fuente SC gl MC Fcalc Ftab
1 ik ijk gla MCp
YYY3j - XY . SC MC
Dj) = P iG-1) QDQ MC.
YYYYAjk - 2XYj SC
Crij) k 1] (k-1) g_1: - -

Existen dos hipotesis:
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Ho: Al = Az; Al - A2=0 y
Ho: D1 = Dz; D1 - D2 =0

Yij= p+ A+ D+ ADy; + €4
Si los analistas realizan el analisis el mismo dia.

Y= Variacién

p= media general de la poblacion

A= Es la variacion que se atribuye a los analistas.

D= Es la variacion que se atribuye a los dias.

AD= Variacion de la interaccion de variables

e= Es la variacion de los factores no controlados (el error experimental).
i= Numero de analistas.

j= Numero de dias.

k= Numero de replicas.

k(ij)= Variacion de unidades experimentales.

Tabla IX. Modelo estadistico para precision intermedia en el mismo dia.

Fuente SC gl MC Fcalc Ftab

! Jk ljk gl A MC AD

D.. _122Y2 - 212 -1 &Q m@
i ik ijk ] glp MCp
SEYAH] - BYA - Y2+ 2EEYEK . SCap MCap

ADj k k ik (-1)§-1) gl Ap MC.

YEEYjk - 2X Y SC
Crij) k j(k-1) g_lj - -

Existen tres hipotesis:
Ho: A, = Ay; A1- A,=0;
Ho: D, =D;,; D;- D, =0y
Ho: A]D] = A2 D2 5 A]D2 = A2 D]
4.4.4 Exactitud
Se calcul6 el valor promedio de las determinaciones en los siguientes niveles: 6, 24 y
48mcg/mL de concentracion de los datos de repetibilidad los cuales deberan estar dentro del

+2% del valor nominal de concentracion, la inferencia estadistica fue Ho: g = 100%; p #

100% y el estadigrafo de contraste:
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. tale =X — U
cantidad recuperada 100

% deo recobro = <
TR caniidad recuperada ( S/Il)

4.4.5 Estabilidad

El método indicativo de estabilidad debe ser capaz de distinguir cada ingrediente activo
de otras sustancias y de sus productos de degradacidon, para esto se determinarén las
condiciones de temperatura y tiempo en las que el compuesto permanecié estable en la matriz
de estudio durante su manejo, almacenamiento y procesamiento. Se prepararén seis muestras
con la solucion A con una concentracion final de 60pg/mL, adicionando en cada muestra ImL
de la solucion B antes de aforar, se inyectaron las muestras en el cromatdgrafo de liquidos de
alta resolucion segun las especificaciones del desarrollo del método analitico

Se evalu6 la estabilidad de la muestra, bajo las condiciones de almacenamiento en las
que se mantuvieron (refrigeracion y temperatura ambiente), estas muestras fuerén las mismas
para todo el analisis identificando la condicion a la que se encontraba cada una. Se determino el

coeficiente de variacion el cual debi6 ser mayor o igual al 2%.
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I. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
1. Adecuacion de método analitico

Este proyecto tuvo como finalidad desarrollar un método por CLAR para la cuantificacion
de Indometacina en formulaciones extemporaneas, por lo tanto se buscé que el andlisis fuera
lo mas rapido posible pero con la seguridad de que la formulacion presentard una
uniformidad y dosificacion adecuadas. Este proyecto tomoé como base un método
desarrollado anteriormente para la cuantificacion de AINES en plasma por lo se tuvd que
adecuar de la siguiente manera:

» Elmétodo original tiene las siguientes condiciones:
Columna Symmetry C18 de 3.5 mm (d.i.) x 150 mm.
Tamafio de particula de 5 um.
Fase movil 75:25 metanol:amortiguador de acetatos (pH 3).
Velocidad de flujo de 1 mL/minuto.

» Laadecuacion del método tuvo los siguientes cambios:
Columna Hypersil gold de 4.6 mm (d.i.) x 150 mm.
Tamafio de particula de 5 um.
Fase movil 80:20 metanol:amortiguador de acetatos (pH 3).
Velocidad de flujo de 1 mL/minuto.

