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INTRODUCCION

El papel del proceso de disolucidn en la eficiencia de una forma
farmacéutica solida tiene como efecto obtener datos precisos que
aseguren la disponibilidad bioldgica del famaco en el lugar de
absorcién, ademds de ayudar a identificar formulaciones gue presenten
problemas de bicequivalencia, también como  asegurar g
bioequivalencia de lote a lote, asi la velocidad de disolucidn es
relacionada direciamente con la eficiencia de la tableta. De esta
manera es posible predecir de forma relativa el comportamiento de
una forma farmacéutica parficular después de su administracion en el
organismao.

Es por eso que a nivel produccion se hace necesario, una vez
establecidas las condiciones operacionales para la prueba de
disolucidn, ocuparse de o cuantificacidn  del principio  activo,
requiiendo para la cuantificacion de la dexametasona en la disolucion
de un andlisis que garantice la obtencién de resultados confiables, que
tenga siempre o misma validez, que el equipo disponible sea el
adecuado y que el fiempo para efectuar el andlisis sea el minimo para
evitar coniratiempos en produccion.

En la actualidad el método empleado para la cuanfificacion de la
dexametasona s por reaccion coloimética presentando desventajas
de coslo elevado, tiempo de reaccion largo y dificil disposicion de
reactivos, es por ello que se plantea la implementacion del mélodo por
cromatografia de liquidos de alta resolucion que efectia la deteccion y
cuantificacion de bajas concentraciones de este activo ({0.03mg/mil), el
cual evita cualquier interaccidn con los excipientes que se encuentran
en mayor proporcion (especifico), realiza el andlisis en tiempos cortos
(iempos de retencién de 2.2 min aproximadamenie] y por Ultimo se
oplique a lodo el ensayc de tfabletas {uniformidad de contenido,
identidad y valoracion).



Inevitablemente al suprmir la reaccion de color y realzar la
cuantificacion de la dexametasona en la disolucion por HPLC se
comprueba la eficacia del método por medio de la validacién, la cual
es el ama mas valiosa de tal implementacién, debido ¢ que
proporciona datos esenciales para saber si es aplicable en andlisis
quimico.

Los criterios que se emplearon para validar la técnica de la disolucion
fueron los establecidos en la USP en la categoria Il (precision y
tolerancia) y como datos adicionales se realzaron la linealidad,
exactitud y especificidad.



I. FUNDAMENTACION DEL. TEMALA.

1.1 DEXAMETASONA (DXS).

Desde o observacidn de Hench, en 1949, de una respuesia
espectacular a ka cortisona en pacientes con artritis reumatoide. los
estercides supramanales y glucocorticoides sintéticos se han usado
ampliomerte en medicing, investigaciones posteriores condujeron al
desarmollo de muchos estercides nuevos con mayor potencia
antinflamatoria y poco efecto sobre la adsorcidn de Na* como son:
Prednisona, metiprednisolona y dexametasona. esta vltima difiere de ia
corfisona por un doble enlace en la posicidn 1,2; un fldor en posicion a 9
y un CHaa en posicion 16. {1,2).

1.2 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS (8,10).

1.2.1. FORMULA ESTRUCTURAL:

Estruciura desarrollada de dexametascona.
(VER FIGURA 1}

1.23. FORMULA CONDENSADA:

C2HxFOs

1.2.8. FESO MOLECULAR:

392.50 g/moal



115, NOMBRES QUIMICOS:

a) -FLUORO-11,17 21-TRIHIDROXI- 1 5-METILPREGNA-1 4-
DIENG-3.20-DIONA,

b} PREGNA-1,4-DIENO-3,20-DIONA- 9-FLUOROC-11,17.21
TRIHIDROXI-16-METIL-{118 .16 ).

c} 9 -FLUOR-16 a-METILPREDNISOLONA.

d) 1-DIHIDRG- 1 6o -METIL-9a -FLUORO- HIDROCORTISONA,

CH>- OH

FiIGURA 1. ESTRUCTURA DE LA
DEXAMETASONA.



1.2.6. SOLUSILIDAD:

insoluble en agua, débilmente soluble en éter v soluble en
acetona, etano! y cloroformo.

127 EIODISPOMIBILIDAD:

luego de su administracion oral, se alcanzan Ias

concentraciones maximas plasmaticas {50 -80%j en 1 o 2 hrs
{21}

1.2.8. ELIMINACION RENAL:

8% en forma de sulfato o glucordnido por la reduccidn de
la cetona a hidrdxilo en el C3 (21).
1.2.9. VOLWMEN DE DISTRIBUCION:

0.8- 1.0 t/Kg.(21}.

1.2.1.0. ESFECTRO ULTRAVIOLETA:

Absorcién maxima al U.V. a 240 nm con etanol el E 1% 1 cm.
355. A 263 nm el E% 1 cm 422 a 455 (8).

LLLL FORMAS FARMACEUTICAS:

Tabletas de 0.25mg, y 0.5 mgy 0.75 mg.
Solucion oftaimica de 0.90 mg.
Soluciones nasales de 0.5 mg.
Soluciones inyectables de 4 mg/ml.

Estas tres Gltimas contienen una sal de dexametasona [fosfato sodico de

dexametasona & 2l-sonicotinato de dexametasona) que ks hace
soluble en agua.



LZ2I12. INDICACIONES TERAPEUTICAS:

ENDOCRINOLOGIA.- Algunos casos de insuficiencia adrenai y Tiroiditis.
Empleo terapéutico en enfermedades no endrocrings.

REUMATOLOGIA.- Bl criterio para iniciar la tferapéutica con cor-
ticosteroides es el estado de enfermedad progresiva,
considerandose el hecho, de que una vez iniciada la
administracién, posiblemente deberdn emplearse
durante muchos afios o toda la vida, con los riesgos
de serias compiicaciones. Ejiemplo: Artritis reumatoide,
gotosa, postraumdatica, osteoartritis, sinovitis espondilitis
anquilosante. Lupus sisiémico.

DEMATOLOGIA.- H empleo de preparados de  coticosteroides
adecuados para la  administacion  tépica, ha
revolucionado lo tergpéutica de las formas mds
comunes de enfermedad cutaneas. Se debe cuidar
la concentracidn utilizada, evitande ocasionar
represion en el eje hipofisario-supramanal. Eempios:
Eriterna multiforme, dermatitis exfoliativa, dermatitis
por contacto.

HEMATOLOGIA.- Las manifestaciones de la mayor parte de
enfermedades de este grupo, son confrolados por
glucocoticosteroides, disminuyendo la morbiidad en
todas estas enfermedades y prolongando los tiempos
de supervivencia. FHempios: Anemias y
frombocitopenias autoinmunes. Leucemia vy linfomas.
Sindrome de coagulacién intravascular.

MISCELANEAS.-  Bstados de choque. Edema cerebral. En general, en
ios procesos inflamatorios que requieren fratamientos
rdpidos.



13 CROMATOGRAFIA

L.3.0. METODOS DE ANALISIS DE LA DEXAMETASONA.

