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RESUMEN

En el presente trabajo se desarrollé un método de andlisis para un producto farmaceutico
no farmacopeico, para seguidamente elaborar un protocolo de validacion y realizar la validacion
de potencia, identificacion y uniformidad de unidades de dosificacion del método analitico por
cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y
cetirizina clorhidrato 5 mg en una formulacion de cépsulas de gelatina dura de pellets.

El enfoque de este trabajo final de graduacién es mixto, ya que se requiere la recoleccion
y el andlisis de datos tanto cuantitativos como cualitativos y un disefio exploratorio secuencial
porque se estudiara el comportamiento de las pruebas para el desarrollo del método analitico,
seguido de la recoleccion de datos cuantitativos y asi realizar una interpretacion final producto de
la comparacion e integracion de resultados cualitativos y cuantitativos.

La condiciones cromatograficas para el método analitico y la validacion son las
siguientes: como diluyente para los estandares y muestras se utiliza &cido clorhidrico 0,1N, como
fase mévil una solucién de un buffer de 1-octanolfonato de sodio y acetato de sodio con metanol
50:50 pH 5,5, agua y metanol, una longitud de onda de 242 nm, velocidad de flujo de 1,5
mL/min, volumen de inyeccion de 50 uL y un tiempo de corrida de 18 minutos, con un método
de elucion de modo gradiente.

El método de analisis es exacto, preciso, especifico, lineal y estable a las 24 horas para
pseudoefedrina clorhidrato, no obstante, para cetirizina clorhidrato no es especifico al efecto de la
matriz, pero si exacto, preciso, lineal y estable a las 24 horas. Por lo que la validacion del método
de andlisis no queda rechazada hasta que se realice nuevamente el andlisis del pardmetro de
especificidad para el efecto matriz de la cetirizina clorhidrato y asi comprobar su especificidad y
determinar si se aprueba o se rechaza la validacion.

Se recomienda validar nuevamente el pardmetro de especificidad del efecto de la matriz
para la cetirizina clorhidrato, ademas de agregar la prueba de impurezas al método de analisis y

realizar la validacion de disolucion e impurezas.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La innovacion en la industria farmacéutica es una practica que la mayoria de empresas
farmacéuticas implementan dia a dia, ya sea creando nuevas moléculas 0 mejorando un producto
ya existente, esto para generar un impacto de posicionamiento en el mercado con respecto a la
competencia. Detras de un producto ya posicionado en el mercado existi6 una extensa
investigacion, de la cual se encarga el departamento de investigacion y desarrollo (I1+D)
generando una gran inversion de recursos para lo que comprende todo el andlisis requerido. Es
por esta razon que para un laboratorio farmacéutico al tener en su cartera de productos un
medicamento no farmacopeico, se ve en la obligacion de implementar desde cero su método de
analisis y la validacion respectiva del método para su confiabilidad al ser aplicado al analizar un
medicamento, ya que toda nueva formulacion debe tener un desarrollo de método analitico o por
otro lado la verificacion de un método de anélisis para poder ser ingresado al mercado. (Salazar,
Cruz, Lloveras y Urriolagoitia, 2015)

El desarrollo de nuevos métodos analiticos es el éxito para poder controlar los productos
que se encuentran en el mercado o estan por lanzarse al mismo, cumpliendo estandares de
calidad, equipos de medicion calibrados, personal altamente calificado y una profunda
investigacion para saber cuél es el método que mejor se adapta al producto que se desea
cuantificar, sin embargo en el trayecto se pueden realizar cambios en el método para que éste se
adecUe a los parametros requeridos. Es importante que al proyectar una nueva investigacion para
desarrollar o mejorar un producto, se tome en cuenta el método con el cual se va a analizar y su
validacion, ya que si existe un método de anélisis para un farmaco y este no es validado, no se
puede mantener controlado ni dar fiabilidad del mismo. Por lo que al desarrollar un producto no
farmacopeico de dos principios activos diferentes se dificulta su andlisis ya que no existe un
método adecuado para el control de calidad que requiere. (Delgado, 2017)

Generar un nuevo producto farmacéutico no farmacopeico tiene la dificultad de que no
posee un método analitico establecido, es por ello que se debe desarrollar un método de analisis
para conocer la calidad del producto terminado, cumpliendo con todos los parametros
establecidos por las guias oficiales. No obstante, se puede tomar como guia las farmacopeas ya
existentes, para tener como base la metodologia analitica de la materia prima e incluso del

producto terminado farmacopeico para desarrollar la nueva metodologia analitica. La seguridad y
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conformidad de un producto depende de las técnicas analiticas que cuantifiquen el o los
principios activos, es por ello que el desarrollo de un nuevo método analitico debe ser necesario
ya que si este no es validado no garantizaria confiabilidad de los resultados. (Dastre, 2015)

El proceso de validacion para un metodo analitico debe cumplir con los requerimientos
necesarios de los estudios analiticos como lo es el reglamento de validacion de métodos
analiticos para la evaluacion de la calidad de los medicamentos, ya que si no, estos no serian
adecuados ni fiables, siendo documentados con datos del laboratorio, cumpliendo asi con el
aseguramiento de la calidad de los resultados futuros por parte del analista o laboratorista en
préximos andlisis de medicamentos o productos. Es importante que exista un registro de los datos
estadisticos de los parametros validados, asi como también los criterios de aceptacion de cada
uno de ellos. Por esta razon, se debe realizar la validacion de métodos analiticos, ya que si no,
seria un método de analisis que no demuestra confiabilidad ni seguridad. (Galan, Fernandez y
Diaz, 2012)

Las industrias farmacéuticas se ven en la obligacién de proporcionar la calidad y
seguridad de los productos, para asi demostrar la confiabilidad necesaria que se requiere, para
que de esta manera se logren conseguir certificaciones que aprueben la calidad del producto, por
medio de validaciones de los métodos de analisis, y asi poder asegurar los datos obtenidos y que
estos sean aprobados y autorizados. Se debe cumplir con las buenas practicas de manufactura de
laboratorio, asi como también las de control de la calidad, ya que si no, el analisis del producto

podria demostrar resultados que no son seguros ni confiables. (Samaniego y Arias, 2016)

Pregunta de investigacion
¢Cual es un método analitico que cumpla con los criterios de aceptacién para la determinacion
cuantitativa de Pseudoefedrina Clorhidrato 120mg y Cetirizina Clorhidrato 5mg?
¢Cual es el nivel de cumplimiento del método analitico al aplicar el protocolo de validacion para

la formulacion de capsulas de Pseudoefedrina Clorhidrato 120mg y Cetirizina Clorhidrato 5mg?
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HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Los principios activos Pseudoefedrina clorhidrato 120mg y Cetirizina clorhidrato 5mg
poseen un méetodo de andlisis adecuado para ser cuantificados de forma simultanea.

El método de andlisis desarrollado para el andlisis de contenido de principios activos en
capsulas de gelatina dura de Pseudoefedrina clorhidrato 120mg y Cetirizina clorhidrato 5mg

cumple con criterios de validacion segun la categoria analitica.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Desarrollar un método analitico para el analisis de contenido de principios activos de
capsulas de gelatina dura de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg
validandolo de acuerdo a los lineamientos establecidos por RTCA 11.03.39:06 en un producto de
una industria farmacéutica nacional en el periodo comprendido del mes de mayo al mes de agosto
del afio 2020.

Objetivos Especificos

1. Disefiar un método de andlisis no farmacopeico para una formulacion de cépsula de
pellets de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg.

2. Elaborar un protocolo de validacion para el método analitico de una formulacion de
capsula de pellets de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg.

3. Validar la prueba de potencia, identificacion y uniformidad de unidades de dosificacion
para una formulacion de capsula de pellets de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y

cetirizina clorhidrato 5 mg.
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JUSTIFICACION

La fase de desarrollo de nuevos métodos analiticos puede realizarse de varias maneras,
como por ejemplo, hacer el ajuste de un método ya existente pero sin garantizar que la validacion
nueva serd fiable o empezar a disefiar un método de analisis nuevo aplicando experiencias y
conocimientos para idear un método final adecuado. Es por esto que desarrollar métodos
analiticos es de suma importancia y de mucho cuidado para garantizar la veracidad de los
resultados. (Morillas et. al, 2016)

Segin el Reglamento Técnico Centroamericano de verificacion de la calidad de
productos farmacéuticos y medicamentos para uso humano (2007), los medicamentos para uso
humano, necesitan ser verificados por control de calidad del laboratorio fabricante, estableciendo
distintas pruebas para las diferentes formas farmacéuticas, en el caso de capsulas duras, cuentan
con once diferentes pruebas que son necesarias de realizar para evaluar la calidad del
medicamento, las cuales deben de cumplir con los parametros obligatorios segun sea indicado por
las farmacopeas o por el fabricante del producto. Por lo que se evidencia que el control de calidad
es fundamental en el desarrollo de medicamentos. (Ruiz, Estrada, Mayora, Rosa y Solorzano,
2007)

La validacion de un método analitico se efectlia para garantizar la confiabilidad de los
resultados obtenidos en un analisis, es por ello que se emplean diversas pruebas para que la
validacién demuestre ser veraz, aplicando diferentes parametros ya estandarizados para la
validacion de un medicamento. Desarrollar un método de analisis completamente nuevo demanda
mucha dedicacién y entrega, para poder proporcionar resultados fiables y adecuados para la
finalidad que se requiere. Es por esto que, es de suma importancia ya que numerosas de las
decisiones son tomadas con base a los resultados obtenidos de la validacion de un método, asi
como también ser utilizado en control de calidad con seguridad. (Arias, 2014)

En los productos farmacéuticos, la evaluacion de la calidad de los medicamentos requiere
de una adecuada validacién del método analitico para obtener con seguridad resultados precisos y
exactos que se encuentren dentro de especificaciones. Todo procedimiento y prueba elaborada
debe ser documentada, y esta documentacion ser revisada y aprobada. Por lo que es de suma

importancia que un método analitico sea validado correctamente para que obtenga el visto bueno
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por la autoridad reguladora del pais, para que el medicamento pueda salir al mercado dando
seguridad y confianza de su efectividad. (Ruiz, Cuevas, Mayora, Rosa y Arguello, 2006)

Segun el Reglamento Tecnico Centroamericano sobre buenas practicas de manufactura
para productos farmacéuticos y medicamentos de uso humano de una industria farmacéutica
(2014), las buenas practicas de manufactura (BPM) en el desempefio de las pruebas de un método
analitico son implementadas en la industria farmacéutica con el fin de que las producciones de los
lotes sean uniformes para asi garantizar calidad y eficacia, asi como también utilizar las BPM en
las pruebas analiticas para cumplir con los debidos procedimientos y demostrar la seguridad del
producto. Se evidencia que para el aseguramiento de productos farmacéuticos es necesario el uso
correcto de las buenas practicas de manufactura, con el fin de asegurar la calidad, seguridad y

eficacia de los productos que se fabrican.
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ANTECEDENTES

En los afios 80 con la ayuda de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) se crea
la Red Panamericana de Laboratorios de Control de Calidad, en la cual para contar con el
aseguramiento de medicamentos se establece una normativa de Buenas Précticas de Laboratorio
(BPL) y un Programa de Control Externo de Calidad. En el afio 1996 la OPS junto a la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) realizan consultas a expertos sobre el desarrollo de
estandares farmacopéicos teniendo como objetivo discutir la capacidad de los laboratorios de
control de calidad, fue asi como en el afio 1997 en la primer Conferencia Panamericana para la
Armonizacién Farmacéutica se reconoce que es necesario acreditar los laboratorios para el
control analitico de muestras de medicamentos. Es asi como para el 2005 se crea el Grupo de
Trabajo en Buenas Practicas de Laboratorio para fortalecer el desempefio del analisis de
medicamentos garantizando la calidad de los resultados de las pruebas en los laboratorios
farmacéuticos. (Red PARF, 2013)

En el afio 1990 se realiz6 una primera reunion en la cual participaron entidades como la
Asociacion Americana de Cientificos Farmacéuticos (AACF), la Federacion Internacional de
Farmacéuticos (FIF), Food and Drug Administration (FDA), donde fue planeada la validacion de
métodos de analisis, en busca de pactar requerimientos y procedimientos para la validacion. Fue
asi como en el afio 1999 la FDA publica la primera guia de validacion de métodos para analisis
como borrador, es ahi donde nace en el afio 2000 una reunién planeada por la AACF y la FDA,
con el objetivo de promover el borrador de la guia que la FDA habia desarrollado y para el afio
2001 se publica la primera guia oficial de validacion de métodos analiticos. (Gonzalez, Cabrera 'y
Bermejo, 2015)

Antecedentes Internacionales

Silupu y Toribio (2011), en su tesis titulada “Validacion del ensayo de disolucion por
cuantificacion espectofotométrica UV/VIS de Cetirizina en tabletas recubiertas 10mg”. El estudio
se realizo6 con el objetivo de demostrar que el ensayo de disolucion cumple con los parametros de
validacion que son establecidos por la farmacopea americana. Para realizar la prueba de
disolucién se preparé un medio de HCI 0,1N, aparato de canastilla, a 100rpm y 37°C de
temperatura, ademas como instrumento de medicion para el método analitico un

espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 232nm, validando la precision del método
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por medio de 2 analistas y 2 laboratoristas diferentes en dias distintos. Se obtiene resultados
conformes en todos los aspectos requeridos de la validacion. En conclusion, el ensayo de
disolucién demuestra resultados confiables para utilizarlo en control de calidad.

Blas (2012), en su tesis titulada “Determinaciéon de factores que influyen en los
pardmetros de desempefio de la validacion de un método analitico para la cuantificacion de
Cetirizina diclorhidrato mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)”. Realizé un
estudio con el objetivo de demostrar que el método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucion cumple con los parametros de validacion requeridos por la USP. Se tom6 un HPLC
como instrumento de medicion a una longitud de onda de 232nm, validando aptitud del sistema,
selectividad, linealidad, precision y exactitud. Se obtiene que el resultado final de la validacién
cumple con todos los parametros requeridos. En conclusion, el nuevo método analitico
desarrollado demuestra confiabilidad para la utilizacion en control de calidad y que el factor que
influye en el desempefio de la validacion es el tipo de columna C18 que se utilice.