Los resultados que se obtuvieron con las proporciones de metanol: amortiguador de
acetatos de 70:30 y 75:25 fueron buenos pero ya que los tiempos de retencion fueron mayores
en el caso de 70:30 a 7.5 minutos (Figura 3) y en el caso de 75:25 fue de 6 minutos (Figura
4) se descartaron. En la unica proporcion que se obtuvieron resultados en el menor tiempo de
retencion posible fue a la proporcion de 80:20 de metanol: amortiguador de acetatos que fue

de 3.2-3.5 minutos (Figura 5). Por lo tanto la proporcion que se utilizd en el método fue de
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80:20 metanol: amortiguador de acetatos y de esta manera el analisis de las muestras tomo

menor tiempo. -

(=] i =] a 10 11 1z

dinll Areaz[E] |

Figura 3. Cromatograma resultante con proporcion 70:30.

Figura 4. Cromatograma resultante con proporcion 75:25.

Figura 5. Cromatograma resultante con proporcion 80:20. 40




2. Control de calidad

Tabla X. Resultados de las pruebas de control de calidad para suspension de Indometacina.

PRUEBAS RESULTADOS
Apariencia Opalescente
Color Rojo
pH 4.85+0.085
Densidad 1.1582+0.0001
Resuspendibilidad 10 agitaciones

Volumen de sedimentacion
Valoracion

Uniformidad de contenido

9.86% + 0.0986
99 —101%

99 - 101%

Tabla XI. Tamaiio de particula

Malla Cantidad recuperada (g) Porcentaje (%)
20 0,008653 0,17
40 0,754338 14,82
60 4,054694 79,66
80 0,148628 2,92
100 0,07126 1,4
200 0,049373 0,97

El recuperado predominante es la malla numero 40, teniendo entonces la

particula un tamano aproximado de 420um, de acuerdo con la abertura de los

tamices U.S. estandar.
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Tabla XII. Resultados de las pruebas de control de calidad para jarabe de Indometacina.

PRUEBAS RESULTADOS
Apariencia Clara
Color Transparente
pH 5.26+0.1901
Densidad 1.1436+0.0002
Resuspendibilidad -—-

Volumen de sedimentacion

Valoracion 98 — 102%
Uniformidad de contenido 98 — 102%
3. Validacion del sistema
> Linealidad
Tabla XIII. Linealidad del sistema.
X ABC (mUA*min) Y
Conc mcg/mL 1 2 3 4 5 6 Promedio Desv STD CV
6 4.1 4.1 4.1 4.1 3.9 4.3 4.1 0.1265 3.0851
12 53 5.4 5.2 5.1 5.2 53 5.25 0.1049 1.9977
24 8 8.9 8.3 8.2 8.9 8.4 8.45 0.3728 4.4122
48 14.7 14.7 14.8 14.7 15 14.6 14.725 0.1378 0.9361
60 17.6 17.9 17.5 17.9 17.3 17.6 17.633 0.2338 1.3259
X Cantidad recuperada (mcg/mL) Y
Conc mcg/mL 1 2 3 4 5 6 Promedio Desv STD CV
6 2.0545 2.0545 2.0545 2.0545 1.9998 2.1092 2.0545 0.0346 1.6837
12 2.3827 2.4100 2.3553 2.3280 2.3553 2.3827 2.3690 0.0287 1.2107
24 3.1211 3.3672 3.2031 3.1758 3.3672 3.2305 3.2441 0.1020 3.1428
48 4.9533 4.9533 49807 4.9533 5.0354 4.9260 4.9670 0.0377 0.7589
60 5.7464 5.8284 5.7190 5.8284 5.6643 5.7464 5.7555 0.0639 1.1109

En la tabla XIII se muestran los resultados obtenidos en la linealidad del sistema de cinco

concentraciones del rango de trabajo, con estos resultados se obtuvod el coeficiente de
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determinacion y la ecuacion de la recta. Con los datos se construy6 la grafica de la linealidad

relacionando la concentracion de la muestra contra la respuesta del equipo (Grafico 1).