Existen gran variedad de métodos analiticos para la cuantificacién de
dexametasona, muchos de estos estdn basados principalmente por
reacciones especificas en el carbonilo en 20, dando como resultado
soluciones coloridas que posteriormente son cuantificadas espectrofolo-
meficamente {13,14), cuyas desvenlajas son el tiempo requerido de
reaccidn y la estabilidad que presenta esta reaccidn. También se
encueniran descritos  diversos métodos como  los  directos de
cuantificacién al espectrofotometro U.V. en solucidn de metanol,
enzimdticos, polarograficos, polarimétricos y cromatograficos como son:
capa fina, gases vy liquidos de alta resolucidn (8,19). En la actualidad, el
auge y mayor relevancia de andlisis por cromatografia han permitido
prescindir poco a poco de jos ofros métodos, esto se debe a la
capacidad que fiene en poder separar los componentes de interés de
los componentes inertes, propiedad por la cual permite cuantificar a lo
dexameilasona sin interferencia de fos excipienies que se encuentran en
mayor proporcién en la tableta {15,146},

1.3.2 DEANICION

La cromatografia se define como un meétodoe fisico de separacién, en
el cual los componentes a separarse se distribuyen enfre dos fases, una
fase movil (liquide o gaseosa) que circula a Través de una fase
estacionaria, (sdlida o liquida). Al introducir una mezcla de sustancias en
un sisterna cromatogréfico, se produce una serie de equilibrios de
distriibucion entre las dos fases, dando lugar a repelidas adsorcicnes y
desorciones durante el movimiento de los componentes a lo largo de ta
fase estacionaria, lograndose la separacion debida q los coeficientes
de distribucion de los componentes (17).

1.3.3. TIPOS DE CROMATOGRAFIA

Segln sea la naturaleza de las fases involucradas en los mecanismos
de separacion, la cromatografia de clasifica en : {(VER FIGURA 2).



TIPOS DECROMATOGRAFLA

CROMATOGRAFTA
DE LIQUIDOQS

FIGURA 2.

TIFPOS DE CROMATOGRATFIA

CROMATOGRAFIA
GAS-LIQUIDO
{PARTICION)

CROMATOGRAFIA
GAS-SOLIDO
{ADSORCION)

CROMATOGRAFIA
EN CAPA DELGADA
{ADSORCION)

CROMATOGRAFIA
EN PAPEL
{PARTICION)

CROMATOGRAFLA
LIQUIDO-SOLIDO
{ADSORCION)

CROMATOGRAFIA
LIQUIDO-LIQUIDO
{PARTICION])

CROMATOGRAFIA
DE EXCLISION




9.2.3.1. CROMATOGRA?ADE ADSOCRLION:
La fase estacionaria es un sdlido, ka separacion se basa en
repetidas etapas de adsorcion y desorcion.

9.3.5.2. GROMATOGRAPIA DE PARVILION:
La fase estacionaria es un liquido, I separacion se basa en
una particién enfre la fase movil vy la fase estacionaria.

1.8.3. 8. OROWMATOGESTIA DE TRTERCANEIC 1000 -
ta fase estacionaria estd cargada idnicamente con la
carga contrara a la muestra.

9.3.5.4. CROWAI0GTAPIA DE EXOLUSTON:
Se rellena la columna con un material especial con lo que
la muestra es retenida o fillrada segun sea el tamaiio
molecutar.

(.3.8. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (HPLO.

La cromatografia de liguidos (HPLC), es una de las técnicas mds
versdfiles de la quimica analitica, debido a su sencillez y copacidad
para obtener separaciones de alta resolucidn. El éxito de la aplicacién
para un compuesio depende de la combinacion correcta .de las
condiciones de operacién: fipo de columna. fase mévi, longitud y
didmetro de la columna, velocidad de fiujo, tipo de empaque etc.

Los mecanismos o procesos de separacion que dan como resultado
la retencidon de las moléculas de una muestra por parte de la fase
estacionana dan lugar a diferentes mélodos de cromalografia liquida.
Bxisten ofros mecanismos de separacién, como la cromatografia de
fases enlazadas, en 1o cual, la fase estacionaria estd unida quimi-
camente q las particulas del soporte. Este empaque es de los mds
usados en HPLC por ser estable y no perderse faciimente por ef uso. Esta
variante de cromatografia se puede llevar a cabo en la fase nommal o
fase inversa,



7.3.4.1 FASE NOTNAL:
La fase estacionario es fuertemente polar {silice} v la fase
mavil es apolar. Los componentes polares quedan retenidos
en la columna durante tiempos mayores de que los
componentes no polares.

9.83.4.2 FASE MVERSAH:
La fase estacionaria es apolar (hidrocarburos) y la fase mévil
es polar. En cuanto mds apolar sean los componentes de
Una muestra, mayor sera la retencion.

1.3.5. COMPONENTES BASICOS

Los componentes basicos que integran un cromatografo de liquidos
son: ung bomba, un inyeclor, una columna, un delecfor y un
integrodor [VER FIGURA 3}.

1.3.5.1. SISTENADE BOWSED:

Su abjetive es impulsar la fase movil a fravés de la columnag
y se debe cumplir con ciertas especificaciones como
reproducibilidad  y  precision, manteniendo  un  flujo
constante. La mds utilizada es ka llamada bomba reciproca
que proporciona un flujo constante de ta fase mévil a la
columna cromatografica. En muchos instrumentos se sitia
enire la bomba y el sistema de inyeccidon un amortiguador
de impulses con el in de mantener estable la presion del
sistema.

9.3.5.2. COLIONNA:

Es la parte fundamental en cromatografic, porque es
donde se lleva a cabo la separacion. Generalmente es un
tubo de acero inoxidable, con una longitud de 7.5 a 30 cm.
de largo, con un didmetro interno de 2-5 mm.; contiene ala
fase estacionaria, el material de empaque seleccionado
dependerd de la separacidn que se desee hacer. Este
empaque estd formado de unas microesferas de silice
porosa con la superficie modificada (fambién se usan otros
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materigles pero no son lan comunes) la modificaciéon de 1a
superficie de silice se redliza por reacciones quimicas. con
frecuencia se¢ une una monocapa de grupos octadeci.
fenil octi. amino, efc. dando lugar @ un producio con
diterentes caracteristicas cromatograficas.

9.2.5.3 SISTENA DE TIHECEION:
Existen varios mecanismos de infroduccién de la muestra,
pudiéndose clasificar  en: manudgies, automgficos y
computarizados. Es importante la infroduccion de o
muestra parg obtener una buena resolucion y separacion y
debe hacerse en forma de paguete pequeno para ayudar
a la cblencion de picos pequefios y simetricos.

9.3.5.4. FHSE WOVIL:
Es parte acfiva en un sistema de cromatografia de liquidos,
por l¢ que su eleccién es muy importante, en (o separacion
de las muesiras.

CARACTERISTICAS DE LA FASE MOVIL:

s Alta pureza

« Punto de ebullicion de 20 a 50° C anba de ia temperatura de la
columna,

= Bgja viscosidad.

« Baja reactividad, para evitar la interaccién con los solutos o con el
empaque.

« limitada fiamabilidad y toxicidad.

¢ Polaridad adecuada.

e Solubiidad compatible con la de la muestra.

0.3.55 DETECTORES:

Los cromatografos actuales poseen un amplio intervalo
operativo que nomalmente permite trabgjar en un mismo
aparato a escala anglitica o preparativa. Tiene una gran
sensibilidad, lo que permite la deteccion de nanogramos de
material.

1




El detector mas ufilizado es el de absorcion Uv/vk. con
lfongitud de onda variable. Existe un detector de amegio de
diodos cuya caracteristica es que puede realzar la
deteccidén de los diferentes componentes de una muesira
en un rango de longitudes de onda.

Oftros detectores son:

» DETECTOR DE INDICE DE REFRACCION (Defector de desviacion y
delecfor de reflexion).- Determina la diferencia entre el indice de
refraccion de la fase moévil sola v de la fase mdvil que contiene el
compuesto en cuanto emerge de la columna. Los detectores de indice
de refraccion son menos sensitivos que los deteciores UV. Ellos son
sensibles a cambios pequefnos en la composicidn de solventes, flujo vy
temperatura.

s DETECTOR DE AUORESCENCIA.- Son sensibles a compuestos que
presentan fluorescencia inherente o que pueden ser convertidos a
derivados Ruorescentes por transformacion quimica de  oiros
compuestos, o por unise con agentes fluorescentes en grupos
funcionales especificos.