Sarmiento y Espinosa (2012), en su articulo denominado “Desarrollo y validacion de un
método analitico para la determinacion de venlafaxina en suero mediante HPLC-UV”, el cual fue
realizado con el objetivo de demostrar que el método analitico por HPLC-UV cumple con los
requisitos de validacion requeridos por la farmacopea americana. Se utiliz6 como instrumento de
medicién un cromatdgrafo liquido de alta precision a una longitud de onda de 229nm, ya que es
un meétodo altamente sensible, exacto, y reproductible para ser utilizado en validaciones de
métodos analiticos. Se consiguié como resultado que la validacién con respecto a exactitud,
precision, linealidad y reproductividad del método, son conformes con respecto a los parametros
requeridos por la USP. En conclusion, el método analitico indica ser confiable para ser utilizado
en control de calidad del laboratorio colaborador.

Torralvo (2017), en su tesis titulada “Validacion de un método quimico analitico de
HPLC en R”, cuyo estudio se realiza con el objetivo de validar un método quimico analitico por
medio de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para identificar y valorar un
principio activo en R. Se tomaron datos de una validacion anteriormente ejecutada de un
principio activo por medio de HPLC vy se le replico todo el analisis estadistico en R, validando
especificidad, selectividad, precision, exactitud, linealidad y limite de deteccion y cuantificacion.

Se obtuvo como resultado que todas las pruebas de validacion fueron conformes a lo requerido.
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En conclusion, el método analitico evidencia que es confiable para identificar y valorar el
principio activo en estudios de estabilidad y en control de calidad.

Marron y Rodriguez (2018), en su tesis titulada “Validacion del método analitico para
analisis de disolucion y contenido de clorhidrato de Cetirizina en capsulas blandas por
cromatografia liquida de alta resolucion”, cuyo estudio se realizo con el objetivo de validar el
método analitico para el andlisis de disolucion y uniformidad de contenido de clorhidrato de
Cetirizina en capsulas blandas por HPLC. Se utilizé como instrumento de medicion un HPLC a
una longitud de onda de 230nm, en el cual se validaron aspectos como aptitud del sistema,
selectividad, linealidad del sistema y del método, precision, exactitud, rango o intervalo,
robustez, estabilidad y prueba de filtros (solamente para anélisis de disolucion) para las pruebas
de disolucién y uniformidad de contenido. Se obtiene como resultado que todas las pruebas de
validacion realizadas para ambos métodos fueron conformes a lo establecido por la farmacopea.
En conclusion, el método analitico de disolucion y contenido para clorhidrato de cetirizina
presenta confiabilidad ya que cumple con todos los pardmetros requeridos.

Guarniz (2018), en su tesis titulada “Validacion de un método analitico por HPLC para la
cuantificacion de Cetirizina diclorhidrato 5 mg/mL en solucion oral gotas”. Realizo un estudio
con el objetivo de validar cuantitativamente un método por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) de cetirizina diclorhidrato en gotas orales. Se tomé como instrumento de
analisis un HPLC a una longitud de onda de 231nm, cuantificando parametros de validacion
como especificidad, exactitud, precision, linealidad y robustez. Se alcanz6 como resultado de la
validacion, que método analitico es conforme con todas las pruebas realizas en el estudio del
producto no farmacopeico. En conclusién, la solucién oral en gotas de cetirizina diclorhidrato
cumple con todos los parametros de validacién, lo que demuestra una gran confiabilidad del

método.

Antecedentes Nacionales

Pérez y Rojas (2016), en su articulo titulado “Validacion de un método para
cuantificacion de acetaminofén en tabletas de 500 mg por espectrofotometria ultravioleta para la
prueba de uniformidad de contenido”. Se realizdo el estudio con el objetivo de validar
cuantitativamente el método analitico de uniformidad de contenido para tabletas de acetaminofén

por medio de un espectrofotometro ultravioleta. Se tomd exclusivamente un lote de tabletas
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distribuidas por la CCSS, donde su método de analisis fue validado por parametros como
linealidad, repetibilidad, precision intermedia y exactitud por medio de un espectrofotometro
ultravioleta a una longitud de onda de 242nm. Se obtuvo como resultado que el método analitico
es adecuado y conforme, ya que de acuerdo a los resultados presenta linealidad, precision y
exactitud. En conclusion, el método de andlisis para tabletas de acetaminofén 500mg es confiable
para su utilizacion en control de calidad gracias a los resultados satisfactorios.

Murillo (2017), en su tesis titulada “Validacion del método analitico por cromatografia
liquida de alta presion, para la determinacion de Montelukast, 5mg tabletas, en la formulacién de
Gutis Ltda”, cuyo estudio se realizd con el objetivo de validar un método de andlisis por
cromatografia liquida de alta presion (HPLC), para determinar Montelukast, 5mg tabletas
fundamentado en la farmacopea britanica 2017. Se tom6 como instrumento de medicion un
HPLC, en el cual se validaron pardmetros como especificidad ante la matriz, linealidad,
estabilidad de las soluciones de prueba y precision del sistema y del método, aplicadas para
pruebas de valoracion, uniformidad de contenido, disolucion y sustancias relacionadas. Se
consiguié como resultado que el método de analisis validado para todas las pruebas realizadas se
encuentra conformes con respecto a lo requerido por la farmacopea britanica. En conclusion, el
método analitico validado muestra ser confiable y especifico para la cuantificacion de
Montelukast para las pruebas de control de calidad.
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PROYECCIONES

Se pretende desarrollar un método de analisis para determinar cuantitativamente
Pseudoefedrina Clorhidrato y Cetirizina Clorhidrato.

Se pretende mostrar que el método analitico desarrollado cumpla adecuadamente con cada
prueba que se realice para determinar cada principio activo.

Se proyecta determinar los pardmetros de una validacion para cuantificar dos principios
activos.

Se desea evidenciar que los parametros de la validacion se acepten segun los estandares
de calidad.

Se espera aportar un nuevo método de andlisis ya validado, para que sea utilizado en

control de calidad de la empresa farmacéutica nacional.
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LIMITACIONES

Disponibilidad de equipos para realizar las pruebas.

Tutor inicial no se encontraba en el lugar de pasantia.

Disminucion de jornada laboral debido a pandemia COVID-19.

Dificultad para trasladarme por motivo de pandemia COVID-109.

No se cuenta con un espacio de trabajo estable.

No ingresa el pedido completo de estdndar de un principio activo para realizar la

validacién de disolucién.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
Para la elaboracién del marco teorico se procede a hacer uso de referencias bibliograficas
superiores a 10 afios de antigliedad, debido a que se cuentan con pocas fuentes de informacion en

diversos temas.

INDUSTRIA FARMACEUTICA

Historia de la industria farmacéutica

En el siglo XIX en Europa se comienzan a lograr grandes avances con la quimica
orgénica en la aplicacion de la medicina, fue alli que se empiezan los nuevos descubrimientos
para la elaboracién de medicamentos, donde pasan de las extracciones tradicionales de principios
activos por medio de plantas medicinales, a la sintesis organica y a aislar moléculas que poseian
efectos terapéuticos. Constituyentes de especies vegetales fueron obtenidas con alta pureza y esto
facilitaba el estudio de distintos componentes para la prevencion y cura de enfermedades.
(Godinez y Aceves, 2014)

De acuerdo con Godinez y Aceves (2014) las secuelas de la revolucion industrial, dio
paso a la introduccion de maquinaria pesada para los procesos de manufactura de los productos
farmacéuticos, por lo que se abre una gran puerta a la comercializacion masiva de medicamentos
0 productos farmacéuticos, donde muchas personas involucradas en la investigacion y el
desarrollo de nuevos medicamentos, abandonaron dichas funciones para dedicarse a las grandes
compafiias que ya contaban con recursos tecnologicos y econdmicos para estas actividades a

mayor escala.

Industria farmacéutica

Segun Abrutzky, Bramuglia y Godio (2015) las industrias farmacéuticas se dedican a la
fabricacion, distribucion y comercializacion de medicamentos los cuales estan asociados con la
salud y con la necesidad de salvar la vida de las personas mostrando un nivel de supervivencia y
bienestar tanto individual como social. Durante estos afios, fuentes confiables ubicaban a la
industria farmacéutica como la industria que mas ganancias dejaba con relacion a los activos que
se reflejaban, por lo que ademas de beneficiarse ellas, beneficiaban también a las industrias que
les proporcionaban las materias primas con las que producian los medicamentos.

Las industrias farmacéuticas llegaron a ofrecer un gran avance de la medicina mejorando

los avances en la salud publica y desarrollos de nuevas tecnologias sanitarias, formando parte de
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fundamental de la economia tanto social como productiva de paises avanzados, generando asi
empleos a las personas y brindandoles ganancias. Es un sector con un rapido crecimiento y un
volumen de negocios extremadamente alto, estando presente en procesos de globalizacion,
mercados de bienes, manufacturas y servicios. (Ifiesta y Oteo, 2011).

Muchos de los avances cientificos para la creacion de nuevos medicamentos en las
industrias aceleran los descubrimientos para lograr una mayor actividad terapéutica y asi
garantizar a la persona que serd beneficiada por ese producto y brindarle menos efectos
secundarios, aumentando la especificidad del metabolito que hara el efecto, pero también produce
una preocupacion por la proteccion de cada trabajador de la industria ya sea su salud y su
seguridad, esto por los equipos que se utilizan o por algunos quimicos, por lo que es necesario
todo el equipo de proteccion que sea necesaria. (Tait, 2012)

Segun Gereffi (1983) para el afio 1980, la produccion mundial de medicamentos fue de
84000 millones de ddlares, los cuales la mayoria estaban concentrados en paises avanzados y
contaban con casi el 70% de estas ganancias, donde le sigue la Union Soviética, Europa Oriental
y China con el 19% de las ganancias y los paises apenas en desarrollo con un 11% de las
ganancias en total. EI consumo de productos farmacéuticos es mayor en paises desarrollados
desde los afios ochenta, mientas que los paises de tercer mundo son menores ya que dependian de
importaciones. Dichas importaciones de los paises desarrollados consistian en productos
terminados o semiterminados, y no tanto de las materias primas o intermedias.

Montilla (2014) menciona que la industria farmacéutica con el pasar de los afios y lo que
ha ido avanzando, necesita personal altamente calificado en lo que se dedican, para lograr asi
desarrollar productos de muy alto nivel, para que demuestre confiabilidad al paciente aumentando
la esperanza y la calidad de vida. Ademas, mejorar la comercializacion de cada producto, el
control general tanto sanitario como también la inspeccién de los medicamentos, ya que se tiende
mucho a dar la falsificacién de medicamentos y ventas ilegales de los mismos, por lo que la
industria debe estar al tanto de lo que pueda suceder.

La principal caracteristica que tiene la industria farmacéutica es a nivel social, la cual es
una relacion directa a una necesidad del ser humano, para que éste pueda gozar de una mejor
calidad de vida, pero posee un alto grado de vigilancia y control a nivel del pais en donde se
comercialice, ya que se espera eficacia y seguridad para el paciente y que este también haga un

uso racional del mismo. Es por esto que en muchos paises existen reglas muy estrictas como la
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elaboracion y la importacion de los medicamentos para asi promover la utilizacion de productos
de calidad. (PROCOMER, 2006)

Industria Farmaceutica en Costa Rica

El sector de la industria farmacéutica en Costa Rica ha ido en aumento en las
producciones que realizan como también en exportaciones e importaciones a otros paises
especialmente a Centroamérica, no obstante a nivel regional tienen tanto convenios de proveer a
farmacias comunitarias o privadas, asi como su mayor fuente de ingreso como lo es La Caja
Costarricense del Seguro Social que es el principal importador y consumidor de productos
farmacéuticos en el pais, abarcando para el afio del documento un 75% de consumo Y el restante
25% se distribuye en farmacias privadas. (Lao, Ruiz, Ortega y Ramirez, 2004)

Costa Rica cuenta con 77 laboratorios farmacéuticos los cuales la mayoria de estos se
encuentran ubicados en el gran area metropolitana (GAM) contabilizandose s6lo en San José el
54%, y los restantes ubicandose en Alajuela, Cartago y Heredia. Se pueden clasificar en dos tipos
de industria, los laboratorios humanos que se dedican a fabricar productos para la salud y
prevenir o controlar enfermedades, y los laboratorios que se encargan de la cosmética, donde
fabrican productos para mejorar la imagen y estética de cuerpo humano. (Sanchez, Gutiérrez,
Calder6n y Duran, 2019)

Tabla 1. Cantidad de laboratorios activos en Costa Rica

Provincias Cantidad de Laboratorios
San José 41
Alajuela 16
Cartago 10
Heredia 9
Limon 0
Puntarenas 0
Guanacaste 0

Fuente: Estudio del mercado privado de medicamentos a nivel detallista en Costa Rica, 2019
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Ajln, 2013 indica que el mercado en Costa Rica es muy competitivo esto porque hay una
muy baja diferencia entre los precios de cada producto que ofrecen, ya que los productos no son
completamente exclusivos de un laboratorio porque ofrecen medicamentos de un mismo
principio activo pero con diferente nombre comercial y por esta razén los pacientes tienen
diversas opciones de donde pueden escoger, asi como también el profesional encargado de
prescribir o recomendar. Las industrias farmacéuticas nacionales no son innovadoras, si no que se
dedican a desarrollar productos genéricos, los cuales se basan principalmente en producir

anticonceptivos, antiinflamatorios, analgésicos y antialérgicos.

En Costa Rica el Ministerio de Salud es el que vela por los registros sanitarios de cada
medicamento y todos los permisos que se requieren para la comercializacion de un producto
farmacéutico, ya sea de interés humano como también de interés cosmético, por lo que el
Ministerio rige una serie de regulaciones muy estrictas en cuanto a la verificacion de la calidad,
seguridad y efectividad de cada producto, esto con el fin de ofrecer al consumidor la
confiabilidad necesaria del producto, sin dejar de lado que no estamos exentos de que un

problema con un producto pueda surgir. (Porras y Vargas, 2015)

La industria farmacéutica en Costa Rica tiene un programa de buenas practicas de
manufactura, que constituye un factor que asegura que los medicamentos y productos que se
producen sean uniformemente fabricados y bajo estandares definidos y controlados donde todas
las empresas del pais estan en la obligacion de seguirlas, como por ejemplo disponer de logistica
técnico-administrativa o personal debidamente entrenado y capacitado en la fabricacion y
manipulacion de los productos para asi ofrecer en todas las industrias nacionales productos de
calidad. La demanda de estos productos farmacéuticos estd determinada por el tamafio, la
composicion y el crecimiento de la poblacion, pero también influye de gran manera en la
incidencia de enfermedades. (PROCOMER, 2006)

Empresa Farmacéutica MEDIGRAY

La compafiia farmacéutica nacional Medigray es una empresa que dia a dia lo que busca
es atender las necesidades de la poblacion, para principalmente velar por la salud de las personas
de manera integral y ética para asi hacer negocios competentes del mercado. Es una empresa la

cual brinda sus servicios y productos a nivel nacional tanto publico como lo es la CCSS asi como
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también a nivel privado, ademds de internacionalmente especialmente Centroamérica.
(MEDIGRAY, 2015)

Misién

Desarrollar, producir y comercializar medicamentos y cosméticos diferenciados con valor,
mediante un vinculo de amistad y confianza, para lograr la satisfaccion y el crecimiento de
nuestros clientes, colaboradores y accionistas.