Grafico 1. Linealidad del sistema.

Grafico 2. Linealidad del sistema.
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Tabla XIV. Precision del sistema.

Conc. mcg/mL ABC (mUA*min)

60 17,6

60 17,9

60 17,5

60 17,9

60 17,3

60 17,6
Promedio 17,63333333
Desv. STD 0,233809039
C.V. 1,325949181

En la tabla XIV se muestran los resultados de la precision del sistema, en esta se
observan seis relaciones de la concentracion de la muestra de Indometacina en solucion, a estos
resultados se les determino el coeficiente de variacion.

Estas dos pruebas se realizaron para evaluar que el equipo se encontraba en las mejores
condiciones de uso. En la precision del sistema se obtuvd un coeficiente de variacion de
1.3259% el cual es menor al 2% que se establece como criterio de aceptacion. En la linealidad
del sistema se obtuvo una ecuacion de la recta igual a y = 3,64x - 0,98 que es del tipo y= mx +
b con un coeficiente de determinacion de 0,9978, el criterio de aceptacion indica que debe ser
mayor a 0.98.

El cumplimiento de las pruebas, indica que la respuesta medida por el equipo para la
cuantificacion de Indometacina es precisa y existe una relacion lineal entre la concentracion y

la respuesta medida por el equipo.

4. Validacion del método
4.1 Selectividad
La finalidad de este parametro es comprobar que el método es selectivo para el analito
que se va a analizar, y que no existe interferencia de los productos de degradacion, la matriz
analitica, etc. El producto de degradacion se obtuvo degradacion por hidrdlisis alcalina, la

reaccion se realizo disolviendo Indometacina en una solucion de NaOH 0.1M dando: el acido
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p-clorobenzoico y acido 5-metoxi-2-metil indol-3-acético, que se diferencian por su longitud
de onda de absorcion 460 y 297 nm, respectivamente. Se pudo comprobar que el método era
selectivo al analizar la Indometacina con su producto de degradacion (Figura 6 y 7), donde se
observo que estos dos compuestos tienen un tiempo de retencion distinto y que a pesar de que

estuvieran juntos se distinguen uno de otro (Figura 7).
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Figura 6. Cromatograma resultante del estandar de
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Figura 7. Cromatograma resultante del producto de degradacion de

Indometacina. 45




Figura 8. IR del estandar de Indometacina utilizado en las pruebas.

Figura 9. IR del estdndar de Indometacina de referencia.
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Figura 10. IR del producto de degradacion de Indometacina de referencia.

Figura 11. IR del producto de degradacion de Indometacina de referencia.
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4.2 Linealidad

» Suspension de Indometacina en jarabe de granadina.

Tabla XV. Linealidad del método para suspension de Indometacina.

X ABC (mUA*min) Y
Conc mcg/mL 1 2 3 4 5 6 Promedio Desv STD CV
6 16 16.2 15.9 15.7 15.9 16.2 15.9833 0.1941 1.2143
12 19.8 19.3 19.1 19.3 19.1 19.6 19.3667 0.2805 1.4482
24 26.4 26.2 27.5 26.3 26.3 27.6 26.7167 0.6494 2.4305
48 40.5 45.1 40.3 43.9 44.6 45 43.2333 2.2358 5.1714
60 54.3 54.7 57.1 54.4 55.3 55.2 55.1667 1.0309 1.8686
X Cantidad recuperada (mcg/mL) Y
Conc mcg/mL 1 2 3 4 5 6 Promedio Desv STD CV
6 11.7366 12.0170 11.5964 113161 11.5964 12.0170 11.7133 0.2721 2.3229
12 17.0641 16.3631 16.0827 16.3631 16.0827 16.7837 16.4566 0.3932 2.3894
24 26.3170 26.0366 27.8592 26.1768 26.1768 27.9994 26.7610 0.9104 3.4019
48 46.0847 52.5337 45.8043 50.8513 51.8327 523935 49.9167 3.1345 6.2794
60 65.4317 65.9925 69.3572 65.5719 66.8337 66.6935 66.6467 1.4452 2.1685

En la tabla XV se observa el area bajo la curva resultante de la muestra, con los que se

calculd el coeficiente de determinacion (1*), la pendiente de la recta asi como la ordenada al

origen.