¢ DETECTOR ELECTROQUIMICO, POTENCIOMETRICO O VYOLTAMETRICO.-
Son usados en la cuantificacion de especies que pueden oxidarse o
reducirse. Estos detectores son selectivos, sensibles y confiabies, pero
requieren fase mdvil conductora libre de oxigenc e iones metdlicos
reductores.

12
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i.4. VALIDACION

L.&.1. DEFINICION

La validacién de un método analitico es el proceso por el cual queda
establecido, por estudios experimentales, que ia capacidad del método
satisface los requisitos para ta aplicacién analitica deseada, es decir, es
un juicio que proporciona el fundamento para decidir si un método
reune las condiciones necesarias para su aplicacion en andlisis quimico.
Los parémetros que suministran la informacién para decidir si un método
&5 o no funcional son estudiados con la herramienta estadistica, es claro
que un método que es validado para una situacion puede no serlo
para ofra.

1.8.2 CATEGORIAS

Las categorias de los métodos mdas comunes que requieren ser
validados son: (13).

» CATEGORIA 1: Métodos analiticos para cuantificar los componentes
principales de sustancias a granel o ingredientes activos fincluyendo
conservadores) en productos farmacéuticos terminados.

¢ CATEGORIA 2: Mélodos andliticos para delerminar impurezas a
sustancias a granel o compuestos de degradacion en productos
farmacéuticos terminados. Andlisis Cuantitativo, pruebas limite.

¢ CATEGORIA 3: Métodos andiiticos para determinar caracteristicas
fisicas, por ejemplo: Disolucién, liberacién del principio active. [VER CUADRC
1}.

14



DAYOS REQUERIDOS PARA 1A VALIDACION DE

METODOS ANALITICOS.
PARAMETROS CATEGORIAS
ANALITICOS

1 2 3

CUANTITATIVO | CUALITATIVO
LINEALIDAD St St - .
PRECISION sl si - I
EXACTITUD Sl St . .
Sl .

ESPECIFICIDAD I Si
LIMITES DE - — Sl .
DETECCION
LIMITES DE - st - y
CUANTIFICACION
TOLERANCIA sl ! Sl sl

*Puede ser requerido, dependiendo de la naturaleza de la prueba
especifica.

CUAOKO 1. FARAHETIOS GUE SE REGUIEIIN FARA CAM
CATHEGOR.

15




|43 PARAMETROS DE MALIDACION.

ta forma de validar un método, depende de la aplicacién gue se le
va a dar {control de cafidad, estudios de estabilidad o andlisis de
proceso), de los requermientos gubemamentales y desde luego el
criterio de la persona que lo reqliza.

.4.3.1 2ATHEALTDAD.

Se llama linealidad al grado en que la curva de calibracién analitica
se aproxima a la funcién matematica o al grado en que la sensibilidad
es constante,

¢ La linealidad del sistema: Debe demosirarse que Ia relacién entre

la conceniracién del estandar y la respuesta del detector sigue una
relacion matematica definida y constante, se busca que la funcién
seqa lineal. {(VER CUADRO 2)

Cuando se determina la linealidad se debe especificar:

a) La sensibilidad det sistema. Es igual a la pendiente de la curva de
calibracion analiica expresada como la relacién del cambio de
sefial al cambio de conceniracion de la sustancia andlizada.

b} Rango onalifico: Indica la concentracidn mas alta y mas baja de la
sustancia que se gjusta a la funcién matemdtica que relaciona la
respuesta det detector con la concenfracidn o el rango de
concentfraciones en que se estudio esta respuesta.

16



CRITERIQS DE ACEPTACION
C.V. < 1.5%
r > 0.99
r > 0.8

CUADRO 2: CEITERIOS OF ACEFTACION PARA LIREALIDAD
DEL SISTEMA

» Linealidad del metodo: Es la relacion que se establece mediante
una linea recta, enfre una propiedad medible (cantidad de farmaco
recuperado)} y el valor real de la propiedad (cantidad adicionadaj.
{VER CUADRO 3)

CRITERIOS DE ACEPTACION
b = 0

m = 1

r2 > 0.98

CUADRO 3. CRITERIOS PARA LIKEAL IDAD
DEL METODO

1.43.2 PRECISION

Grados de concordancia muatua enire los resultados obtenidos en
una sefie de ensayos, s& expresa como Ia desviacion esténdar o bien
como la desviacién estandar redativa o coeficiente de variacion.

o La Precisién del sistemna: Se demuestra analizando un cierto

nimero de veces de la misma solucién estandar. Los experimentos
se evallan a nivel de significacic de 0.05 equivalente a una
desviacion estandar relativa de 2.0%. Se considera que un meélodo es
preciso cuando et vaior de la media del porciento de recobro esta
muy aproximado al 100% y el valor de coeficiente de variacion esta
por debdjo al prociento registado, de acuerdo al método de andiisis
uliizago: (VER CUADRO 4).
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CRITERICS DE ACEPTACION
C.V. < 1.5%

CUADRO 8. CRITERIOS DE ACEFTACION DE LA
PRECISION DEL SI5TEMA

¢ Precision del método: Es la concordanciao oblenida entre las

detemminaciones independientes realzadas por un solo anglista
usando los mismos aparatos v técnicas (repetibiidad); y como la
concordancia obtenida entre determinaciones efectuadas por
diferentes analistas en diferentes dias o diferentes laboratorios
utilizando diferentes equipos (reproducibiidad). (VER CUADRO 5}

CRITERIOS DE ACEPTACION

Método C.v. {porciento  de
recotxo)

Cromatografico < 20%

Quimico vy espectrofotomeétrico < 30%

Microbiologico < 50%

CUADRO 5. CRITERTOS DE ACEFTACION DE LB PRECISION DEL METODO.

1L 4.3.3 EXACIIUD

s la concordancia entfre e! valor experimental determinado y el vaior
de referencia aceplado, es decir. es o medida de cuanto las
determinaciones se desvian del valor verdodero. EBsto implica el
conocimiento exacto del valor verdadero que ha sido comparado con
un patrdn aceptable y que se uliliza como exacto y verdadero.

¢ Exactitud del sistema: Establece el posible efecto de los

excipientes sobre o adecuada comelacidn enlre la respuesta del
detector y la concentracién real del farmaco. (VER CUADRO 6).
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Para su determinacién, se evalic el comportamiento de diferenies
niveles de concentracidn de la sustancia de referencia entre ta
respuesia del detector. Evaliandose a partir de la grdfica resuitante de
datos obtenidos experimentaimente y los siguientes parametros
estadisticos: intercepto (b) y coeficiente de correlacién (r}.

EL SITEMA ES EXACTO CUANDO:
b = 0
r = |

CUADED &. CHTERIOS DE ACEFTACION FARA EXACTITUD DEL SISTEMA.

¢ Exactitud el método: Se demuestra por:

aj} Efeclo placebo: Concordancia entre  determinaciones
independientes realizadas por un solo anglista en muestras preparadas
con la misma cantidad de placebo, afadiendo diferentes cantidades
del estédndar que varian entre el 50 y 110% del nivel normal de andlisis.

b) Linealidad del méfodo. Se lleva a cabo analizando muestras de
diferentes tamanos. Este experimento indica el efecto que puede tener
la presencia de ias sustancias auxiliares en ia formulacion (excipientes ©
vehiculos) cuando en alguna ocasidn se modifica la canfidad de
muesira empleada para el andlisis o cuando ha habide un error en g
manufactura del producto.

1.4..3.4. ESPERTFICTDAD {Setectividad)

Es el grado en el cual la medicion es debido solo a la sustancia a ser
determinada y no a otra u ofras sustancias que pueden estar presentes
en el material sujieto a andlisis, dependiendo de la aplicacion del
método se requerira de mayor o menor grado de especificidad. {VER
CUADROQ 7).
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CRITERIOS DE ACEPTACION
No existiran interferencias
por parte de ios excipientes

CUADRO 7. CHITERNDS DE ACEFTACION FARA BSPECIACIDAD.