Vision

Contribuir significativamente con la salud en Ameérica.
Papel del Farmacéutico en la Industria Farmacéutica

El farmacéutico en una industria farmacéutica cuenta con variedad de roles a cumplir,
como lo es el desarrollar y producir medicamentos en sus diferentes formas farmacéuticas
estériles y no estériles, el aseguramiento de la calidad de los medicamentos, velar por el
cumplimiento de las normas de Buenas Practicas de Manufactura (BPM). El farmacéutico se
encuentra para servir a la comunidad, esto lleva a dar una solucién a un problema o necesidad
que tiene la sociedad, ademas el farmacéutico tiene una gran responsabilidad para aprobar o
rechazar, segln proceda, las materias primas, los materiales de acondicionamiento, los productos
intermedios, productos a granel y productos terminados y también, para autorizar la puesta en el
mercado de cada lote de medicamentos, certificada su conformidad y formalizada su garantia de

calidad mediante documentos y registros adecuados. (Del Rio, 2015)

Investigacion y Desarrollo

El departamento de Investigacion y Desarrollo (I+D) es el encargado de la creacion y
elaboracion de nuevos medicamentos o productos farmacéuticos, esto para generar mayor
conocimiento sobre la enfermedad tratante y asi aumentar su adherencia a los tratamientos
desarrollados. “La I+D de nuevas drogas es un proceso largo y costoso en donde por cada 5000 a
10 000 nuevos compuestos que ingresan a las pruebas preclinicas, solo uno es aprobado”.
(Bayona y Fajardo, 2012)

La investigacion y el desarrollo de medicamentos es patrocinado por la empresa
farmaceéutica donde se lleve a cabo el proyecto, la cual tiene interés de ofrecer productos de la
mas alta calidad, asi como también teniendo en cuenta intereses economicos de comercializar en
gran cantidad. Se ha notado que la innovacion cientifica para nuevos medicamentos ha estado
disminuida y que las prioridades de investigaciones estan siendo condicionadas por los productos
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que en el momentos estan siendo de mayor venta 0 mas buscados por los pacientes, esto con el
fin de generar mayores competencias en el mercado y mas oportunidades de comercializacion.
(Péez, 2011)

Desde hace afios atrds como lo menciona Granda (2005) investigacion y desarrollo son
conceptos que muchas veces superan el valor real de su palabra y significado para ser convertidas
en monedas de cambio a nivel mundial, no dejando de lado que es uno de los sectores que deben
aportar un gran esfuerzo de investigacion, ya sea creando moléculas nuevas para la produccion de
medicamentos originales o generando ya sean medicamentos genéricos o similares, esto con el
fin de dar valor a la proteccion o sanacion de la salud.

Cada compaiiia farmacéutica ha mejorado con la tecnologia con el fin de valorar nuevos
farmacos, pero se nota que afio con afio las innovaciones en medicamentos han declinado. Se
tiene un punto de vista optimista que sefiala que los pocos farmacos que salen al mercado
aprobados son mejores esto porque su desarrollo esta basado estrictamente en los criterios
cientificos, de ética y regulatorios que se rigen en los ensayos clinicos. Es por esta razén que
muchos laboratorios farmacéuticos no son innovadores ya que son estudios muy largos y no
disponen del presupuesto necesario para realizarlo. (Magos y Lorenzana, 2009)

Investigacion y desarrollo no es solo la creacion de nuevos medicamentos, sino también el
desarrollo de nuevas estrategias para mantenerse activo en el mercado, ya sea incorporando
medicamentos genéricos o similares a los ya existentes o por otro lado, realizando modificaciones
a un producto ya comercializado porque esta presentando desajustes en su andlisis. Al
desarrollarlos se realizan estudios clinicos y la estadistica indica que los paises que realizan
mayores estudios clinicos son Estados Unidos, Canada y Europa, que contabilizan el 83% de
estudios en el mundo, bien es cierto que se efectlan estudios para las cuatro fases de los analisis
clinicos, pero la mayor parte de los recursos de I+D se destinan en la tercera fase, donde se
enfocan en los ensayos hacia el paciente, sobre la seguridad y eficacia del medicamento en
estudio. (BDO, 2013)

Control de Calidad

El control de calidad para productos farmaceuticos implica analisis repetitivos de
muestras de los principios activos de productos farmacéuticos, en el cual se necesita un método
analitico con el cual las personas encargadas de realizarlo sean capaces de determinar si el

producto se encuentra dentro de especificaciones 0 no. Se encargan del control de muestreo,
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andlisis de ingredientes farmacéuticos activos, excipientes, materiales de envase y/o productos
farmacéuticos, ensayos de estabilidad, ensayos contra especificaciones y ensayos de
investigacion. (Organizacion Panamericana de la Salud, 2010)

El control de la calidad de medicamentos se presenta también como una necesidad de
competitividad que relaciona la calidad y la innovacion de productos farmacéuticos, por lo que se
crea un modelo binominal denominado calidad-innovacion, en el cual la calidad ofrece elementos
que hace que el producto demuestre mayor confiabilidad y por otro lado, la innovacion un factor
de modificacion de mercados y de crecimiento para la empresa. (Garcia, Campoverde y
Jaramillo, 2015)

Como lo menciona Garcia, Campoverde y Jaramillo (2015) el control de calidad cumple
un principio basico de las buenas practicas de manufactura:

El control de calidad, debe ser integral de tal manera que asegure al
consumidor que cada lote de un producto, esté de acuerdo a las
especificaciones establecidas, que cada unidad cumpla con las
indicaciones estipulas en la etiqueta y que los requisitos legales,
concuerden con la calidad del producto, independientemente de las
regulaciones adicionales que la empresa productora haya adoptado
para cada caso o para todos (p. 97)

Figura 1. Etapas de control de la calidad de medicamentos

Control de mterial Ve ~
i : de Ilegada « Inspeccién
= Se realiza el resultados e
analisis del costo . . e
S P « Consiste en el inspeccion final
contra la calidad analisis de del jprenlues
y fiabilidad productos para la procedimientos
aprobacion de patranes
Nuevos proyectos \___Pproveedores Control del
de control — producto

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en el articulo Control de calidad de los medicamentos (Garcia,

Campoverde y Jaramillo, 2015)
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La calidad implica producir un producto con respecto a las especificaciones que se
determinaron en la fase de desarrollo para hacer del producto final un producto con el mayor
valor posible, satisfaciendo las expectativas del usuario, esto comprende que Se conserven
diferentes lotes de un mismo producto, garantizando la efectividad del mismo, al momento de su
administracion o aplicacion y su estabilidad a traves del tiempo. Ademés, la calidad de un
medicamento se basa principalmente por el contenido del principio activo y de su pureza. (Daste,
2015)

Figura 2. Actividades que realiza el area de control de calidad
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Fuente: (Daste, 2015, p. 23)
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De acuerdo con Romero (2001) aunque para todos los sectores industriales la calidad es
un pardmetro fundamental, es ain mayor para la industria farmacéutica ya que se estaria
relacionando con la salud de un paciente, y las consecuencias que el producto traeria si no cumple
con los estandares de calidad. EI cumplimiento de la calidad de un producto farmacéutico puede
atribuirse a que el producto sea completamente efectivo para el tratamiento de una determinada
patologia y que no se produzcan efectos no deseados por lo que se refiere a que sea seguro para la

salud.

Buenas Précticas de Manufactura

Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) mantienen un grado muy alto de la garantia
de la calidad tanto en el desarrollo, como la fabricacion y control de producto farmacéutico, esto
con el fin de mantener no solo la normativa para garantizar la salud del paciente sino también
porque debe cumplir con los requerimientos de la produccién para su futura comercializacion,
tanto a nivel nacional como internacional. Las BPM aseguran que todos los productos
farmacéuticos sean producidos uniformemente y controlados segin los estandares de calidad.
(Dr. Quesada, 2008)

Las buenas practicas de manufactura son la base de las operaciones de una industria
farmacéutica para mantener garantizado su producto en calidad, eficacia y aceptacion, no
obstante también de cualquier empresa que desee ponerlas en practica. Ademas se encargan de
velar para que el almacenamiento de los productos para que se encuentren en condiciones
Optimas y sanitarias. Ademas una norma muy importante es que toda persona involucrada con el
producto farmacéutico, ya sea en el area de fabricacién, control de calidad, bodega o transporte,
se encuentre capacitada y actualizada sobre las buenas practicas de manufactura. Las BPM
exigen que todo quede registrado, es por esto que toda capacitacion al personal de la compafiia
debe ser perfectamente registrada, ya que en cualquier auditoria, ya sea interna o externa, exijan

estos informes. (Ing. Flores, 2010)

Areas comprendidas por las Buenas Préacticas de Manufactura

Las areas que comprenden las BPM son las siguientes:
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Figura 3. Areas comprendidas por las Buenas Préacticas de Manufactura
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Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en RTCA 11.03.42:07.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ha venido impulsando las buenas practicas

de manufactura, esto para garantizar que los procesos de fabricacion y hasta los de distribucion
de medicamentos, aseguren al comprador la calidad en todos los lotes que fueron y seran
elaborados. Acoplarse a las buenas practicas de manufactura ha sido un gran esfuerzo en cuanto a
la inversion se refiere, ya que tiene como efecto secundario un aumento en los costos finales.
(Zuleta y Junca, 2001)

Cumplir con las buenas préacticas de manufactura no es una tarea facil, lo més dificil de
las BPM es mantenerlas constantes y cumplirlas al pie de la letra, es por esto que se desarrollan
manuales para lograr controlar que todo funcione, estos manuales poseen procedimientos y
documentos necesarios para poder desempefiar las BPM con los criterios establecidos y asi poder

asegurar la calidad del medicamento y necesidades del consumidor. (NUfiez, 2013)
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Uno de los objetivos de las buenas practicas de manufactura es proteger a las personas del
consumo de medicamentos de dudosa o mala calidad, por lo que las BPM permiten asegurar que
los productos farmacéuticos o medicamentos que estan listos para su comercializacion son de
calidad y son adecuados para el uso indicado, pero si estas practicas en el momento de la
distribucion no se cumplen, su calidad puede ser afectada, por lo que todo proceso debe ser de
muchisimo cuidado. (Juarez, 2014)

FORMAS FARMACEUTICAS
Importancia

Una forma farmacéutica es la forma fisica de cdmo se presenta el producto farmacéutico,
garantizando su liberacion correspondiente al usuario para asi tener una adecuada accion del
farmaco, ademas de facilitar su via de administracion y dosificacion. Tienen como objetivo
proteger al farmaco de factores externos como lo es el polvo, la luz, la humedad; asi como
enmascarar sabores y olores y darle una mayor estabilidad al farmaco. (Dr. Bustamante, 2016)

La biodisponibilidad de un medicamento, que se refiere a como ingresan los metabolitos
activos a la circulacion sanguinea para alcanzar su lugar de accién, se ve afectada también por la
forma farmacéutica en la cual se presente, por ejemplo, capsulas, tabletas, cremas, 6vulos, etc., 0
por el método de fabricacion y no solamente por factores anatomicos, fisioldgico o enfermedades.
Por lo que antes de administrar una forma farmacéutica se debe tomar en cuenta el tipo de
paciente, la enfermedad, via de administracion, donde se ubica la patologia y sitio de absorcion,

como parametros basicos. (Gonzélez, s.f)
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Figura 4. Formas farmacéuticas con su lugar de absorcion y estado fisico
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Fuente: (Vila, 2001, p. 17)

Los objetivos mas habituales al momento de desarrollar una forma farmacéutica de un
medicamento es hacer posible la administracion del mismo, a través de la via mas facil y segura
segun el uso que requiera, ademas de proteger los principios activos de las condiciones
atmosféricas y brindar la mayor estabilidad al producto, y por otro lado, tener seguridad del lugar
de accion que los metabolitos activos proporcionan para asi tener en cuenta cudl es la forma que
mas se ajusta a la necesidad de lograr el efecto terapéutico esperado, ya sea que se pretenda una
liberacion inmediata o controlada. (Vila, 2001)

Cépsulas

Segun Gonzélez (2017), las capsulas con formas farmacéuticas que se catalogan como
solidas, tienen la funcion principal de ser contenedores del compuesto farmacéutico,
almacenando liquidos o polvos, tabletas, granulos o pellets. EI material de las capsulas tiene que
ser neutro y no debe ser compatible con el producto que lleva dentro, pero por el contrario debe
ser compatible con los excipientes que contiene el medicamento. Las capsulas de gelatina dura
son las que poseen dos partes, el cuerpo que es donde se introduce el farmaco y la tapa que es la

encargada del cierre de la capsula.
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Figura 5. Partes de una capsula dura
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Fuente: (Calvo, Esquisabel, Herndmdez e Igartua, 2015)

Ventajas

Como lo cita Gonzélez en el afio 2017 algunas de las ventajas de las cépsulas son las
siguientes:

- Resistencia fisica

- Enmascara sabores y olores desagradables

- Protege al farmaco de agentes externos pero no de la humedad

Inconvenientes

Como lo menciona Gonzalez en el 2017 algunas de las ventajas de las capsulas son las
siguientes:

1. No se fraccionan

2. Produccion mas costosa

3. Condiciones de almacenamiento especiales

Cépsulas de Liberacion Inmediata

Las Céapsulas de Liberacion Inmediata son las que al llegar a estar en contacto con los
acidos del estbmago se desase su cubierta y libera el farmaco para que realice su accion
farmacoldgica. Alrededor de los 30-45 minutos de administrado el medicamento, el farmaco
inicia a hacer su funcidn terapéutica, es por ello que hay que este tipo de forma farmacéutica
resulta tener un perfil de seguridad-tolerancia menos favorable que las capsulas de liberacion
modificada. (Martin, 2005)
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Figura 6. Liberacion inmediata
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Fuente: Elaboracion propia, 2020
Cépsulas de Liberacion Prolongada
Segln Martin (2005) las capsulas de liberacion prolongada es la forma farmacéutica
disefiada de tal manera que se modifica la velocidad o el lugar de liberacion del principio activo
respecto a las formas farmacéuticas de liberacion inmediata de un diferente o del mismo principio
activo. Tiene un perfil de seguridad-tolerancia mas favorable que las capsulas de liberacion
inmediata. Se pueden utilizar capsulas que posean un contenido de farmaco de liberacién
inmediata junto con liberacion prolongada.
Figura 7. Liberacion prolongada
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Pellets

Los pellets son particulas pequefias que parecen ser de forma esférica, son obtenidos por
recubrimiento o por micro encapsulacion, lo cual ayuda a mejorar la solubilidad que va
estrechamente relacionada a la porosidad. Suelen ser utilizados cuando se buscan capsulas con un
perfil de liberacion modificada. Son sumamente buenos para el flujo, distribucion homogénea y
tamarfio regular, que garantiza un llenado uniforme de las capsulas. (Vila, 2001)

Los pellets son formas farmacéuticas que estdn conformadas por particulas pequefias
solidas de forma uniforme, las que pueden ser esféricas 0 no ya que no es un requisito, son
también conocidas como perlas. Esta forma farmacéutica tiene la ventaja de que se puede
combinar con diferentes principios activos que posean incompatibilidad, ya sea fisica o quimica,
por otro lado, los pellets pueden ser administrados de dos formas, via oral o por medio de
inyeccion como los implantes. (ARSA, 2014)

Figura 8. Tipos de pellets

Pellets de liberacién prolongada Pellets de liberacion inmediata

- 2 . )

Se disefia el pellet con wun
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Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en la agencia de regulacion sanitaria de Honduras, 2014.