Grafico 3. Linealidad del método para suspension de Indometacina.
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Grafico 4. Linealidad del método para suspension de Indometacina.

La linealidad del método es un parametro que determina la relacion entre la
concentracion del analito y la respuesta del equipo, esta prueba se realizdé determinando la
respuesta a cinco niveles de concentracion por sextuplicado cada uno. A los datos que se
encuentran en la tabla XV se les aplico un modelo de regresion lineal por el método de
minimos cuadrados para determinar r* y la ecuacién de la recta y= mx + b. El coeficiente de
determinacion que se obtuvd fue de 0,9879, siendo este mayor a los criterios de aceptacion, el
cual debe ser mayor o igual a 0,98, por lo tanto la respuesta del equipo fue directamente
proporcional a la concentracion del analito. La ecuacion de la recta que describe el
comportamiento es y= 0.7132x +10.69.

La inferencia a la pendiente se realizd6 empleando una t-Student para determinar la
relacion entre el analito y la respuesta del equipo, encontrando que los valores de respuesta

dependen de la concentracion, con una o de 0,05. El intervalo de confianza para la pendiente
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fue de 0.00369 < m < 1.4293. Con esto se cumplié el criterio de aceptacion de pendiente

diferente de cero.

En cuanto a la inferencia de la ordenada al origen se empleo la misma prueba

estadistica que se utiliz6 para la pendiente. Con esto se obtuvo que la ordenada al origen tiene

el siguiente intervalo de confianza es 0 <b <21.239.

» Jarabe de Indometacina en jarabe de natural.

Tabla XVI. Linealidad del método para jarabe de Indometacina.

X ABC (mUA*min) Y
Conc mcg/mL 1 2 3 4 5 6 Promedio DesvSTD CV
6 52 5 5.2 5.1 52 53 5.1667 0.1033  1.9990
12 6.9 6.2 6.4 6.7 6.7 6.7 6.6000 0.2530  3.8331
24 8.9 9 8.9 9 8.9 8.9 8.9333 0.0516  0.5781
48 15.4 15.8 15.6 16.3 16.3 16.2 15.9333 0.3882  2.4361
60 18.5 18 18.1 18.3 17.9 18.3 18.1833 0.2229  1.2256
X Cantidad recuperada (mcg/mL) Y
Conc mcg/mL 1 2 3 4 5 6 Promedio DesvSTD CV
6 1.2291  1.1722  1.2291 1.2006  1.2291 1.2575 1.2196 0.0293  2.4056
12 1.7120  1.5131 1.5699 1.6552 1.6552 1.6552 1.6268 0.0719 44177
24 2.2801 23085 22801 23085 2.2801 2.2801 2.2896 0.0147  0.6407
48 4.1266  4.2402 4.1834 43822 43822 43538  4.2781 0.1103  2.5774
60 5.0072 4.8651 4.8935 49504 4.8367 4.9504 49172 0.0633  1.2875

En la tabla X VI se observa el area bajo la curva resultante de la muestra, con los que se

calculd el coeficiente de determinacion (r%), la pendiente de la recta asi como la ordenada al

origen.
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Grafico 5. Linealidad del método para jarabe de Indometacina.

Grafico 6. Linealidad del método para jarabe de Indometacina.
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La linealidad del método es un parametro que determina la relacion entre la
concentracion del analito y la respuesta del equipo, esta prueba se realizd determinando la
respuesta a cinco niveles de concentracion por sextuplicado cada uno. A los datos que se
encuentran en la tabla XVI se les aplico un modelo de regresion lineal por el método de
minimos cuadrados para determinar 1 y la ecuacion de la recta y= mx + b. El coeficiente de
determinacion que se obtuvd fue de 0,9933, siendo este mayor a los criterios de aceptacion, el
cual debe ser mayor o igual a 0,98, por lo tanto la respuesta del equipo fue directamente
proporcional a la concentracion del analito. La ecuacion de la recta que describe el
comportamiento es y= 3.56x + 0.12.