1435 TOLERANNA

Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos
por el andlisis de la muestra bajo modificaciones de las condiciones
normales de operacion, tales como proporciones de los disclventes de
la fase mévil, el pH, columna, elc., y observando de que manera se
alteran los resultados. (VER CUADRO 8).

Se establece cuantificando una muestra homogénea por triplicado y
evoluando los pardmetros cromatogrdaficos de 3 inyecciones de una
misma sustancia patrén de referencia.

CRITERIO
No existe criterio definido para este pardmefre en farmacopeas o guias
de validacion, pudiéndose establecer una varacion del 2% del
promedio en el andlisis de folerancia con respecto al promedio del
andlisis redlizado bajo condiciones nomales.

CUADRSO 8. CHITERION DE ACEFTACION PRRA TOLERANCIA




1.5 DISOLUCION

1.5.1. DEANICION

Es el proceso por el cual un soluto de relativamente poca solubilidad
entra en sclucidn {3).

La prueba de disolucion in vitro es aplicada a las formas de
dosificacién sdlida para medir la canfidad de fdrmaco disuelto en un
tiempo predeterminado usando un aparato disefiado para un conirol
cuidadoso de parametros de la prueba (24).

La prueba de disolucién debe ser sensible para pequenos cambios en
la formulacion. para poder asegurar una yniformidad de lote a lote en
manufactura de rutina y servir como medido para comparar la
disponibilidad biologica en formas farmacéuticas similares preparadas
en diferentes laboratorios.

1.5.2. FACTORES OUF INFLUYEN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION

La disolucién de un sdlido depende de factores fisico-quimicos que
aportan cambios en las caracteristicas del soluto, esencialmenie su
solubilidad, o bien modificaciones donde se efectia la disolucion, en
particular en el espesor de la capa a través de la cual se realiza el
intercambio de materia entre las particulas a disolver, el disolvente y en
lo composicion de este Uitimo.
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1.5.5. FACTORES QUE DEPENDEN DEL MEDIO DE DISOLUCION

1.5.3.1. Intensidad de agitacién. La relacidon entre la intensidad de
agitacién y velocidad de disolucién varia considerablemente de
acuerdo con el tipo de agitacion que se uiiice, del grado de flujo
laminar o turbulento que hay en el sistema, la forma y disefic del
agitader y las propiedades fisico-quirnicas del sdlido. Lo ideal seria tener
un flujc laminar reproducible que es esenclal para obtener resultados
confiables manteniende a un nivel relativamente bajo la velocidad de
agitacion.

1.5.3.2 Temperatura. {a solubiidad del farmaco dependen de Ia
temperatura del medio. Las variaciones de temperatura, durante la
determinacion de disolucion se pueden evitar y deben mantenerse
dentro de los + 0.5 ®* C. FBsto se debe al uso de termostdtos o
calentadores diseniados para que no exisla este tipo de problemas. La
operacion de la temperatura en la disolucion es redlizada a 37 °C
debido a las condiciones “in vive" (29).

1.5.3.3. Composicicn del medio. Factores como Ia viscosidad, pH,
tension superficial.

- Viscosidad. Influye en la velocidad de disolucidn de forma

Inversarmente proporcional pere en dlgunos procesos de disolucion la
viscosidad puede tener poco efecto.

- pH. Una solucion acida tiende a desintegrar mas rapido  a la

tableta, por lo tanto puede aumentar la velocidad de disolucion
aumentando la superficie eficaz, ahora bien, el pH del medic es
aproximadamente de 1.2, con el fin de simular el pH del jugo gashico.

- Tensidén superficial. Posee gran efecto significaivo sobre la

velocidad de disolucidn del activo, debido a que agentes
lensoqactivos reducen el angulo de contacto aumentande el proceso
de penetracion de la matriz por parte del medio de disolucién,
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1.5.4. FACTORES QUE DEPENDEN DEL SOLIDO A DISOLVER

L54.]. Solubilidad (3).

- Naturaleza quimica. Las particulas sélidas presentan forma amorfa
o cristaling. Generaimente es preferida lo amorfa porque es mas soluble
que la crstalina, aunque en dalgunos compuestos presentan
inestabilidad {caso de lo peniciing).

- Polimorfismo. -Es cuando una sustancia puede cristalizar en varios

sistemas cristalinos  distintos con  distintas  propiedades. A una
temperatura una forma es estable y las demds inestables
imeftaestables}. se prefiere esta forma metaestable porque presenta
mayor velocidad de disolucion.

1.5.42 Superficie libre .

- Tamano de particula. La velocidad de disolucidn es directamente

proporcional a la superficie efectiva de! principio activo en contacto
con el disolvente sin embargo no debe intentarse la disminucidn de Ia
particula pues existen dificultades de humectacién debido a la carga
adquirda en trituracion. De modo que se hace necesario el estudio
particular de estandarizar la granulometria del activo.

- Porosidad. Afecta de forma directamente propocional a la

penetracidon del liquido, es decir, en cuanto mayor sea el radic del poro
es mayor la penetracién del liguido.
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II. PLANEAMIENTO DEL. PROBLEMA-A

La validacion es parte fundamental en el desarrclic de todo proceso
y formulacion de técnicas de andlisis, siendo particutar para cada
problema, por ello, las constantes modificaciones a los métodos
analiticos deben requerir nuevamente de validacién, asegurando la
confiabilidad de los resultados.

Ahora bien, la dexametasona, cuya forma farmaceltica
predominante ha sido en tabletas, ha tenido grandes cambios con
referencia a los métodos de cuantificacion del principio activo siendo
reacciones colorimétricas.  espectofotométricas y  actualmente
cromatografia de liguidos (Farmacopea USP XXill), no obstante, la
cuantificacién en la disolucidn no ha presentado una confiabilidad
adecuada y la determinacién del principio activo se redliza por medio
de una reaccién colorimeétrica con tetrazolio e hidrdxido de tetramedtil
amonic, con extracciones previas de cloroformo y determinado por
espectrometria U.V./ VIS, como resultado se ha obtenide un mayor
tiempo de andlisis, ademds de la dificil y costosa adquisicidon de los
reactivos.

Argumento por €l cual se requiere prescindir de la reaccion de color
a fin de cumplir con la menor manipulacidn de la muestra desde el
inicio hasta el final del andlsis de las tabletas y sobre todo confirmar la
vdiidez del método garantizando asi d la confiabilidad del mismo.
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IXX. OBJETIVOS

Realizar lao adaptacidn del método de disolucion descariando la
reaccion de color y cuantificando el prncipio activo liberado por
cromatografia de liquidos de alia resolucién.

Demaostrar que esta modificacion cumple con los requisitos
especificados en validacién, determinando los pardmefros de
linealidad, exactitud, precision y tolerancia del método.
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IV. HIPOTESIS

Todo el andlisis quimico de las tabletas de dexametasona {disolucion,
valoracion y uniformidad de contenido} que marca USP requiere de un
fiempo considerable y un coslo alto en reactivos.  Si se omiie la
reaccién  colorimétrica en lo cuantificacion de ia disolucion y
uniformidad de contenido realizandose por cromatografia de liquidos
de alta resolucion se podra reducir el tiempo de andlisis de las tabletas,
ademds de demostrar la eficacia y confiabilidad en los resultados por
medio de la validacion.
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V. MATERIAL Y EQUIPO.