ANTIHISTAMINICOS Y DESCOGESTIONANTES
La histamina es una amina que es derivada del imidazol, el cual es encontrado en las
mucosas tanto de tracto respiratorio como del tracto gastrointestinal, encontrandose mayormente
en los mastocitos que se encuentran en los tejidos de forma inactiva, por lo que al producirse un
estimulo como lo es un dafio en el epitelio que puede ser por accién de toxinas, la histamina se
libera y produce de inmediato una dilatacion de los vasos sanguineos, por lo que se va a provocar

un edema por extravasacion de liquidos y proteinas plasmaticas. (Benedi, 2005)
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Se han identificado tres tipos de receptores para la histamina los cuales son: Hi, Hz y Hs.
Al respecto Benedi (2005) menciona que: “Los tipos Hi y Hz son los responsables,
fundamentalmente, de la mayor parte de las acciones histaminicas conocidas, mientras que el Hz
tiene un papel esencialmente modulador de la liberacion de histamina” (p. 54). Los Hi se
encargan de la contraccion del musculo liso tanto de las vias respiratorias como del tracto
intestinal, los Hz estimulan la secrecion de acido clorhidrico y pepsina, encontrdndose en el Gtero,
cerebro y mucosa gastrica y Hs se hayan en pequefia proporcion en tejidos periféricos, no
obstante también en pulmon, estdmago, intestino y pancreas, el cual disminuye la liberacién de
neurotransmisores. (Bendi, 2005)

Figura 9. Localizacion celular de los receptores de histamina en SNC como H3
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Fuente: (Aquino y Arias, 2012)

De acuerdo con Andrés, Corominas, Llop y Lleonart (2019) los antihistaminicos de los
receptores Hi son los medicamentos mas utilizados como tratamiento de enfermedades alérgicas,
existen los de primera y segunda generacion, sin embargo se recomienda los de segunda
generacion si la administracién es via oral, ya que posee una accion mas selectiva por los
receptores Hi y una menor liposolubilidad por lo que la distribucion a nivel de sistema nervioso
central (SNC) ya que es limitada.

Segun Benedi y Romero (2006) los descongestionantes nasales actuan en:

Los descongestivos nasales actlan estimulando los receptores
adrenérgicos alfa del masculo liso de la pared vascular, provocando
una vasoconstriccion local y, por tanto, una disminucion del edema

nasal; no tienen efecto sobre los estornudos, el picor o la rinorrea.
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Suelen utilizarse en formulaciones tdpicas (cremas, pomadas, gotas
y nebulizadores), aunque también existen preparados orales (p. 59).

Existen dos tipos de descongestionantes nasales: las aminas simpaticomiméticos que se
refiere a la fenilefrina, principalmente son los a1 —agonista y por otro lado a los imidazoles mas
conocidos como oximetazolina, principalmente son los a2 —agonistas. Aunque la sensibilidad en
el tejido venoso es para ambos farmacos, los vasos de resistencia o sea las arterias son

predominantemente a2 — sensibles. (Benedi y Romero, 2006)

Enfermedades alérgicas

El sistema inmune tiene dos funciones principales las cuales se basan en el
reconocimiento de lo que es propio del cuerpo y lo que forma parte del organismo, ademas de
identificar lo que es extrafio y perjudicial y su otra funcion es la defensa, a ataques tanto del
exterior como virus y bacterias, como del interior como tumores. Por lo que, el sistema
inmunitario debe reaccionar a aproximadamente 10° diferentes tipos de antigenos, pero por otro
lado el sistema es capaz de reconocer rapidamente una segunda exposicion a un antigeno
especifico el cual habia generado anteriormente. (Dr. Zubeldia, Dra. Baeza, Dr. Jauregui, Dr.
Senent, 2012)

Figura 10. Distribucion del sistema inmunitario
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Fuente: (Dr. Zubeldia et al., 2012, p. 52)
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A pesar de que las alergias suelen ser muy frecuentes y causan sintomas de los que la

mayoria de personas conocen, es realmente desconocida, ya que es muy dificil determinar donde

se localiza la alteracion que la desencadena, por lo que en una enfermedad alérgica lo que se

altera es el sistema inmune. Con respecto al Dr. Zubeldia et al. (2012) “Como consecuencia de

esta alteracion del sistema inmune, y al encontrarse distribuido por todo el organismo, las

enfermedades alérgicas pueden producir sintomas en cualquier parte del cuerpo aunque sean mas

frecuentes los problemas respiratorios, digestivos o de piel” (p. 52).

De acuerdo con Restrepo (2015) la hipersensibilidad se divide en cuatro tipos los cuales

corresponden a los siguientes:

Tabla 2. Tipos de reacciones de hipersensibilidad

Tipo |

Hipersensibilidad inmediata
(15 minutos - 30 minutos)

Ya la persona fue sensibilizada,
Posteriormente, ante un nuevo
contacto, se genera rapidamente la
liberacion de varios mediadores
inflamatorios. Mediado por

inmunoglobulina IgE.

Tipo 11

Hipersensibilidad citotdxica

(Minutos a horas)

Se da cuando un anticuerpo dirigido
a antigenos en una membrana
celular, activa el complemento.
Mediado por inmunoglobulina 1gG e

inmunoglobulina IgM.

Tipo 11

Hipersensibilidad del complejo

inmune (3-8 horas hasta semanas)

Complejo antigeno-anticuerpo
induce una respuesta inflamatoria
tisular, al depositarse en esos
lugares. Estd mediado por Ig G e Ig
M.

Tipo IV

Hipersensibilidad tardia o mediada
por células (2 dias - 3 dias 0 mas)

Es funcion de linfocitos T (LT),
tanto linfocitos T citotdxicos (LTC),
como linfocitos T cooperadores
(LTh) 1, no de anticuerpos. Los
LTh, sensibilizados por Ag, liberan
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linfoquinas hasta el segundo
contacto con el mismo Ag, que
inducen inflamacién y activan los

macraéfagos.

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base a (Restrepo, 2015, p. 72)

Las enfermedades alérgicas es el resultado de la combinacion entre la predisposicion
genética y/o factores ambientales como por ejemplo la exposicion a alérgenos, tabaco, animales,
dieta, estrés, bacterias, componentes microbianos, que pudieron intervenir desde la vida
intrauterina o en el transcurso de la infancia, esto sin omitir que a lo largo de la vida se pueden
desarrollar alergias a diferentes factores como lo son las comidas. (Castro, Krause, Uauy y
Casanello, 2016)

De acuerdo con Saranz et al. (2016) las enfermedades alérgicas son muy comunes y es
una causa por la que los pacientes visitan los consultorios médicos, desde nifios, jovenes y
adultos:

Las enfermedades alérgicas constituyen las patologias crénicas méas
frecuentes, con elevados costos sanitarios para el diagnostico y
tratamiento y afectacion de la calidad de vida. En Latinoameérica,
aproximadamente el 20% de los nifios y adolescentes padece alguna
patologia de origen alérgico y se observa una tendencia creciente en
su prevalencia (p. 278).

Figura 11. Incidencia de enfermedades alérgicas en el afio 2010
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Fuente: (Saranz et al., 2016, p. 279)
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Como primera via de tratamiento farmacoldgico de las alergias se encuentran los
antihistaminicos, los de primera generacion causan somnolencia por lo que muchas veces son
mayormente recomendados, los de segunda generacion como lo son: cetirizina, ebastina,
loratadina, mizolastina, utilizados por via oral tienen efectos favorables sobre la rinorrea, los
estornudos y el prurito nasal. Y en caso de congestion nasal, los descongestionantes como la
fenilefrina o pseudoefedrina y derivados imidazélicos que ayudan a producir vasoconstriccion de
la mucosa, reduciendo la obstruccion. (Romero y Carrién, 2017)

Figura 12. Medicamentos antialérgicos y descongestionantes

- - . . Descongestivos orales o tdpicos:
Antihistaminicos: Cetirizina, ebastina, T o
loratadina. mizolastina solucion salina, fenilefrina,

pseudoefedrina, oximetazolina,
xilometazolina

Mucoliticos
+

Descongestivos

Corticoesteroides: Dexametasona

Anticolinérgicos: Bromuro de ipatropio Antihistaminicos: Clorfenamina,
bromferinamina, cetrizina,
dexclorfeniramina

Descongestionantes: Fenilefrina y
derivados imidazoélicos

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Romero y Carrion, 2017, p. 12) y (Delgado, 2013, p. 10)

Los antihistaminicos son eficientes para la disminucion de prurito, estornudos y rinorrea,
no obstante, tienen muy bajo efecto sobre la congestion nasal. Se habla de la sedacion y
disminucion de la capacidad como efectos secundarios y peligrosos de los antihistaminicos de
primera generacion si no se toman bajo indicacion médica o con recomendacion farmacéutica,
por lo que es mejor indicar segun sea el objetivo los de segunda generacion. (Dr. Mendoza y Dr.
Mansilla, 2002)
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Segln los Dres. Mendoza y Mansilla (2002) se han realizado combinaciones en algunos
medicamentos antihistaminicos junto con descongestionantes:
En los 5 Gltimos afios se han realizado formulaciones con base a
antihistaminicos de segunda generacion no sedantes junto con
descongestionantes alfa adrenérgicos que proveen beneficio casi
inmediato pero de corta duracion; sin embargo, al momento no
existen estudios de seguridad con su uso en la poblacion pediatrica
(p. 52).
Pseudoefedrina Clorhidrato
La pseudoefedrina es una droga simpaticomimetica, esteroisomero de la efedrina, muy
usada en los preparados orales para aliviar la congestion nasal y casi siempre asociada a
antihistaminicos. Es utilizado en cuadros catarrales por su accion descongestionante nasal.
(Moreno, Cuesta, Figueroa, Umpiérrez, & Bombin, 2002) Segun el Vidal Vademecum Espafiol la
pseudoefedrina clorhidrato posee las siguientes caracteristicas:
Indicacién
Alivio local y temporal de la congestion nasal asociada a rinitis, resfriado comun y gripe

para adultos y adolescentes mayores a los 12 afios.

Mecanismo de accién

La pseudoefedrina tiene unos efectos similares a los de la efedrina, aunque su actividad
vasoconstrictora y los efectos centrales son inferiores que los de ésta. Se comporta como agonista
de los receptores alfa-1 adrenérgicos, dando lugar a una vasoconstriccién de los vasos
sanguineos, incluidos los de la mucosa nasal, disminuyendo el contenido de sangre y la
hinchazén de la mucosa, lo que produce un efecto descongestionante de las vias nasales y en
menor medida de los receptores beta dando lugar a broncodilatacién, disminuyendo la resistencia
al flujo de aire.

Dosificacion

Oral: Adultos y adolescentes mayores de 12 afios pueden ingerir 30-60 mg/6 h (chicles) o
120 mg/12 h (comprimidos o cépsulas de liberacion prolongada). Su dosis maxima alcanza los
240 mg/dia. Intervalo entre dosis: 12 h. No usar con otros descongestivos.
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Reacciones adversas
Sintomas de excitacion del SNC incluidos: nerviosismo, inquietud, trastornos del suefio,

ansiedad, temblor muscular; distorsion del gusto.

Interacciones

Efecto disminuido de: anticoagulantes (acenocumarol). Aumento severo de tensién
arterial con: dihidroergotamina. Precaucion con: antidepresivos triciclicos. Monitorizacién
cardiaca y de tension arterial con: 3-blogueantes adrenérgicos, levodopa. Estimulacion aditiva del
SNC con: estimulantes del SNC (anfetaminas, xantinas). Aumenta el efecto con: hormonas
tiroideas. Evitar con: IMAO.

Contraindicaciones

Hipersensibilidad a pseudoefedrina 0 a otros simpaticomiméticos. Pacientes con
enfermedades cardiovasculares (enfermedad isquémica cardiaca, taquiarritmia e hipertension
arterial grave). Hipertiroidismo. Pacientes que estén tomando o hayan tomado IMAO en las 2
semanas precedentes o durante las 2 semanas posteriores a la interrupcion de dicho tratamiento.
Nifios menores de 12 afos.
Cetirizina Clorhidrato

La cetirizina clorhidrato inhibe la union de la histamina a su receptor impidiéndose asi,
que la histamina actte por lo que es catalogado como un antihistaminico de segunda generacion,
tratante de la alergia. (Ficha técnica AEMPS, 2020) Segun el Vidal Vademecum Espafiol la
cetirizina clorhidrato posee las siguientes caracteristicas:

Indicacion

Alivia sintomas nasales y oculares de rinitis alérgica estacional y perenne, y sintomas de

urticaria cronica idiopatica, en adultos y nifios mayores de 2 afios.

Mecanismo de accién

Antagonista H1 selectivo. Inhibe la fase inicial de la reaccién alérgica, y reduce la
migracion de células inflamatorias y la liberacion de mediadores asociados a respuesta tardia.