La inferencia a la pendiente se realizo empleando una t-Student para determinar la
relacion entre el analito y la respuesta del equipo, encontrando que los valores de respuesta
dependen de la concentracion, con una o de 0,05. El intervalo de confianza para la pendiente
fue de 0.000018 < m < 0.4962. Con esto se cumpli6 el criterio de aceptacion de pendiente
diferente de cero.

En cuanto a la inferencia de la ordenada al origen se empleo la misma prueba
estadistica que se utilizé para la pendiente. Con esto se obtuvo que la ordenada al origen tiene

el siguiente intervalo de confianza es 0 <b < 7.0405.

4.3 Precision
4.3.1 Repetibilidad
» Suspension de Indometacina en jarabe de granadina.
En la tabla XVII y XVIII se muestran los resultados de precision del método en términos de
repetibilidad a un nivel de concentracion por sextuplicado, donde se obtuvo el coeficiente de

variacion.
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Tabla XVII. Repetibilidad para suspension de Indometacina.

X ABC (mUA*min) Y
Conc. ) Desv. Cant.
1 2 3 4 5 6 Promedio CV  Recuperada %Recobro
mcg/mL STD (meg/mL)
6 16 16,2 159 15,7 159 16,2 15,9833  0,1941 11,2143 5,669 94,4864
0,6494 24305 24,102 100,4250

24 26,4 26,2 27,5 26,3 26,3 27,6 26,7167

60 54,3 54,7 57,1 54,4 55,3 55,2 55,1667 1,0309 1,8686 61,581 102,6350

» Jarabe de Indometacina en jarabe de natural.

Tabla XVIII. Repetibilidad para jarabe de Indometacina.

X ABC (mUA*min) Y
Conc Cant.
y .L 1 2 3 4 5 6  Promedio Desv. STD (0\Y Recuperada %Recobro
meg/m (mcg/mL)
6 52 5 52 51 52 53 5,16666667 0,10327956 1,99895915 5,854 97,5667
90,6196

8,9 8,9 8,93333333 0,05163978 0,57805722 21,749

24 89 9 89 9
1,22562894 50,930 84,8833

60 18,5 18 18,1 18,3 17,9 18,3 18,1833333 0,2228602

Al analizar los datos se puede observar que la variacion entre las muestras para cada nivel
de concentracion del rango no son mayores a 2%, esto indica que el método fue preciso en

términos de repetibilidad y se pudieron controlar adecuadamente los errores que pudieran

presentarse en la adecuacion del método analitico.
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4.3.2 Precision intermedia

» Suspension de Indometacina en jarabe de granadina.

Tabla XIX. Precision intermedia para suspension
de Indometacina.

Al A2
57,13 54,96
54,15 56,38
54,16 55,52
Dl 54,12 54,83
54,21 55,28
54,11 54,87
54,30 54,87
54,70 55,51
Do 57,10 54,88
54,40 54,68
55,30 55,14
55,20 53,77

Yijk=p + Ai + Dj(i) + €k(ij)

Tabla XX. Tabla de Anadeva para suspension de Indometacina.

Fuente SC gl MC Fealc Fiw
Ai 0,0007 1 0,00073388 0,00087059  4,35124348
Dj(i) 1,6859 2 0,84296273 1,04560816  3,49282848
€k(ij) 16,1239 20 0,80619372

Hipotesis 1
Hipotesis 2

Ho: A1=A2 ; A1-A2=0
Ho: D1=D2 ; D1- D2=0

F.a<F.p por lo tanto Ho se acepta

Fcal<Ftab por lo tanto Ho se acepta
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> Jarabe de Indometacina en jarabe de natural.