MATERIAL
CANTIDAD DESCRIPCION CAPACIDAD MARCA
5 Pipetas volumétricas 0 mil Pyrex
5 Pipetas volumeétricas 1.2.3.4.5. ml cfu  Pyrex
10 Matraces volumetricos 50 ml Pyrex
10 Matraces volumetricos 25mi Pyrex
R Matraz voluméfrico 100 mi Pyrex
5 Embudos de separacion 125 mil Pyrex
1 Jeringa de vidrio 100 mcl
6 Vasos Erlenmeyer 100 mi Pyrex
6 Embudos de filfracion 250 mit Pyrex
Papel fiitro No. 40 Millipore
1 Termometro 45°C Trend
1 Bano uitrasonido
INTRUMENTOS
DESCRIPCION MARCA MODELO
BALANZA ANALITICA  Metiler 160
DISOLUTOR Elecsa DIE 25- 250
CROMATOGRAFO Perkin Elmer
bomba Perkin Elmer 200 Lc pump
detector Perkin Elmer 235 ¢ (areglo de diodos
Interfase Pe Nelson 4600 Link
Inyector Perkin Elmer lup fijo
Columna Fenomenex Uitracarb ODS C-18
REACTIIOS MARCA CALIDAD
HCI Merck Grado analifico
Acetonitrilo Mallinckrodf HPLC
Metanol Chromanorm HPLC
Cloroformo Merck Grado analitico
Agua Mallinckrodf HPLC
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HETOPSO ORIGIRAL

DEXAMETASONA
FORMA FARMACEUTICA:  TABLETAS.
PESO PROMEDIO: 80 mg/tableta

CONTENIDO DE DEXAMETASONA : 075 mg/tableta.

METODO DE DlSOLlIClON:r
MEDIQ: HCI diluido (1:100); 500 ml.
APARATO I Canastillas

VELOCIDAD: 100 rom.
TIEMPQ: 45 min.

Solucion estandar: Disolver en alcohol una cantidad apropiada de
estandar de dexametasona USP, pesada exactamente, obteniendo
una solucién cuye concentracion es alrededor de 10 mecg/mi. Pipelear
20 ml de esta solucidn en una mairaz aforade de 50 mi. Proceder
directamente como en &l ensayo para esteroides. {Méfodo 351}

Procedimiento: Extraer una dlicuota del medio de disolucion
equivalente aproximadomente a 200 mg de dexametasona con fres
porciones de 15 mi de cloroformo.  Evaporar los extractos combinados
de cloroformo en una bafio hasta sequedad, enfriar, y disolver el residuo
en 20 ml de alcohol. Proceder directamente como en el ensayo para
esteroides {méfodo 351). Calcular con la siguiente fdmula:

10 (C/V) (Au/As)

En donde
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V. el volumen en ml de la dlicvota exiraido con cloroformo.
C: la conceniracién del estandar.

AU la absorbancia de la muesira.

As: lg gbsorbancia del estandar.

Tolerancia: No menos de 70% (Q). de ka cantidad del marbete de
dexametasona es disuelta en 45 min.

Método 351, Ensayo para esteroides.

Adicionar a cada solucién {estandar, muesira y blanco) 2 ml de una
solucién preparada y disuelta de 50 mg de azul de tefrazolium en 10 ml
de metanct y mezclar. Después adicionar en cada matraz 2 mi de una
mezcla de alcohol e hidroxido de teframetil amenio (9:1), mezclar y
colocar en Ig obscuridad por 45 min. Inmediatamente. determinar las
absorbancias de las soluciones a 525 nm conira el blanco.



VI. METODO PROPUESTO.

METODO DE DISOLUCION:

MEDIO: HCI diluido {1:100); 500 ml.
APARATO It Cangstlillas
VELOCIDAD: 100 rpm.

TIEMPQO: 45 min.

Solucion estandar. Preparar directamente el estandar disolviendo en
metanol 19 mg de dexametasona en un matraz volumeétrico de 25 mi
agitar 20 min. y posteriormente aforar. Tomar una alicuota de 1 ml y
llevar a un matraz de 25 ml, agitar y aforar con metanol. Concentracion
final: 30.4 mcg/ml.

Procedimiento: Llevar a cabo la disolucidn en las condiciones
indicadas (dosis por unidad: 0.75 mg) y del medio de disolucion filirar 100
mi y exfraer con fres porciones de cloroformo (15 mi cada porciony.
Filtrar los exiracios cloroférmicos con sulfato de sodio anhidro y evaporar
hasta sequedad, enfriar y disolver en 5 ml de metanol. Conceniracién
final : 30 mcg/mil.

Tolerancia : Q mayor de 70 %.

CONDICIONES PARA EL ANALISIS POR HPLC

Fase movil: Acetonitriio-agua  30:70

Fluio: 2 ml/min.

Tiempo de retencidn: 7 min aproxiimadamente.
Longitud de onda: 254 nm.

Presion: 1000 psi.

Inyeccion: 20 mcl.
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CALIBRACION DEL DISOLUTOR  (12)3).

La calibracion se lleva a cabo:
a} Verificando tas dimensiones del equipo.
b} Verificando la disolucion con tabletas estandar USP

DIMENSIONES .

A, 25mm.

B. Alturg 12.5 mm.

C. Didmefrointerno 20.2 £0.! mm
D. Diametro extermo 220 0.1 mm.
E. Altura 36.8 mm. £ 3.0 mm.

A

-— -—D*

{ ¢
E

o[ o

P, 20.2+ 1.0 mm.
Q. 25.4+ 30 mm.

}
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F. Temperatura del bafio: 3.5 - 37.5°C
G. Volumen medio: 900 m! desgasificado.
H. Velocidad irpm) : 4%

I. Eje: 6-10.5 mm de didmetro.

J. Cenftricidad + 2 mm. de todos los puntos.

K. Punto de muestreo.

L. vaso cilindrico con fondo esférico,
16-17.5mm. alturay 10-10.5 mm.
didmetro intemo.

M. Canastilla

N. Posicidn de la canastilla 2.5+ 0.5 cm.

M -

(+
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6.1 METODO Di VALIDACION PROPUESTO.

6.1.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Andlisis por duplicado de diferentes soluciones de dexametasona
comespondientes a;

%___mg/mi_
60 0.01
80 002
100 0.03
120 004
140 0.05

Desarroflo.  Redlizar una solucidon  stock del estandar secundario de
dexametasona a una concentracion de 0.5 mg/ml en metanol grado
HPLC. {50 mg en 100 ml). De esla solucidn se tomardn dlicuotas de 1, 2,
3. 4, ¥y 5 mt en malraces de 50 ml para oblener concentraciones de
0.01,0.02, 0.03, 0.04 y 0.05 mg respectivamente.

Condiciones: Realzar la curva drea del pico obtenido contra
concentracion. ( VER CUADRO 9.

CRITERICS DE ACEPTACION
C.v, < 1.5%
r > 099
rz > 0.98
CUADRD 9. CHTERKIS DF ACEFTACION OF LINEALIDAD
DEL SISTEMA,

El método se llama lineal si cumple satisfactoriomente con el criterio
anterior.
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6.1.2. LINGALIDAD DEL METODO.

Andlisis por trplicado de diferentes soluciones de dexametasona
comespondientes a.

%  ADICION DE mg/ mi_
80 80 mg de piacebo 0.02
100 80 mg de placebo 003
120 B0 mg de placebo 0.04

Desarroflo: Redlizar la disolucion en las condiciones antes mencionadas,
colocande en cada vaso 2, 3 v 4 mi de la solucion stock + 80 mg de
exciplente, del medio de disolucion filtrar  alicuotas de 50 ml, exiraer
con cloroformo, evaporar y disolver con 5 ml de metanol, obtenido
concentraciones de 0.02, 0.03, 0.04 mg respectivamente.

Condiciones: Realizar la curva area del pico oblenido contra con
concentracion. (| VER CUADRO 10).