Dosificacion

Oral. Adultos y adolescentes mayores de 12 afios: 10 mg 1 vez/dia. Nifios 6-12 afios: 5 mg
2 veces/dia 0 10 mg 1 vez/dia. Nifios 2-6 afios 0 menores de 30 kg: 2,5 mg 2 veces/dia 0 5 mg

lvez/dia.
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Con insuficiencia renal (I.R): Adultos: I.R. moderada (Aclaramiento renal (Clcr) 30-49 ml/min):
5 mg 1 vez/dia; I.R. grave (Clcr menor a 30 ml/min): 5 mg/48 h; nifios: ajuste individual segun
Clcr, edad y peso.

Tabla 3. Caracteristica farmacoldgica de la cetirizina para enfermedad alérgica

» Dosis 212 | Dosis <12 Inicio Duracion Ajuste
Presentacion . . » . _
anos anos accion (h) accion h) dosis

Gotas Via oral:

10g=5mg ] 2-5 afnos
) Via oral: o
Solucion oral 2,5mg/12 Insuficiencia
10 mg/ 24 0,7 >24

5mg/5mL ) h renal
Comprimidos 6-11 afios

10 mg 5mg/12h

Fuente: (Andrés, Corominas, Llop y Lleonart, 2019)

Reacciones adversas

Fatiga, puede causar somnolencia. Ademas, en adultos.: cefalea, mareo, sequedad de
boca, dolor abdominal, faringitis, nauseas y en nifios 6 meses-12 afios: diarrea, rinitis.

Interacciones

No se han notificado ni interacciones farmacodinamicas ni farmacocinéticas significativas
en los estudios de interaccion farmaco-farmaco desarrollados. La absorcion de cetirizina no se
reduce con la comida, aunque la velocidad de absorcion disminuye. (Ficha técnica AEMPS,
2020)

Tabla 4. Interaccion entre cetirizina y otros farmacos

Metabolismo Interacciones Farmacos con Efecto producido

hepatico farmacoldgicas los que interaccionan por la interaccion

Alcohol, antidepresivos

triciclicos, Potencien los efectos
<40% Poco probable .
barbitdricos u otros sedantes

depresores del SNC

Fuente: (Andrés, Corominas, Llop y Lleonart, 2019)



Contraindicaciones

Hipersensibilidad a cetirizina, hidroxizina u otro derivado piperazinico. Enfermedad renal

terminal (Clcr menor a 10 ml/min).

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA PSEUDOEFEDRINA
CLORHIDRATO Y CETIRIZINA CLORHIDRATO

Pseudoefedrina Clorhidrato

Segun la base de datos DrugBank (Wishart et al. 2018) algunas propiedades

fisicoquimicas de la pseudoefedrina clorhidrato son las siguientes:

Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de la pseudoefedrina clorhidrato

Numero CAS 345-78-8
Peso 201.693 g/mol
Férmula quimica C10H16CINO

Nombre IUPAC

Clorhidrato de (1S, 2S) -2- (metilamino) -1-
fenilpropan-1-ol

Solubilidad en agua 8,26 mg / mi
logP 1,32
LogS -1,3
pka 13,89y 9,52
Aceptores de hidrogeno 1
Donadores de hidrégeno 2
Area de superficie polar 32,26 A2

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Wishart et al. 2018)
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Figura 13. Molécula de la pseudoefedrina clorhidrato
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Fuente: (Wishart et al. 2018)

Cetirizina Clorhidrato
Segun la base de datos DrugBank (Wishart et al. 2018) algunas propiedades

fisicoquimicas de la cetirizina clorhidrato son las siguientes:

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de la cetirizina clorhidrato
Numero CAS 83881-52-1
Peso 461.81 g/mol
C21H27CI3N203

Férmula quimica
Dihidrocloruro de &cido 2- (2- {4 - [(4-

clorofenil) (fenil) metil] piperazin-1-il} etoxi)

Nombre ITUPAC
acético

Solubilidad en agua 0,0658 mg / ml
logP 0,86
logS -3.8

3,58y 7,74

pka
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Aceptores de hidrogeno 5
Donadores de hidrogeno 1
Area de superficie polar 53,01 A2

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Wishart et al. 2018)
Figura 14. Molécula de la cetirizina clorhidrato
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Fuente: (Wishart et al. 2018)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENO

Seguin Garcia, Alvarez, Guevara y Castillo (2014) la cromatografia es un método utilizado
para separar los componentes de una mezcla, es sensible, especifico y reproducible, es una
alternativa muy util y utilizada para el estudio y cuantificacion de un analito en especifico como
lo son los principios activos de un medicamento. También es muy utilizada para el control de la
calidad ya sea para productos terminados como para materias primas, ademas de la bioquimica y
quimica analitica.

Para Miller (2009), algunos ejemplos de aplicaciones de la cromatografia liquida de alto
desempefio (HPLC) son: “separacion y cuantificacion de componentes individuales en mezclas
complejas, andlisis de compuestos nominalmente puros para trazas de impurezas y aislamiento de

compuestos puros para sintéticos y/o fines de identificacion” (p.1072). Ademéas puede ser
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utilizado para analizar productos ya sean liquidos o solidos, de concentraciones usuales como de
10uL de una solucion de 0,1-100 mg/mL, hasta concentraciones muy pequefias como de 10°° g.

Figura 15. Instrumentacion de un HPLC
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Fuente: (Miller, 2009, p.1073)

Se puede logra apreciar otro diagrama basico de un cromatdgrafo liquido de alto
rendimiento:

Figura 16. Diagrama de un HPLC
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Fuente: (Suarez y Morales, 2018)

La cromatografia liquida de alto desempefio es un método muy utilizado gracias a su

capacidad de separar analitos de diferente naturaleza que se encuentran presentes en una mezcla,
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es por esto que se emplea en distintos ambitos a nivel industrial como lo es la farmacéutica, la de
alimentos, la bioquimica, quimica forense, medicina clinica y productos de la industria quimica,
pero es por esto que es muy dificil tomar la decision en el momento de disefiar un proceso de
separacion de un analito por este método. (Suarez y Morales, 2018)

Figura 17. Sistema cromatogréafico

Fuente: (Agilent Technologies, 2006)
De acuerdo con Garcia 'y Yusa (2016) el HPCL es un sistema que brinda gran variedad de

funciones como lo son:

El desarrollo instrumental de HPLC no ceja en la busqueda de
mejor sensibilidad y selectividad en la deteccion, mayor rapidez en
los analisis y necesidad de menor cantidad de muestras y
disolventes. HPLC separa y determina analitos (solutos) organicos e
inorganicos en las muestras de practicamente cualquier naturaleza,
pues su principal ventaja y propiedad inherente es precisamente
determinar cualquier compuesto disuelto en cualquier liquido (p. 5)

En el HPLC la fase movil puede necesitar de la mezcla de liquidos ya que su composicion
es muy importante, porque compite activamente con la fase estacionaria por los analitos. El
sistemas de suministro de disolventes posee valvulas que son las que dosifican los volumenes de
disolvente, por lo cual, un cromatdgrafo puede tener hasta cuatro lineas para asi permitir la

mezcla de mayor cantidad de disolventes para la fase movil si asi se requiere. (Miller, 2009)
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La fase movil llega a la columna por medio de un sistema de bombeo de alta presion con
una capacidad de hasta 40 MPa y velocidades de flujo para el analisis de 0,1-10 mL/min, ademas
de tener la capacidad de poseer dos técnicas para administras la fase mdvil, la primera es la
isocratica que no cambia la cantidad de fase mdvil desde que inicia el andlisis hasta que este
termine y la segunda es la técnica de gradiente en donde la disposicion de la fase mdvil de dos,
tres 0 cuatro componentes se cambia de manera gradiente, escalonada o continua durante todo el
analisis. (Miller, 2009)

De acuerdo con Miller (2009) las fases maéviles siempre son utilizadas para el desarrollo
de andlisis y sefiala que algunos ejemplos son:

La fase mdvil que cominmente se utiliza en cromatografia liquida
de alto desempefio incluye agua, soluciones buffer de pH acuosas
diluidas, acetonitrilo, tetrahidrofurano, metanol, cloroformo, hexano
y cloruro de metileno, asi como mezclas miscibles compuestas por
uno o mas de estos solventes (p.1073).

Lo principal de un cromatografo es la columna, la cual es la encargada de realizar la
separacién de uno o mas analitos. Las columnas mas comunes poseen longitudes que van desde
los 3 cm hasta los 25 cm y de 2 mm a 5 mm de didmetro, con tubos de acero inoxidable, con
empaques de particulas pequefias de tamafios de 3 a 50 um que forman parte de la fase
estacionaria y tienen diferentes propiedades fisicas y quimicas. (Miller, 2009)

Figura 18. Columna para HPLC

.

Fuente: (Agilent Technologies, 2015)
Los detectores de la cromatografia liquida de alto desempefio comunmente se basan en el

espectrofotometro de absorcion UV/Vis clasico, aunque hay diferentes tipos de detectores para



56

los demas cromatografos que existen como por ejemplo para la cromatografia de gases. Ademas
los detectores mas frecuentes para HPLC absorben la radiacion a longitudes de onda que van
desde los 190 nm hasta los 700 nm, mientras que también compuestos que no se absorben a esas
longitudes pueden hacer reaccion quimicas y formar especies absorbentes. (Miller, 2009)

Segun Miller (2009), existen tres tipos de detectores UV/Vis los cuales se detallan a

continuacion:

1. Detectores los cuales la longitud de onda es fija, 0 sea que operan en una sola longitud
de onda, esto por lo general de 254 o 280 nm, donde un gran porcentaje de
compuestos orgénicos exhibe al menos alguna absorbancia (p. 1075).

2. Los detectores de longitud de onda variable, los mismos operan a cualquier longitud
de onda seleccionada que se encuentre entre 190 y 700 nm (p. 1075).

3. Detectores de matriz de fotodiodos, ellos pueden monitorizar toda la region de
longitud de onda entre 190 y 700 nm (p. 1075)

Figura 19. Detectores de HPLC

Spectroscopic

Ultraviolet absorption (UV [Vis)

Fixed wavelength UV

Variable wavelength UV

Photodiode array (PDAJ, also called
diode array detector (DAD)

Fluorescence

Mass spectrometer (MS)

Electrical

Electrochemical detector (ECD);
amperometric

Conductivity detector

Other

Refractive index (RI)

Evaporative light scattering detector
(ELSD)

Fuente: (Miller, 2009, p. 1074)
Las bombas de HPLC son las encargadas de impulsar la fase movil que vienen desde los

reservorios y van hacia el inyector, para llegar hasta a columna, el caudal de trabajo es muy

variable, hay bombas que tienen la capacidad de dar caudales de microlitos/minuto y para los
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andlisis convencionales de mililitros/minuto. Existen dos tipos de bombas, las de pistén o bombas
reciprocantes que son las de uso més difundido y faciles de adaptar a la rutina de laboratorio y las
de desplazamiento continuo o de jeringa, estas no emiten pulsos en la entrega del solvente.
(Quattrocchi, Abelaira y Laba, 1992)

Las bombas reciprocantes son muy utilizadas desde tiempos antiguos hasta la actualidad.
Existen varios tipos de bombas reciprocantes que pueden ser de uno, dos o tres pistones, bomba
tandem y la bomba a pistén y diafragma. EI volumen de la camara del piston es pequefio,
normalmente entre 35 y 400 uL, este volumen puede cambiar facilmente la fase movil y
disminuye el tiempo que tarda para hacer un cambio en la composicion del solvente si se esta en
un gradiente de elucion. (Quattrocchi et al., 1992)

Figura 20. Bomba reciprocante. (ay b, entrada y salida del solvente de limpieza del pistén;
c, pistén; d y e, valvulas de entrada y salida)

I/

I##T—A_##r::: __
|

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 17)
Segun Quattrocchi et al., (1992) las bombas reciprocantes pueden modificar el caudal por

los siguientes mecanismos:
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Figura 21. Mecanismos que permiten variar el caudal

Variando el recorrido del piston

AN

Variando la velocidad de movimiento del piston

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Las bombas jeringa son dispositivos de desplazamiento continuo, o sea que el solvente
que se encuentra en un reservorio es impulsado hacia el inyector por medio de un movimiento
continuo y hacia adelante del piston, su principal ventaja es que es ausente de pulsos en su
totalidad, ya que la camara no necesita ser recargada, pero su gran desventaja estd dada por el
caudal o el tiempo que necesita para recargar la cAmara cuando se vacia. Es el sistema ideal para
la modalidad de microbore y capilar ya que el rango de caudal es muy bajo, se limita a pocos
uL/min. (Quattrocchi et al., 1992)

Figura 22. Bomba jeringa

Reposliclion
de

Fase Mévil

{

1L

>

Motor

G,

Columna

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 20)
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Tabla 7. Caracteristicas de las bombas

Caudal HPLC convencional va entre 0.1 y 10 mL/min
y con presiones de hasta 6000 psi, y el caudal
de un HPLC de microbore entre 0.01 a 0.5

mL/min

Exactitud en el caudal Se puede observar en la determinacion de los
tiempos de retencion de los analitos a

cuantificar

Ruido Son variaciones en el caudal de solvente
entregado en intervalos cortos de tiempo. Son
originados en la deteccion del caudal durante

movimientos habituales de la bomba

Deriva Cambio continuo ya sea positivo 0 negativo
en la entrega de solvente que se produce en
intervalos de tiempo muy largos (por ejemplo

toda la noche)

Sistema de corte Evita que excesos en la presion del sistema
pueda dafar los componentes mas sensibles

como la columna o la celda de los detectores.

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Quattrocchi et al., 1992, pp. 15-16)

El inyector es el dispositivo encargado de introducir la muestra en solucion sin
interrumpir el caudal de solvente a través del sistema. En su totalidad los inyectores de HPLC son
valvulas que guian al caudal hacia la columna, pasando o no por un loop en el cual se introduce la
muestra o solucion que se desea inyectar para ser analizada. Poseen un cuerpo fijo, un rotor con
un sello que gira y un loop de muestra que se encuentra externo que contiene la muestra, este
loop se puede intercambiar haciendo que a la cantidad de muestra inyectada se le pueda escoger
una medida estandar que va entre los 5 y 2000 uL. (Quattrocchi et al., 1992)

De acuerdo con Quattrocchi et al., (1992) un inyector debe cumplir con las siguientes
caracteristicas:

1. Debe ser facil de operar

2. Debe ser inerte al ataque quimico y capaz de soportar alta presiones
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Debe ser preciso en cuanto a la cantidad de muestra introducida en el sistema

4. No debe provocar diluciones importantes de la solucion inyectada

5. En algunos casos especiales puede requerirse que opere a altas temperaturas, por lo
que puede ser necesario que algunos componentes sean de titanio o
politetrafluoroetileno (PTFE).