Tabla XXI. Precision intermedia para jarabe de

Indometacina.
Al A2
18,5 20,7
18 21,2
18,1 20,6
bl 18,3 21
17,9 20,5
18,3 20,5
23,7 19,8
23,6 21,2
D2 23,2 20,6
243 20,5
25,1 20,8
23,7 20,9

Yijk= p + Ai+ Dj(i) + €k(ij)
Tabla XXII. Tabla de Anadeva para jarabe de Indometacina

Fuente SC gl MC Feaic Feb
Ai 47,6017 1 47,60166667 1,81570248 4,35124348
Dj(i) 52,4333 2 26,21666667 129,465021 3,49282848
€k(ij) 4,0500 20 0,2025
Hipotesis 1 Ho: A1=A2 ; A1-A2=0 F.a< Fyp por lo tanto Ho se acepta
Hipoétesis 2 Ho: D1=D2 ; D1- D2=0 F..>Fp por lo tanto Ho se rechaza

En las tablas XIX, XX, XXI, XXII se muestran los resultados de la reproducibilidad, la
cual se realizd por dos analistas diferentes en dos dias diferentes en un mismo nivel de
concentracion, bajo las mismas condiciones de laboratorio. Los resultados de esta prueba
reflejarén que el método para suspension de Indometacina fue reproducible y que no existe una
diferencia entre los analistas ni entre los dias, sin embargo para el jarabe de Indometacina

existe una diferencia entre los dias pero no entre los analistas.
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4.4 Exactitud

En las tablas XVII y XVIII se muestra la cantidad recuperada y el % de recobro por cada

nivel de concentracion los cuales estan dentro del criterio de aceptacion, por lo tanto el método

es exacto al 100%.

4.5 Estabilidad

» Suspension de Indometacina en jarabe de granadina.

Tabla XXIII. Resultados de estabilidad de la muestra para suspension de Indometacina.

ABC (mUA*min)

T Ambiente T Refrigeracion
to 14 43 to t4 t43

54,40 54,87 54,96 54,40 54,87 54,96

54,28 55,51 56,38 54,28 55,51 56,38

54,48 54,88 55,52 54,48 54,88 55,52
Promedio 54,387 55,088 55,619 54,387 55,088 55,619
Desv. STD. 0,099 0,367 0,715 0,099 0,367 0,715
CV (%) 0,183 0,666 1,286 0,183 0,666 1,286

» Jarabe de Indometacina en jarabe de natural.

Tabla XXIV. Resultados de la estabilidad de la muestra para jarabe de Indometacina.
ABC (mUA*min)

T Ambiente T Refrigeracion
to o4 148 to 124 143

18,5 20,7 25,1 21,2 23,7 24,1

18,3 20,5 23,6 20,7 23,6 25,1

18,3 20,6 23,2 20,5 23,2 23,7
Promedio 18,367 20,600 23,967 20,800 23,500 24,300
Desv. STD. 0,115 0,100 1,002 0,361 0,265 0,721
CV (%) 0,629 0,485 4,179 1,733 1,126 2,968
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La estabilidad de la muestra es muy importante debido a que no siempre se puede analizar
al mismo tiempo en el que se prepara la muestra, para esto se debe almacenar por lo menos un
periodo de 24 h a temperatura ambiente o a temperatura de refrigeracion, para que la muestra se
considere estable, debe cumplir con el criterio de aceptacion C.V.< 2 %, al analizar los
resultados obtenidos en las tablas XXIII y XXIV para esta prueba se obtuvd que ambas
formulaciones cumplen con este criterio donde el C.V. no fue mayor al 2 %, con esto se puede
saber que las muestra si es estable durante un periodo de 24 h, sin embargo las muestras de
jarabe de Indometacina no se puede considerar estable ya que el valor obtenido es mayor al
criterio de aceptacion, este valor pudo ser provocado por la degradacion de la molécula o de los
componentes del jarabe (matriz). Por lo tanto las muestras son estables siempre y cuando no

sean analizadas después de 48h de su preparacion.
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X. CONCLUSIONES

» El método permite identificar la Indometacina y comprobar si las formulaciones
extemporaneas de Indometacina presentan una uniformidad de contenido adecuada para su
administracion.

» El control de calidad que se realizo a las formulaciones (suspension y jarabe) asegura que si
son preparadas segun la formula maestra, son adecuadas para su administracion.

» La Indometacina se mantiene estable en la formulacion extemporanea hasta por 48 horas en

condiciones de refrigeracion conservando sus caracteristicas iniciales.
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