CRITERIOS DE ACEPTACION
b = 0
m = i
r2 > 0.98
CUADRG (0. CRITERIOS DE ACIPTACHON PARA LINEALIDAD
DEL METODO
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6.1.3. PRECISION DEL SISTEMA

Se evalua repetibilidad.

Andlisis por sextuplicado de una solucidn  de dexametasona
correspondiente a:

% mg/mi
100 003

Desarrolio: Realzar 6 inyecciones de una solucion de dexametasona en
melano! cuya concentracion cormesponda al 100% del nivel normal del
procedimiento (0.03 mg/mi).

Condiciones: Un solo analista. { VER CUADRCO 11.)

CRITERIOS DE ACEPTACION

C.V. < 1.5%
CUADRO 0. CHITERION DE ACEFTACION FARA
PRECKION DEL METODO
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6.1.8. PRECISION ¥ EXACTITUD DEL METODO

Repetibilidad al 100%.

% ADICION DE mg/mi
100 80 mg de placebo 0.03

Desarrollo: De ia solucidon stock, adicionar una dlicuota de 3 mi en un
vase de disolutor mds 80 mg de excipientes, del medio de disolucion
fiitrar alicuotas de 50 mi, extraer con cloroformo, evaporar y disolver
cen 5 ml de metanol, obtenido una concentracion de 0.03 mg/mi de
dexametasona. '

Condiciones: Analista 1: Tres inyecciones, dos dias
Analista 2: Tres inyecciones. dos dias
{VER CUADRO 12).

- CRITERIOS DE ACEPTACION - .

Método

e C.V. [porciento de recobro)
Cromatogrefico . __ |<__ .. 20%_
| Quimico y espectrofotométrico b< . 30%
i Microbioldgico |_< S0%

“CAUDED f2. CRITENOS DE ACEPTACION PARD EXACTITUD ¥ PRECTSION DEL METODO
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b.1.4. ESPECIFICIDAD

Andlisis de la respuesta de los excipientes comrespondiente a:

ADICIONDE:
80 mg de placebo

Desarroffo: Uevar a cabo la preparacion de una soluciéon de placebo
de aproximadamente 80 mg en 25 ml de metancol.

Condiciones: Inyectar 10 veces esta solucion y dejar comer un tiempo
de 15 min. aproximadamente, con el fin de verficar que no exisia
interferencia v ofras impurezas antes y después del pico del aclivo de
interés. {VER CUADRO 13

CRITERIOS DE ACEPTACION
No existiran interferencias

por parte de los excipientes
CUADKD 13. CRITERYOS DE ACEPTACION PARA ESHCIRCIDAD




4.11. TOLERARCIA

Desarroflo : Realizar por triplicado el andlisis de disclucion.

Condiciones : tfecto de la temperaturg 30y 40 °C
Efecto de la velocidad 125y 75rpm.
(VER CUADRQO 14

CRITERIOS DE ACEPTACION

2% de variacidn del promedio realizado en el andlisis de tolerancia con
respecto al promedio en condiciones normales.

CGADRO 14. CRITIRIOS DE ACEFTACION FAGA TOLERARCIA
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VII. RESULTADOS.

Los pardmetros obtenidos por HPLC fueron:

Tiempo de retencion 2.3 min
Presion 1800 psi
Flujo 2 ml/min
Atenuacion 100 mcv
Ruido 15 mcv

* ANEXA TABLA DE LAS CONDICIONES CON LAS QUE SE TRABAJO EN EL
EQUIPO [VER TABLA 1).

7.1 LINEALIDAD DEL SISTEMA

CONCENTRACION RESPUESTA MEDIDA

mg/ml darea
0.01 234379 234347
002 459822 460226
0.03 682624 688001
0.04 929552 930759
0.05 1158329 1152618

[VER GRAFICA 1)

ESTADISTICA DESCRIPTIVA

EX=03

EX2=0.011

EXY =254166.76

LY = 4930657

£Y?= 58730 X 102

n =10
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REGRESION LINEAL

Pendiente [m)

Ordenada al origen (b)
Desviacion estandar [a)
Ceeficiente de variacion {C.V.)
Cormrelacion {r2)

Correlacion (r}

23123525
-640.05
220976.18
0.9554
0.99976
0.99988

PRUEBAS ESTADISTICAS

Funcidn lineatl del tipo
t{tab) (0.975, n-2) = 2.3040

Interferencic independiente:

relacién de cambio de la respuesta dada
con respecto al cambio de la cantidad de

principio activo.

Yi = b+ m +Xi + E{i)

Sy/x = 5648.84

INTERVALO DE
CONFIANZA

22832248B<m < 234114801

tcal = 183.04

CRITERIOS DE ACEPTACION

1. tcal > ttab

Indica que al varar la cantidad
adicionada vara la respuesta
obtenida

interferencia para la ordenada:
Es ka respuesta del sistema a la
cantidad cero

2. tcal < {tab
Bl resultado reporta que la
ordenada pasa por el origen.

Valores encontrados
tcal >ttab
183.06 > 2.3060

Intervalo de confianza
-10300 < b <9020
tcal = 0

Yalores enconfrados
tecal < ttab

0 < 23060

CUADRD IS. (RITEEIOS DE ACEPTACKIN FARD
LINEALIDAD DEL SISTEMA
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e AaE %L TABLA DE ANADEV = 5= -
Fuente de Grados de Suma de Media

de Fcol -

variacion _libertad cuadrados cuadrados o
Regresion Gl=1 1.06939X 102 _1.06039X102 MCr/MCre
 Brror de regresion Gler = n-2 2552771 31909647 33513.2]
: 8
‘TAdLA 2. TANLA DE ANADEVA i
Ftab (criterio)
F (0.05Gir, Gler)=7.57
CRITERIO DE ACEPTACION
VALORES
ENCONTRADOS
1 SiFcal>Ftab
Por lo tanlo existe una retacién allomente| Fcal > Fiab
significativa  entre la cantidad adicionada y| 33513 > 7.57
cantidad recuperada.
2. Sirz es mayor o igual de 0.98 de antemano nos
indica una relacion altamente significativa entre| 2 0.99976
canfidad adicionada y recuperada.
3.5 C.V. es menor oigual de 1.5% CV. = 0.9554%

CURDRO L4, CRITERIOS DE ACEFTACION PARA ANADINA.
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7.2, ESPECIFICIDAD

En esta prueba se determing si los excipientes interfieren en las
mediciones. de acuerdo a la metodolegia empleada.

Se realzd inyeciando 10 veces placebo a lkis condiciones
establecidas, dejando correr el cromatograma durante 6 min. E equipo
no detectd ningun tipo de pico, por o tanto, no se registraron areas.
(VER CUADRQ 17}

CRITERIOS DE ACEPTACION
Confimar que el método desamollado es capaz de | PASA LA
cuantificar la sustancia de interés sin que exista|PRUEBA

interferencia de ofras sustancias presentes.
CUADRC U. CRITERIOS DE ACEFTACIOA PAEA LA PRUERA Df SPECIRCIDAD.