Figura 23. Véalvula de inyeccion

CARGA INYECCION

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992j, p. 24)

Segln Quattrocchi et al., (1992) el ensayo cromatografico debe contemplar la obtencion
de fracciones separadas de los componentes de la muestra y por otro lado, obtener un grafico o
cromatograma donde se pueda interpretar conclusiones tanto cualitativas como cuantitativas, por
lo que dichos datos se consiguen gracias a un sistema de toma y procesamientos de datos que se

basan en un registrador de graficos, un integrador y una computadora.
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Figura 24. Sistema de toma y procesamientos de datos de HPLC

Registrador de gréafico

Convierte la sefial en un grafico del tipo X-Y

Integrador

Permite no so6lo tener un cromatograma, sino tambien su tratamiento matematico para
el céalculo de concentraciones

Computadora

El integrador es una computadora, que con el software apropiado, permite el registro
del cromatograma, célculos, manipulacién de datos, almacenamiento de pruebas,
generacion de reportes y ademas el manejo global de varios cromatografos.

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Quattrocchi et al., 1992)
Esquivel y Leal (2004) hacen referencia a las caracteristicas de los termostatos en

cromatografia:

En muchas aplicaciones no se necesita un control estricto de la
temperatura y las columnas trabajan a temperatura ambiente. Sin
embargo, si se controla la temperatura de las columnas se obtienen
mejores cromatogramas. La mayoria de los aparatos lleva hornos
que controlan la temperatura en las columnas. Otra forma de
controlar con precision la temperatura es colocando las columnas en
camisas con agua que provenga de un bafio de
temperatura constante (p. 44).

Los disolventes deben tener un tratamiento especial, los solventes que se contienen en los
recipientes se equipan con un sistema especial para eliminar los gases disueltos como oxigeno y
nitrogeno, los cuales pueden interferir en la formacion de burbujas en el sistema de deteccion del
analito. Se puede utilizar un desgasificador que consiste en un sistema de bombeo por vacio o

sistemas de difusion que se encargan de deslizar gases que se encuentran disueltos fuera de la
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solucién por medio de burbujas de un gas inerte que posee una solubilidad baja. (Esquivel et al.,
2004)

Figura 25. Propiedades de los solventes

solubilizante de
muestras

Alto poder J

Alto
grado de
pureza

Seguridad
Vis?oag?dad Apﬂ?](t:gildeo
ebullicién

Fuente: Elaboracion propia (2020) con base en (Quattrocchi et al., 1992)

Baja
reactividad

Compatibilidad
con el detector

La filtracion de las fases mdviles es parte de un tratamiento para cuidar el adecuado
funcionamiento del HPLC, ya que algunas particulas que se encuentren presentes en la fase movil
podrian bloquear los filtros y tuberias del sistema, esto produce un desgaste de sellos y problemas
en el inyector y valvulas de entrada y salidas de las bombas. Es recomendable que la filtracion se
realice por medio de membranas de 0.45 0 0.22 um en equipos adecuados como lo es un kitasato,
ademas se deben filtrar las soluciones que se desean inyectar, con membranas similares a las

empleadas para la fase mavil. (Quattrocchi et al., 1992)



Figura 26. llustracién de un equipo de filtracién

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 83)

—— —+ Vacio
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De acuerdo con Quattrocchi et al., (1992) es de suma importancia conocer cuales

membranas son las adecuadas para la filtracion de una muestra:

Figura 27. Compatibilidad de la membrana de filtro con los solventes

Tipo de solvente
Membrana Acuoso Ac/Org Orgénico
Celulosa regenerada R
Ester de celulosa R NR NR
Nitrato de celulosa R b NR
Fluoruro de polivilideno R R R
Nylon R R R
Politetrafluor etileno (PTFE) NR NR R
Teflon NR NR R

R = recomendable NR = no recomendable

* = psar como mixime con 30 % de solvente orginico

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 83)

El proceso de extraccion de un analito en una muestra sélida comprende principalmente la

solubilidad que este posea en relacién al solvente que sea utilizado, esto con ayuda de agitacion

ya sea manualmente, agitadores mecanicos 0 ultrasonicos. La extraccion depende de las

caracteristicas del analito y matriz que lo rodea, el solvente, velocidad y tiempo de agitacion. Esta
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metodologia comenzo a utilizarse para la extraccion de sustancias organicas en los afios ochenta.
(Quattrocchi et al., 1992)

Tabla 8. Caracteristicas comunes para la extraccion de analitos en columnas C8 y C18

Material de Tipos de Activacion de la Solvente de
relleno analitos columna elucion
- Sustancias no
MeOH/ACN o
polares
_ mezclas de estos
- Sustancias - Metanol
C8/C18 o con agua o
ionizadas, en su - Agua
buffers de pH
forma no
o adecuado
ionizada

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Quattrocchi et al., 1992, p. 213)

Términos empleados en cromatografia

Con referencia a la Ing. Corzo (2019) los términos comunmente utilizados en

cromatografia son los siguientes:

1.

Fase estacionaria: es una sustancia que se encuentra fija y es con la que interactian de
diferentes maneras los componentes de la muestra a analizar

Fase movil: es uno o una mezcla de liquidos que fluyen a través del sistema
cromatografico arrastrando los solutos

Corrida cromatogréfica: es la accién por la cual los componentes de la muestra son
arrastrados por la fase movil

Elucion: fendmeno de desplazamiento de los compuestos de una mezcla, a través de la
fase estacionaria, impulsados por la fase mavil

Eluyente: es la fase movil que atraviesa la columna

Cromatograma: se refiere al grafico que muestra el resultado de la corrida
cromatografica, se logra visualizar los componentes de la muestra analizada en forma

de picos.
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Figura 28. Cromatograma
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Fuente: (Corzo, 2019, p. 14)

Por otro lado, segun Ettre (2015) se pueden agregar términos fundamentales de

cromatografia:

7. Muestra: hace referencia a un determinado nimero de componentes cuya separacion
se alcanza en el lecho cromatografico cuando son arrastrados o eluidos por la fase
movil

8. Soluto: son los componentes de una muestra

9. Disolvente: aungue el disolvente hace referencia a la fase mdvil, pero el termino

disolvente no es recomendable, estos son almacenados en reservorios

Figura 29. Reservorios sobre sistema de HPLC

N

Fuente: (Garcia 'y Yusa, 2016, p. 23)
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10. Pico: es la parte de un cromatograma que muestra la respuesta del detector cuando un
compuesto es eluido de la columna

11. Platos tedricos (N): es un numero que indica las prestaciones de la columna, las cuales
dependen de la anchura del pico

12. Flujo: Es el volumen de fase movil que pasa por la columna por unidad de tiempo, se
mide a la salida de la columna a presion y temperatura.

Tipos HPLC
Figura 30. Tipos de cromatografia liquida de alto desempefio

Cromatografia liquido-solido Cromatografia en fase ligada

Cromatografia de fase inversa Cromatografia de pares de

iones
Cromatografia de intercambio Cromatografia de exclusion
de iones por tamafo

Fuente: Elaboracion propia (2020) con base a Miller, 2009
Segun Miller (2009) existen distintos tipos de HPLC los cuales se basan e:

1. Cromatografia liquido-solido: Es conocida también como como cromatografia de
adsorcion ya que se basa en un método se separacion por medio de la adsorcion. “ES
el mas antiguo, combina una fase estacionaria polar (silice o alimina) con una fase

movil no polar o ligeramente polar (ejemplo, heptano, hexano o pentano,
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posiblemente mezclado con un disolvente méas polar como cloruro de metileno,
cloroformo o isopropanol)” (p. 1076).

Cromatografia en fase ligada: Se basa en que “una fase liquida se liga quimicamente a
un soporte sélido para convertirse en la fase estacionaria” (p. 1078). Tiene una ventaja
que es que la fase estacionaria es estable y no es posible que suceda una eliminacion
quimica o fisica por parte de la fase movil.

Cromatografia de fase inversa: Se basa en columnas no polares, donde la fase mavil
que se utiliza es polar. “Tipicamente, en la cromatografia de fase inversa o reversa, se
usa un soporte hidrocarbonado, como metil-, octil- u octadecilsiloxano (ODS), con un
MP compuesto de agua, metanol, acetonitrilo (ACN), tetrahidrofurano o una mezcla
de algunos o todos de estos disolventes” (p. 1078)

Cromatografia de pares de iones: La técnica se basa en que la fase movil contenga
iones que se combinen con los que posea la muestra y asi lograr pares de iones que se

conviertan en neutros.

Cuando los iones estan presentes en las muestras analizadas por

cromatografia de fase inversa, normalmente eluyen muy

rapidamente (con poca 0 ninguna retencion) porque no interacttian

apreciablemente con el SP apolar. Como consecuencia, no estan

separados unos de otros. Una forma de remediar esta situacion es

agregar un contraion a la fase movil y formar pares de iones que no

estén cargados (p. 1079).
Cromatografia de intercambio de iones: Se basa en la separacion de algunos
compuestos que sean idnicos, organicos o inorganicos, se realiza en fase estacionaria
gue contengan en su superficie sitios ionicos usando fases moviles acuosas que posean
iones.
Cromatografia de exclusion por tamafio: Es utilizada para la separacion de analitos en
funcion de su tamafio fisico. Posee dos clasificaciones:

a. Con fases movil acuosa: Cromatografia de filtracion en gel

b. Fase movil no acuosa: Cromatografia de permeacion en gel.
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Principales usos

Los principales usos de una cromatografia liquida de alto desempefio utilizada en un
laboratorio farmacéutico es que permite analizar y cuantificar simultaneamente los principios
activos del medicamento, permite el estudio de numerosas muestras en un corto periodo de
tiempo manteniendo un alto nivel de reproducibilidad y precision, por otro lado es un método que
permite diferenciar principios activos diferentes leyendo a distintas longitudes de onda cada uno.
(Garcia, G., Alvarez, M., Guevara, J., y Castillo, 2014)
Aplicaciones de la cromatografia

Determinaciones cualitativas: datos de retencion para la caracterizacion de la

muestra
De acuerdo con Gomis (2008) la determinacion cualitativa en datos de retencidn se refiere

En un sistema cromatografico estable, el tiempo de retencion de un
soluto particular es constante, y por lo tanto puede utilizarse para
identificar ese soluto. Asi, aunque la cromatografia es
primordialmente una técnica de separacion, es posible identificar
los compuestos separados de una mezcla compleja por medio de sus
tiempos de retencion (p. 2.13).

Los tiempos de retencién se pueden pronosticar por medio de tiempos conocidos de otros
miembros de una serie que sea homologa, no obstante una coincidencia exitosa se basa
primordialmente en el conocimiento que se tenga de la muestra o el analito. Por otro lado, el éxito
también es dependiente de la disponibilidad de compuestos de referencia, pero si estos no se
encuentran a disposicion se debe recurrir a la informacion de las estructuras moleculares del
analito para que este sea debidamente estudiado y analizado. (Gomis, 2008) La informacion que

se puede obtener del analito es la siguiente:
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Figura 31. Informacion del analito

e A e A
Peso molecular Formula empirica
\. Y, \. Y,
4 N 4 N
Confirmacion de la estructura Informacién estructural
\_ J \_ J

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Gomis, 2008)

Determinaciones cuantitativas

De acuerdo con Gomis (2008) las determinaciones cuantitativas se basan en:

En cromatografia en columna la sefial anal6gica generada por el
detector se registra en la forma familiar de los picos
cromatograficos. El area bajo estos picos puede integrarse en una
variedad de maneras y los datos resultantes relacionarse con la
composicion de muestras desconocidas (p. 2.13)

Caracteristicas de separacion cromatografica

Tiempo de retencion (tr) y tiempo muerto (tm)

El tiempo de retencion se refiere al tiempo que transcurre desde el momento que se
inyecta una muestra hasta cuando se expresa un pico cromatogréafico, el cual alcanza una sefial
maxima por el detector el cromatdgrafo, o sea que la muestra es retenida y se puede reflejar
plasmado en el cromatograma, el cual es un indicador del metabolito activo que se esta
analizando. Por otro lado, el tiempo muerto es el tiempo que se necesita para que el analito no se

retenga en la fase estacionaria. (Domingo, 2018)
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Figura 32. Tiempo de retencion y tiempo muerto

t

Senal del detector
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Fuente: (Domingo, 2018)

Factor de retencion (ki)
El factor de retencion “es una medida de la velocidad a la que migran los solutos en la

columna, y viene dado por la siguiente expresion, que tiene en cuenta el tiempo de retencion vy el
tiempo muerto” (Domingo, 2018) Lo que expresa que existe una relacion entre el tiempo que el
soluto pasa tanto en la fase estacionaria como en la fase movil, entre mayor sea el valor del factor
de retencion de un analito en la columna, asi serd su retencion en la fase estacionaria.

Figura 33. Férmula para la determinacién del factor de retencién

Fuente: (Domingo, 2018)

Factor de capacidad (k’)
El factor de capacidad es el cociente entre el nimero de moles de soluto en la fase

estacionaria y el nimero de moles de soluto en fase movil. El factor k™ disminuye al aumentar el
componente organico como por ejemplo el metanol o acetonitrilo y aumenta al aumentar la
proporcion de agua. Su valor de aceptacion se ajusta entre 2-10 para la separacion de pocos

componentes y 0.5-20 y son muchos picos. (Quattrocchi et al., 1992)
Figura 34. Formula para la determinacion del factor de capacidad

k' = _Numero de moles de soluto en la fase estacionaria
Nimero de moles de soluto en la fase mévil

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 46)
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Eficacia
De acuerdo con Domigo (2008) el concepto de eficacia se encuentra relacionado a lo

siguiente:
Es un factor que esta relacionado con la anchura de una banda o
pico. La anchura de pico puede medirse en la base del
cromatograma (w) o a mitad de su altura (w1/2), se podria decir que
cuando los picos del cromatograma sean mas estrechos, mayor sera
la eficacia de la columna (p. 7)

La eficacia de un pico cromatogréfico se mide mediante dos factores muy importantes los
cuales normalmente el software del equipo cromatografico brinda estos valores para cada pico,
los cuales son: la altura de plato teérico (H) y el nimero de platos tedricos (N), ademas cabe
recalcar que entre mayor sea el nimero de platos tedricos, mayor sera la eficacia del pico y por
otro lado, entre menor sea la altura de plato tedrico, mayor serd la eficacia del pico
cromatografico. (Domingo, 2008)

Figura 35. Anchura de un pico cromatografico

Sefal del detector

Tiempo (min)

Fuente: (Domingo, 2008)

Resolucion
La resolucion se basa en la medicién cuantitativa que posee una columna cromatogréafica

para la separacion de dos analitos. Su calculo comprende el tiempo de retencion y longitud de la
base del pico cromatografico de dos compuestos en analisis, no obstante la resolucion de los
picos se puede adquirir rapidamente por medio del software del equipo cromatografico donde se

desarrolla el analisis. El valor adecuado de la resolucion es de mayor o igual a 1,5. (Domingo,

2008)
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Figura 36. Determinacion de la resolucién en un par de picos cromatogréaficos

L

V, -V,
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Fuente: (Esquivel y Leal, 2004, p. 18)
Métodos de elucion

Segun Sacristan, Diaz, Alarcon, Vicente y Legaz (2011) existen dos tipos de elucién, la
primera es la denominada isocratica 0 composicién constante, la cual se lleva a cabo con un solo
disolvente o con varios disolventes de forma constante en el tiempo de andlisis, consiste que en la
lectura de una muestra se mantiene la misma proporcion o concentracion de fase movil para
retener un pico cromatografico que hace referencia al metabolito activo en analisis.

Figura 37. Cromatograma segun condiciones isocraticas fase mévil:ACN 30:70

Unidades de Absorbancia

Tiempo (minutos)

Fuente: (Sacristan et al., 2011, p. 65)
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El segundo método de elucion es conocido como elucion en gradiente, el cual se lleva a
cabo cambiando de manera continua la proporcion de los o el disolvente a utilizar para el andlisis,
de forma que si es solamente un disolvente su fuerza vaya incrementando o disminuyendo con
forme pasa el tiempo, y si son diversos disolventes, ir cambiando los porcentajes de cada uno a
conveniencia de lo que se requiere en el analisis. (Sacristan et al., 2011)

Figura 38. Definicion de los tipos de gradiente

Lineales Exponenciales

( ) ( )

Convexos:Rapidas en alcanzar la
composicion final de la fase movil. Se
utilizan para picos superpuestos al final
del cromatograma
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La velocidad de cambio
— del disolvente fuertes es —
lineal en el tiempo
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Concavos: Lentas en alcanzar la
composicion final de la fase movil. Se
utilizan para picos superpuestos al
principio del cromatograma.

g J g J

— Ver figura 39, curva 5 —

-
Convexos: ver figura
39, curva 1-4

Céncavos: ver figura
39, curva 6-9

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Sacristan et al., 2011, pp. 51-52)
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Figura 39. Tipos de gradientes de fase movil
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CONCENTRACION
INICIAL DE
A EN (A+B) —— TIEMPO

Fuente: (Sacristan et al., 2011, p. 52)
Ventajas

Como lo mencionan Garcia, Alvarez, Guevara y Castillo (2014) la técnica de HPLC tiene
la ventaja de ser mas rapida y también tiene la capacidad de estudiar un mayor nimero de
muestras, obteniendo resultados en pocos minutos, no obstante no se deben excluir el uso de los
métodos convencionales en vista de que algunos casos ameritan estudios complementarios para
su identificacion o no se cuenta con un HPLC. Ademas de tener la capacidad de obtenerse

diferentes picos cromatogréaficos a distintas lecturas y todo esto en un mismo momento.

Anélisis cuantitativo de la cromatografia liquida de alto desempefio

La inyeccién de la muestra es uno de los errores mas importantes que existen dentro del
HPLC. Entre mayor sea el volumen de inyeccidn, mejor es la precision; se debe tener en cuenta
que si se aumenta el volumen por encima del valor adecuado se va a aumentar el ensanchamiento
del pico y esto va a causar que se pierda la eficiencia que no se le adjudica a la columna. El
volumen de inyeccion se elige y se ajusta segun la longitud y diametro que posea la columna.
(Quattrocchi et al., 1992). En columnas de 4mm de diametro se recomienda utilizar los siguientes

volumenes:



75

Figura 40. Volumen de inyeccion en columnas de 4 mm de diametro

Columnas de 25 cm de longitud
100 pL
Columnas de 12,5 cm de longitud
50 uL
Columnas mas cortas
20 uL

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Quattrocchi et al., 1992)
Los errores de asociados a la separacion de analitos es un tema muy importante ya que

estos errores pueden surgir del desarrollo de métodos analiticos o relacionados a su aplicacién
rutinaria, para disminuir estos errores se deben controlar algunos parametros como lo son el
factor de capacidad, la asimetria y la resolucién. Es por esta razon que al realizar las pruebas para
determinar si el método es adecuado para la separacién, debe evaluarse si esta separacion es la
adecuada para la cuantificacion. (Quattrocchi et al., 1992)

La integracion de la sefial se produce por el detector que transmite a los registradores,
estos son los encargados de graficar el pico y su area manualmente, o los integradores que
convierten la sefial analdgica en digital, los cuales calculan el area o altura de los picos y efectian
una serie de operaciones que estan programadas para realizar el reporte de andlisis. (Quattrocchi
et al., 1992) Actualmente la integracion es automatica, por lo que la misma computadora lo hace.

Figura 41. Cinco etapas de la manipulacion de los resultados cromatograficos

Adquisicion Andlisis de Visualizacién Reploor;e de Manipulacion
de los datos los datos de los datos resultados de los datos

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Quattrocchi et al., 1992)
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Segln Quattrocchi et al. (1992) la integracion utilizando integradores digitales detecta por
si sola el inicio y finalizacion del pico, el maximo del pico y proporciona el area del mismo:

Figura 42. Integracion utilizando integradores digitales

DETECTA EL MAXIMO

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 254)

La medicion del &rea del pico es fundamental para la cuantificacion de un analisis, esto
porque la concentracién de un analito es directamente proporcional al area del pico, es por esto
que cualquier factor que modifique el valor del ancho del pico influira sobre el analisis, como por
ejemplo, un aumento en el tiempo de retencion se acomparia de un aumento en el valor del ancho
del pico y por consiguiente una disminucion de la altura del mismo. (Quattrocchi et al., 1992)

Figura 43. Factores que influyen en la cuantificacion de los picos cromatograficos, donde k’
es retencidn relativa, w el ancho del pico, h la alturay A el area

Se modifican

VARIABLE .

k? W h A
Composicion del solvente si si si no
Temperatura si si si no
Compresién en la cabeza de no si si no
la columna
Contarmninacion en la no si si no
cabeza de la columna

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 259)
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Como se observa en la figura 44, uno de los errores mas comunes en la integracion digital
de picos es que a pesar de ser muy simple de utilizar, se producen estos errores por una mala
definicion de las condiciones de trabajo o un mal uso del software utilizado para integracion y
obtencion de resultados. Los valores de pendiente o umbral muy bajos conducen a la integracion
de ruidos en la linea base, o al contrario, valores de pendiente muy altos podria eliminar parte de
la integracion de un pico. (Quattrocchi et al., 1992)

Figura 44. Algunos errores de integracion

Correcto Incorrecto

X
)

El factor de asimetria o de cola es una medida de la sefial que es producida por el analito.

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 258)

Para que un pico sea perfectamente simétrico debe tener un factor de simetria de 1,0, por lo que
un pico que presenta un ensanchamiento al inicio del mismo tendra un pico con valores inferiores
a 1,0, mientras que si el pico muestra un ensanchamiento al final de él, o sea una cola, tendré un
pico con valores superiores a 1,0. (Reyes, 2013) EIl factor de asimetria deberia encontrarse entre
0,8 y 1,5, aunque pueden aceptarse valores de hasta 2,0, si es que la monografia no indica lo

contrario. (Reyes 2013), citando a (Pérez et al. 2001)



peak maximwn)

78

Figura 45. Asimetria del pico cromatogréfico

T
0.05h
1

Fuente: (Reyes, 2013, p. 26)

Quattrocchi et al. (1992), citando a Dolan y Snyder (1989) proponen seis reglas basicas

que resultan buenas practicas para la resolucién de los problemas que se pueden presentar en un

analisis con HPLC:

Regla 1

Figura 46. Reglas para resolver problemas

« Modifique un sélo factor a la vez

» Modificar varios factores a la vez puede resolver el
problema pero el operador jamas sabré cual fue

\/

Regla 2

~

 Asegurese de que el problema exista

+ Se debe confirmar el problema antes de tomar accion. Asegurarse
del equilibrio de la fase movil y que la columna no esté
eliminando sustancias muy retenidas

\/

Regla 3

« Sustitur la parte que falla

« Sustituir la parte que supuestamente esta fallando, es una via
muy rapida para confirmar la fuente del problema

\/

Regla 4

» Vuélvalo a colocar

* Volver a colocar la parte sustituida para confirmar el problema.
No es conveniente volver a colocar sellos de bombas o inyectores

Regla 5

Z \

« Escribalo )
« Llevar el registro anotado de todos los cambios y todas las
observaciones de los cambios que se realicen para tener

conocimiento y en dado caso, no volver a repetirlo

Regla 6

»

AN

* Regla buffer

« Consiste en la eliminacion completa de los buffer y sales del
equipocada vez que se utilizan, ya que se pueden precipitar
columnas, filtros o tuberias )

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en Quattrocchi et al. (1992)
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Con referencia a Quattrocchi et al. (1992) se encuentran los problemas instrumentales que
se refieren a las fallas que se originan en el equipo cromatografico:

Figura 47. Problemas instrumentales

Tuberias Uniones Bombas
Ataque quimico Desgaste mecanico
Corte deflc_:lente Ajus(,jtg f(ieé(i(e::(raﬁ[ievo 0 El suministro de solventes
Taponamiento O El sistema de bombeo
Diametro o longitud Corte deﬂmepte de la
inadecuadas tuberia
Presencia de suciedad o
particulas
Inyectores Incompatibilidad
Columnas

En la valbula de inyeccidn

Relacionados a las uniones
Aumento de la presion
Pérdida de eficacia

Modificacion de la
retencion o resolucién

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Quattrocchi et al., 1992)

CROMATOGRAFIA DE PARES IONICOS
Cuando en cromatografia se utilizan pares iénicos es comudn regular la selectividad e
retencion y separacion que tienen las muestras ionicas por el cambio de su naturaleza y
concentracion del contraion con el que se estd combinando, ademas, también de poder mejorar
las posibilidades de detectar un analito considerablemente, por otro lado “una muestra que no se
absorbe UV, con la carga opuesta migrara con la fase movil organica como un par de iones que,
debido a la alta capacidad de absorcion del contraion, tendra una alta absorbancia UV” (Denkert,

Hackzell, Schill y Sjogren, 1981)
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De acuerdo con Denkert, Hackzell, Schill y Sjogren (1981) los pares idnicos en sistemas

de cromatografia se detectan como:

Los sistemas cromatograficos de pares idnicos de fase inversa con

un contraion que absorbe UV en la fase movil han demostrado que

pueden ser muy adecuados para la deteccion de aniones y cationes

que no absorben UV de tipos muy diferentes. Las muestras dan

lugar a picos positivos 0 negativos dependiendo de su carga y

retencion y tanto los picos positivos como los negativos son muy

adecuados para la cuantificacion (p. 32).

Segln Gloor y Johnson (1977) los factores que controlan la separacion de analitos con

pares ionicos son:

Tabla 9. Factores que controlan la separacion de analitos

Factor Efecto
Entre mayor es la capacidad de
Par i6nico emparejamiento, mayor es la

retencion del pico

Tamario de par idnico

Entre mas grande sea el tamafio del

par iénico, mayor sera la retencion

Concentracion del par i6nico

Entre mayor es la concentracion,

mayor es la retencion. (con limite)

pH

La retencion aumenta a medida que
el pH maximiza la concentracion de

la forma i6nica de soluto

Modificador organico

Entre mayor sea la naturaleza

lipofilica, menor es la retencion

Concentracion de modificador

organico

La retencion disminuye al aumentar

la concentracion

Temperatura

Al aumentar la temperatura, la

retencion disminuye

Fase estacionaria

Entre mas lipofilico o mayor grado
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de cobertura, mas retencion.

Fuente: (Gloor y Johnson, 1977, p. 414)

La separacion gracias a los pares idnicos se considera una separacion de fase inversa, ya
que la elucion es en orden de polaridad decreciente del par ionico. El control del pH es muy
importante ya que establece la concentracion de la forma ionica del soluto, siendo una restriccion
para elegir el pH, la estabilidad del relleno de la columna, por lo que se debe estudiar muy bien la
molécula quimica para optimizar el pH y asi lograr el resultado que se desea. (Gloor y Johnson,
1977) Por lo que una guia para seleccionar el pH es el siguiente:

Tabla 10. Seleccién de pH

) ) pH para par ]
Tipo de soluto Ejemplos o Comentario
ionico
Estos solutos se ionizan en todo
Acido fuerte el rango de pH; El pH real
Sulfonatos 2-74 ]
(pKa <2) seleccionado depende de otros
tipos de solutos presentes.
Solutos ionizados; la retencion
6-74 depende de la naturaleza del par
. o . ionico.
Acidos débiles Aminoécidos, i S
. . Se suprime la ionizacién de
(pKa> 2) Acidos carboxilicos . _

- solutos; retencion dependiente de
la naturaleza del soluto (no del
par de iones)

Los solutos se ionizan en todo el
Bases fuertes ) ) o .
Aminas cuaternarias 2-8 rango de pH; similar a los acidos
(PKa> 8)
fuertes.
Se suprime la ionizacion; la
. 6-74 retencion depende de la
Bases débiles )
Catecolaminas naturaleza del soluto.
(PKa <8) —

-~ Los solutos estan ionizados; la

retencion depende de la
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naturaleza del par ionico.

Fuente: (Gloor y Johnson, 1977, p. 414)

Para un buen funcionamiento del par i6nico es de suma importancia tener en cuenta los
diversos tipos de pares ionicos, los solventes y las columnas mas utilizadas y adecuadas. Los
disolventes comunmente empleados son agua: metanol, agua: acetonitrilo, ambos combinados
con su respectivo buffer, aunque la principal limitacion es la solubilidad del par i6nico; por otro
lado, las columnas mas utilizadas con las de empaquetamiento con grupos alquilo C2, C8 y C18,
la longitud puede o no ser un factor importante ya que la separacion puede cambiar con la
longitud del grupo alquilo. (Gloor y Johnson, 1977) Los pares iénicos mas utilizados son:

Tabla 11. Pares idnicos tipicos

Tipos Principales aplicaciones

Aminas cuaternarias. ) )
) _ ) _ - Para &cidos fuertes + débiles:
Ejemplo: iones tetrametil, tetrabutil, palmitil o o
o ) acidos carboxilicos
trimetil amonio

Aminas terciarias
) o Sulfonatos
Por ejemplo: trioctilamina

Alquil y aril sulfonatos, )
_ o Para bases fuertes + débiles:
Ejemplo: metano o heptano sulfonato, acido _ )
o Sales de benzalconio, catecolaminas
canforsulfonico

o o Forma pares de iones muy fuertes con una
Acido perclorico ) i .
amplia gama de soluciones bésicas

_ _ Similar a los acidos sulfénicos; produce
Alquil sulfatos; lauril sulfato ) o
diferentes selectividades.