7.3. LINEALIDAD DE}, METODO

mg mg
ADICIONADO RECUPERADO

0.02 0.01986 0.01983 001975
0.03 0.029%5 0.02996 0.02997
0.04 0.04026 0.04027 0.04088

% %

ADICIONADO RECUPERADOQ

80 99.30 99.15 98.75
100 99.83 99.86 99.90
120 100.65 100.67 102.20




LINEALIDAD DEL METODC
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¢ O a o = o c O O =

0 2 3 4

myg adicionados

GRAFICAZ. . LINEALIDAD DE I METODD
DE DEXAMETASONA
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ESTADISTICA DESCRIPTIVA

X 0.27

LX28.7 X103

IXY:8.7416 X 102
{No. de muestras)
{No. de concentraciones)
{No. de replicaciones)

LY 0.27073
£ Y% 8.7842 X103

n
C

|| T

9
3
3

REGRESION LINEAL

PENDIENTE {m} : 1.03

ORDENADA AL ORIGEN { b): 0.0009

COEFRCIENTE DE VARIACION
(C.V) : 1.03%
CORRELACION (1) : 0.9995

DESVIACION ESTANDAR (o} : 1033 |CORRELACION {r] : 0.9997
: TABLA DE ANADEVA -
FUENTES DE [GRADOSDE| SUMADE ' MEDIADE F cal
VARIACION UBERTAD | CUADRADOS CUADRADOS .
REGRESION GIr =1 6.4004x10* ~ 6.4004x10+* | MCr/MCer
ERROR DE Gler=n-2 | 3.2487X107 44641108 13791
REGRESION 7 P
TABLA 3. ARALKSIS D VARANIA PASA LINEALIDAD DH AEVOD0
F tab CRITERIO
(001, Gir, Gler) = 7.57
CRITERIOS DE ACEPTACION
1. §i F calculada > F aritica por lo tanto existe VALORES
una asociacidn altamente significativa entre ka ENCONTRADOS
cantidad adicionada y la cantidad recuperada. Feat > Flab
13791> 7.57
2. 5irz es mayor o igual de 0.98 de agntemano nos
indica que existe una relacion altamente = 09995
significa tiva entre la cantidad adicionaday la
cantidad recuperada.
3.5i C.V es menor o igual a 1.5% Promedios de CV. = 103%
recobro 97 - 103% PROMEDIO DET;ECOBRO
101.

CUADEC [B. CRITEROS DE ACEFTACION FORA LINEALIDAD DEL METODO.
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74 PRECISION DEL SISTEMA

Cantidad adicionada mg _ drea

0.03 718383
0.03 721383
0.03 711415
0.03 718815
0.03 724545
0.03 715227
ESTADISTICA
LY = 4309748 Desviacion estandar {o) = 4596.16
LY = 3.09578X1012 C.Vv. = 0.6398%
Y = 718294.66
n =56
PRUEBA Ji CUADRADA.
CONDICIONES: GLn-1 = 5
a = 005
Ji21-005/2 = 0975 de tablas = 12832
J2zcal = 60
CRITERIOS DE ACEPTACION
1.5ilo prueba de Jicuadrada  Ji2cal < Ji2 tab
calculada es menor o igual a 6 < 12832
Ji cuadrada de tablas.
2.5 C.V menor oigual a C.V = 0.6398%
1.5%.

CBADRO) 19. CRITERIOS DE ACEFTACION FARR FRECTSION DEL SISTEMA.
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15 K

XACTITUD Y REPETIBILIDAD AL 100%

CANTIDAD ADICIONADA AREA CANTIDAD %DE RECOBRO

} __RECUPERADA _ o
0.03mg 627577 0.0300 100.00
003 mg 628786 0.0301 100.59
0.03mg 630018 0.0302 100.66
0.03mg 624243 0.0299 99.66
003 mg 626790 0.0300 100.00
0.03 mg 629720 0.0301 100.40

Se lomaron los datos de la precision del método.

IR = 401.31 o = 0.4193
T R? = 40303.25 C.V. = 04182
R = 100.25 n = é
Ho: p = po
Hi:p=po
Estadigrafo de contraste:
X-u
tcal= — ttab (0.975.n-1) = 2.57
s/ Jn teal = 1.47
CRITERIOS DE ACEPTACION
1.Sitcal <t tab VALORES ENCONTRADQS
El método carece de efror tcal < {tab
sistemdtico constante, por 1.47 < 2.5706
lo tanto el método es exac-
1o al 100%.
2.CNV<1.5% C.¥. = 0.4182

CUACRO 20. CRITERIOS DE ACEFTACIOR PARA EXACTITUD Y REFEFIRILIDAD AL t00P%.
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ST TS 4§ D
g e LA RBOGTR
7.6 PRECISION DEL METODO

REPRODUCIBILIDAD
ANALISTA 1 ANALISTA 2
100.257 99.724
Dia 1 100.450 100.131
100.647 100.599
99.763 99.891
DIA 2 100.114 100,166
99.549 99257
ESTADISTICA DESCRIPTIUA
LY.. = 1200.548 LY21l. = 300.454
LY. = 600.780 Y22, = 299314
£Y2. = 599.768 {Analisia) a= 2
TYIl. = 301.354 (Dias) d= 2
Y12 = 299426 (Replicaciones) r=3
TABLA DE ANADEUA
Fuente de Grados de Suma de Media de F
varacicn libertad cuadrados cuadrados cal
ANALISTA (a-1} SCAI MCAI MCAI/SCAI
Ai 1 0.0854 0.0854 0.2042
DIAS fald-1)1 SCDi MCDi MCDi/MCE
2 0.8361 0.41805 3.1
ERROR (-5 [ad} SCE MCE
ek (i) 8 1.0568 0.1321

TABLA &, ANALISIS DE VARIANZA PARA REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

ANALISTA Fa tab (0.05.6-1,0(d-1) = 38.51
DIAS  fd tab (0.05.a(d-1}.ad(r-1)) = 6.06
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CRITERIOS DE ACEPTACION

1.Si{Fcalculada < Fiablas) Fcal £ Ftab
no exisie efecio de la fuente  0.2042 < 38.51
crtica de varacion, 3.164 < 406

2.5 C.V.es menor oigual a 2%

de antemano nos muesira

que existe una relacion al- C.V = 0.4238%
tamente significativa entre

cantidad adicionada y can-

tidad recuperada.
CUADRD 2. CHITERIOS Of ACEFTACION PAZA PEECISION DEL METODO.

7.7 TOLERANCIA

SE TRABAJO CON EL ESTANDAR SECUNDARIO DE  DEXAMETASONA

_ DISOLUCION AL 100 %.

'CONDICIONES
NORMALES 30°C 40°C 75 rpm 125 rpm
665977 643218 468043 653496 466219
669126 647086 661078 651414 668016
663146 643186 468845 655444 664338
X=666083 = 644497 = 665989 653451 666191
% = 100 96.75 99.98 98.55 100.01
CRITERIOS DE ACEPTACION
1. El promedio de tolerancia VALORES ENCONTRADOS
no debe ser menor de 2% 30°C  3.25%
en comparacién con el 40°C 0.02%
promedio al andlisis normal 75mm  1.45%
125mpm  0.00%

CUADRO Z2. CRITERICY DE ACEFTACKIA PAEA B ANALISES OF TOLERAACIA.



VI ANALISIS DE RESULTADOS

El iniciar la cuantificacion de la dexamelasona tabletas en la
disclucidén y enfrentar el problema de que el mélodo existente
conducia a un exceso de material, a un largo periodo de andlisis al
reaizar extracciones y reacciones de color, est@ ditima con un alto
precio en los reactivos de azul de tetrazolium e hidréxido de tetrametil
amenio y por ser una técnica implementada varios afos otrGs. la dificil
adquisicién de éstos, fue vital realzar modificaciones al método de
andlisis en ka disolucidn los cuales fueron: suprimir la reaccion
colorimétrica cuyo tlempo de reaccion requeria de una hora (sin tomar
en cuenia el fiempo de disolucidn vy el fiempo de extraccién] para
lvego ser cuanfificada por espectrofotometria visible a 525 nm vy
adaptar el andlisis a cromatografia de liquidos tomande como
referencia el método de dexametasona tabletas establecido en la USP
XXIi, cuyas condiciones a reproducir fueron: fase movii (agua -
acetonitilo. 30:60), columna (octadeciisiano), fujo {2 mi/min), empo de
refencicn {7 min} y longitud de onda (254 nm): bajo estos paradmetros el
resultado obtenido fue safisfactorio y mejorado en cuanto al tiempo de
refencién pues el obtenide fue de 22 min. aproximadamente
favoreciendo un andlisis mucho mds rapido al previsto.

Para demostrar, que efectivamente, la técnica empleada fuera
confiable, eficaz y valida, se realizd el andlisis estadistico que marca la
validacién para disolucidn.

En primer lugar, se reqlizd el pardmetro de especificidad con el
objeto de verificar s existia inferferencia de excipientes debido a que
estos se encuentran en proporcion elevada con respecto al principio
acfivo, los cromatogramas mostraron ausencia de picos para los
placebos, mostrando asf la especificidad de! método.

Uno de los parémetros criticos para lo disolucidn fue la preciion, el
andlisis estadistico mosird coeficientes de variacién menor de 1.5% y 2%
para la precision del sistema y método respectivamente, indicando que
existe concordancia entre el conjunto de valores experimentales
respecto al valor central y a condiciones diferentes [analista -dia).
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En cuanto al parémetro de linealidad parg el ssitema y el métode a
las concentraciones propuestas, el andlisis  estadistico cumplid
satisfactoriomente con los requisitos de C.V € 1.5% vy rPz2098 vy
CVs 2% m=10, b=0. 72098 y con promedio de recobro en el
rango de {98 - 102%) respectivamente. Por lo tanto existe una rekacién
directamente proporcional entre canfidades adicionadas y cantidades
recuperadas.

Para la exactitud del método se ulilizaron los dalos de precision del
método, obteniendo un coeficiente de variacion menor de 2% con un
promedio de recobro en el rango de (98 - 102%), reporfando que existe
concordancia enfre el valor obtenido y el valor real.

El segundo de los pardmetros criticos para el método de disolucion
fue la tolerancia, aqui los criterios utifizados fueron una varacidn no
menor del 2% del promedio a las condiciones de 30°C y 40°C, 75y 125
r.pm, con respecto al promedio de una muestra a condiciones
nomnales. El método propuesto resulto ser {clerante a las condiciones
de 40°C, 75y 125 r.p.m.; no asi a kis condiciones a 30°C, la tolerancia
obtenida fue de 3.25%., no obstante, el método es tolerante debido a
que en una disolucion existe un gran conirol sobre ia temperatura y
estos resultados nos obligan a ser mas estictos a temperatura menores
de 37°C £ 0.5.
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IX CONCLUSIONES.

Uno de los motivos mds importantes para iniciar ka modificacion del
método fue prescindir de las extracciones y reacciones coloriméticas, lo
cual significaba evitar manipuiar demasiado a la muestra, sin embargo,
por la concendracidn muy bajo en la disolucion (0.0015 mg/mi) v el
medic dcido (pH=0). no fue posible inyectar directamente al
cromatégrafo, no obstante, el método cumplié con los objetivos
propuestos, resulfando ser un método apropiado, rapido y eficaz para la
cuantiificacién de la dexametasona en ka disolucion, ademas de que .es
posble extrapolar el andlisis para uniformidad de contenido v
valoracion, viilizando ke preparacion de un sélo estandar para fodo el
ensayo. Se cumplid con todos los pardmetros de validacidn que se
marcaron en farmacopea para disolucion {Categoria 3: preckion y
tolerancia) y los pardmetros de lineqlidad, exactitud y especificidad.

Cabe mencionar que en las condiciones que se establecleron para
HPLC la estabiiizacion del sistema es rapida, con tiempos de retencion
cortos y sin deformacion en los picos (coleo).

Por lo anterior se concluye que el método redne todas las
condiciones necesarias para su aplicacion y puede ser usado como
método de control de calidad.



ANEXOS

1 SORMULAS DE CALCULO

IX=X1 + X2+ ..+ Xn
LY = Yl + Y2 + ...+ ¥Yn
IXP = X o+ X2+ .. o+ Xn?
IVi= Y124 Y224 .. 4+ YR

LXY + X1Y1+X2Y2+ ... + XnYn

nZXY) - (EX) (ZY)’

A=
NEX) - (ZX) n(ZY) - (ZY)
r=yP7
X
X =
n
NEX) - (EX)
o: e ————_ e,
N (N-1)
O
CV= x100
F
n (EXY)HEZX)ZY)
m =
N{EX?) - (ZX)?
TY - m(IX)
b= ————
n

X: Cantidad adicionada
Y: Cantidad recuperada

r. coeficiente de comelacion

n:No. muestra totales

F-factor preliminar
para cbtener C.V
a:Desviacidn estandar

C.V.Coeficiente de variacion

m:Pendiente

R:Perciento recuperado
a :Nivel de significancia

b:Ordenada al origen



‘ -

©EYAB{IY)-m(IXY)
Sxly= Sx/y:Desviacion estandar de ia
| n-2 ; regrasion.

Intervalo de confianza para la pendiente :

mt m-t(0.975n-2)"Sy/x

Intervalo de confianza para el origen:

— A
x 1
b+ b-t(0.975n-2)*Syix +
] zx?_ (EX)1 n
S
b
tcal= p
Syix X3 1 A
X2 - (EX)° n
n
/

Andlisis de varianza de la reproducibilidacd del método
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El modelo hipotético es:

Yiks p +ai+oj i} + € (i)

Yijk: Es el ensayc de ia sustancia de interés a la kaésima muestra analizada
por tésimo analista en jésimo dia
o : Media poblacional del ensayo de la sustancia de interés de la muestra..
a : Efecto del analista en el ensayo (donde i=1 hasta a)
¢ : Efecto del dia anidado en el analisista en el ensayo (donde j=1 hasta d)
. Error del métedo analitico {donde k=1 hastar)

Y11, = Y111 + Y112 + Y113

Y12, = Y121 + Y122 + Y123

Y21 = Y12% + Y122 + Y123

Y22, = Y221 + Y222 + Y223

Y1, = Y111 + YH12 + Y113 + Y121 + Y122 + Y123
Y2, = Y219 + Y212 + Y213 + Y221 + Y222 + Y223
Y. =Y. + Y2,
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TABLA DE CONDICIONES POR HPLC.

MTHEDIT Summary - C:\TC4\DATAZ2\TAEDEX.MTH

Data Acquisition and Instriument Control

Inscrument Wame:$3200_CoM LC235C Injection

Experiment Time:3.00 min

Injection Volume:

Detettor 13101357235
Wavelength A ;255

I NANUAL

belay time :0.00 ain Sampling Rate  :2.44140 pty/s Wavelength B :255 om
tus Time 23,00 min Chaanel H Spectral Mode:AUTO
Solveat Atk Step Step Time Plow Sclvent A Solvent 3 Solvent C Sclvent D Qurv
3olvent B:ACETONITR 1] 0.0 2.00 0.0 0.0 0.0 0.0 a.
Solveat C:AGUA 1 3.0 2.00 0.0 30.0 70.0 d.0 0.
_~-__Solvent D:D
b r.a Processing and Reporting
Replot Pages:D Br ;10 User Programs.0
Scale Pactor:().000000 wr 15 g¥ Report Biles :0
offset 1 250,000 ov AT 210000 pv
Scale :300.000 wv Timed Events:0

Component List and Calibration

" Compopents :0 Volume Units :ul
Named Groups:0 Sagple Volume:1.000
Timed Groups:0 Quant Tnits :ng
Caiibration :EXTD Yoid Time :0.000 =min

TAEBILA 1.

Unidentified Peaks :Use Calibration Pactor
Global Calibration Factor:l.000000e+06

Reject Outliers H ]

Outlier Tolerance :3.00 0

D on

CONDICIONES COW LAS

QUEHE SE TTRABAJSJO CON EL. EQUIFPO

DE HEFLAC.