Fuente: (Gloor y Johnson, 1977, p. 415)

La retencion de analitos que se encuentran ionizados en la fase estacionaria con enlaces
no polares se ve casi en la obligacion de utilizar y unirse a un contraion o par ionico en la fase
movil, para que este se convierta en una forma no ionizada y se puede retener. Este fendmeno se
podria explicar con la formacion de pares de iones en la fase mdvil con la retencion realmente

fuerte del complejo que se forma, o la transformacion de la fase estacionaria en un intercambio de
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iones. (Horvath, Melander, Molnar, 1 y Molnar, P, 1977) Por lo que los autores lo explican de la

siguiente manera:
El anélisis de los equilibrios pertinentes muestra que la dependencia
hiperbdlica o parabdlica observada de los factores de capacidad en
la concentracién del par i6nico no puede arrojar luz sobre el
mecanismo. Sin embargo, los datos experimentales obtenidos para
la retencion de catecolaminas mediante el uso de sulfatos de alquilo
C4-Cyo y otros pares ionicos similares en un amplio rango de
concentracion, podrian interpretarse mecanicamente a partir de la
dependencia de la longitud de la cadena de los pardmetros para la
relacion entre los factores de capacidad y la concentracion del par
iénico (p. 2295).

Figura 48. Molécula del acido 1-octanosulfonato de sodio

0

MNa +
() -L.:._"

Fuente: Base de datos PubChem, 1-octanosulfonato de sodio

Como lo mencionan Knox y Hartwick (1981) existen dos mecanismos de cromatografia
de pares idnicos, los cuales son: la formacion de un par i6nico en la fase movil antes de que
suceda su adsorcion sobre la fase estacionaria y en segundo lugar un intercambio ionico, donde
“los iones liofilos alquilo no apareados se adsorben en la superficie unida y hacen que la columna
se comporte como un intercambio de iones dinamico” (p. 4). Por lo que en el intercambio i6nico,
los iones soluto se acercan a la superficie unida y ahi se unen a los ya adsorbidos para formar
pares de iones, y la formacion de pares ionicos en la fase movil, los pares primero se convierten

en el eluyente y luego pasan a la superficie adherida donde se adsorben.
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Figura 49. Pares idnicos mas utilizados en la actualidad para HPLC

Acido 1-Butano Sulfénico Sal Sodica

Acido 1-Decano Sulfonico Sal Sédica

Acido 1-Heptano Sulfénico Sal Sédica

Acido 1-Heptano Sulfénico Sal Sédica
1-hidrato

Acido 1-Hexano Sulfénico Sal Sadica

Acido 1-Hexano Sulfonico Sal Sadica
1-hidrato

Acido 1-Octano Sulfénico Sal Sédica

Acido 1-Pentano Sulfénico Sal Sédica

Tetrabutilamonio di-Hidrogeno Fosfato

Tetrabutilamonio Hidrogeno Sulfato

Fuente: (PanReac AppliChem, s.f)

DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS

Calidad por disefio de metodos analiticos
Nethercote y Ermer (2013) ofrecen un concepto muy amplio y concreto sobre la calidad

por disefio de métodos analiticos:

Los conceptos de la QbD estan dirigidos a mejorar la robustez de

los procesos de manufactura con base en la adopcidn de un esquema

sisteméatico y cientifico para desarrollar e implementar una

estrategia de control basada en la comprension mejorada del

proceso que proporciona esto. Muchas compafiias farmacéuticas

también han reconocido que los conceptos de QbD pueden ser
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usados para mejorar la confiabilidad de los métodos analiticos. (p.
1)
La validacion de los métodos analiticos también se beneficia de la calidad desde el disefio
QbD, es por esto que se proponen tres etapas para cumplir con el proposito de un método, el cual
se destina a lo largo del ciclo de vida analitico, esto para dar seguridad del método que se emplea
para las pruebas de control de calidad que se requiere para poder aprobar o rechazar un
medicamento o producto farmacéutico. (Nethercote y Ermer, 2013) Las etapas se muestran en la
figura 50.
Figura 50. Etapas de aseguramiento para la validacion de métodos analiticos segun QbD

Disefio del método

Calificacién del método

Verificacion continua del método

Fuente: Elaboracién propia (2020), con base en el articulo calidad por disefio para
métodos analiticos: implicaciones para la validacion y transferencia de métodos (2013)
Como lo menciona Dr. J0 (2016) los requisitos utilizados para un programa de calidad por

disefio de métodos analiticos deben ser:
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Figura 51. Requisitos calidad por disefio de métodos analiticos

~
« Se debe demostrar en la validacion la capacidad del métodos para el
USO que se requiere y que no va a presentar problemas
Variables metodoldgicos.
Y,
~
« Se debe explicar como se va a aplicar el método cuando este
Potentesy |  presente cambios en la operacion y puede afectar al usuario final.
robusztos )
\

« Se debe demostrar la calidad dle método atravez del tiempo, como
por ejemplo por estudios de estabilidad donde observen los cambios
Fiables del producto pero no se varie el método en el tiempo.

J

* Que pueda ser transferible a otros usuarios como autoridades
regulatorias o dentro de una misma organizacion (Control de calidad

ReprggUCim 0 investigacion y desarrollo)

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en el articulo la calidad por el disefio en desarrollo y

produccion farmacéutica (Dr. J6, 2016)

De acuerdo con Garcia, Vallejo y Mora (2015) la calidad desde el disefio se complementa
con diversos elementos desde tiempo atras:

La calidad desde el disefio toma elementos desarrollados décadas
atrads por diferentes expertos de la calidad y de la gestion del
conocimiento y comparte principios con otras metodologias de
desarrollo de producto y de gestion de la calidad. Estos elementos
han evolucionado hasta lograr una vision holistica de la calidad. En
sus inicios, la calidad se limitaba a la inspeccion del producto; sin
embargo, fue complementada con el concepto de control de la
calidad sistematico y estadistico, consolidando el Control Total de
la Calidad (p. 69)
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Figura 52. La evolucion de la calidad desde el disefio (QbD)

Calidad desde el disefio (QbD) 2005 - Actual
Gestién total de la calidad (TQM) 1990 - 2005
[—Gesmn de la calidad 1980 - 1990
T [ " [ 1970 1980
Aseguramiento de la
calidad
- T A9s0 1970
Control de la
calidad
Inspeccion S. XIX - 1930
del
producto

Fuente: (Garcia, Vallejo y Mora, 2015)

La calidad desde el disefio brinda ventajas a previos modelos para el aseguramiento de la
calidad de los distintos métodos de analisis, lo cual ofrece a los sectores que lo implementan una
mayor calidad diferenciada y flexible para que se proporcione al medicamento nuevo 0 uno
modificado que necesite tener un analisis nuevo, un mejor proceso desde el desarrollo del mismo
hasta la implementacion del método al analizar el metabolito activo o el analito y que este sea
innovador y continuo ofreciendo siempre la calidad y seguridad de los resultados. (Garcia,
Vallejo y Mora, 2015)

Quattrocchi et al. (1992) propone una serie de pasos para el desarrollo de métodos
analiticos para cromatografia liquida de alto desempefio, los cuales se pueden observar en la

figura que se presenta a continuacion:
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Figura 53. Pasos en el desarrollo de métodos analiticos por HPLC

Informacldn
sobre la Informaclén Primaria
Mussira

Obletivos

Definicién dsl Sistema Preliminar I
[ | | ]
Posos Detecior Columna Mdtodos
Preparativos Atenuocldn Fasa mévil = Couda! Especioles

Yol.—mosa Inyectoda

|

I
Método Preliminar

Promisorio ? Método Alternativo

Oplimizaclén — Vaolidacldn

| Liberacion del Método I

Fuente: (Quattrocchi et al., 1992, p. 269)

Optimizacion de métodos analiticos

De acuerdo con Herndndez (2014) la optimizacion se puede definir como “proceso de
seleccionar, a partir de un conjunto de alternativas posibles, aquella que mejor satisfaga el o los
objetivos propuestos, ademas de considerarse como una blsqueda de la mejor manera de realizar
una actividad”. En la industria farmacéutica se busca optimizar tanto métodos de andlisis como
los procesos de fabricacion, esto con el fin de tener menores costos y mayores beneficios, como
por ejemplo, disminuir gastos en reactivos e instalaciones y asi aumentar la productividad.

Cuando un medicamento o producto farmacéutico no posee un método farmacopeico o
compendiado, se necesita desarrollar y optimizar un método de analisis para asi conocer la
concentracion del principio activo. (Hernandez, 2014) Por lo que Hernandez (2014) menciona las
razones por las cuales se debe optimizar un método analitico:

1. No hay método apropiado para cuantificar el analito en la matriz

2. Mejora la identificacion del analito

3. El método que existe no tiene la exactitud y precision necesaria

4.

Los métodos analiticos existentes son muy caros y consumen demasiados reactivos
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5. Facil de usar y pequefio costo de analisis
6. Preparacion de muestras que minimicen tiempo, esfuerzo y consumo de materiales, asi

como disminuir el volumen de muestra.

Ademas, Hernandez (2014) indica que se deben estudiar todas las variables quimicas e
instrumentales para poder concretar los pardmetros a optimizar, las cuales son:

Figura 54. Variables a estudiar en optimizacion de métodos analiticos

Analisis del tipo
de muestra

Deteccion y Reactivos a
cuantificacion utilizar

Condiciones de
muestra:
temperatura y
tiempo de disolucion

Fuente: Elaboracion propia (2020), con basen en (Hernandez, 2014)

Al optimizar un método, ya sea completamente nuevo o la modificacion de uno ya
existente, se debe tener en consideracion que un detector ideal es aquel que es sensible a
concentraciones pequefias del analito, dando una respuesta lineal, no ensanchar los picos
cromatograficos, ademas de no ser sensible a los diferenciales de temperatura o de la
composicion de los solventes como por ejemplo por un cambio de proveedor. (Olias, 2009)

Segun Olias (2009) cuando se desarrolla un método analitico lo que se busca y se espera
es conseguir una separacion adecuada de los analitos con un tiempo prudente entre dos 0 mas
picos, donde no vaya a interferir uno con el otro. Lo ideal es que el procedimiento sea robusto,
esto quiere decir que la separacion no debe cambiar por pequefias variaciones en la composicion

del eluyente, pH o temperatura.
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Figura 55. Aspectos para la optimizacion de la separacion de los picos cromatogréficos

Eleccion de la
columna
cromatografica

Optimizacion de la
composicion de la
fase movil

Eficacia del sistema
cromatografico

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Olias, 2009)
Especificaciones de control de calidad

Prueba de Identificacién

La prueba de identificacion es una prueba que facilita la deteccion de sustancias
farmacéuticas como son los principios activos, ademdas si se encuentran degradaciones
importantes para lograr excluirlas de la formulacion. (OMS, 2012)

Prueba de Potencia

La prueba de potencia es una prueba para determinar el grado de efecto que tiene la
sustancia o formulacion, estas siempre tienen un rango de aceptacion.

Prueba de Disolucion

La prueba de disolucion es una prueba in vitro para determinar la biodisponibilidad in

vivo que va a tener el medicamento sobre el paciente (FDA, 2018)
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Figura 56. Disolutor

Fuente: (Agilent Technologies, 2018, p. 14)

Las condiciones para la prueba de disolucion se realizan bajo condiciones controladas
como la temperatura que va a ser 37 °C para todos los métodos de disolucién, la velocidad de
agitacion entre las mas comunes a utilizar con 50, 75 y 100 rpm, el método de agitacion el cual se
refiere si es por medio del aparato | (canastas) o aparato Il (paletas), el tiempo de disolucion el
cual para tabletas o capsulas de liberacion inmediata es mas comdn 30, 45 o 60 minutos y para
liberacion prolongada hasta las 24 horas, el volumen de llenado de cada vaso de disolucion
generalmente es de 900 mL pero también se utilizan 500 y 1000 mL y el tipo de medio de
disolucion debe ser considerado para que la droga se disuelva bien. (Pérez, 2014)

Figura 57. Aparatos utilizados en disolucion
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Fuente: (Martinez, 2019, p. 6)
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Prueba de Uniformidad de Contenido

La prueba de uniformidad de contenido se aplica a las formas farmacéuticas orales como
tabletas o capsulas cuando el principio activo es menor a 25mg o cuando el principio activo
representa menos del 25% del tamafio total de la dosis para asi medir el grado de variabilidad en
el proceso de manufactura del medicamento. (Pérez, Morales, Rojas, Vargas, 2014)

Prueba de Variacion de Peso

La prueba de variacion de peso se aplica a las formas farmacéuticas orales como tabletas
o capsulas cuando el principio activo es mayor o igual a 25mg o cuando el principio activo
representa mayor o igual del 25% del tamafio total de la dosis para asi medir el grado de

variacion del peso de las capsulas. (Roque, Rosales y Somarriba, 2006)

Prueba de Impurezas

La prueba de impurezas tiene el objetivo de controlar el contenido de impurezas de la
formulacion farmacéutica, ya que este criterio tiene un gran impacto en la seguridad del
medicamento porque hay impurezas muy toxicas que pueden dafiar la vida del paciente. (Ortiz,

Flores, Contreras y Diaz, 2016)

VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

Validacion

Segun el capitulo general <1225> de la USP 38 la validacion de un método analitico es el
proceso de estudio en el laboratorio, que indica si las caracteristicas de desempefio cumplen los
criterios de aceptacion de una manera confiable y segura. (USP 38 NF-33, 2015) Por otro lado el
RTCA de validacion de métodos analiticos para la evaluacién de la calidad de los medicamentos
(11.03.39:06) define validaciéon de métodos como un “procedimiento para establecer pruebas
documentales que demuestren cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de
desempefio que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones analiticas
pretendidas. Implica la demostracion de la determinacion de las fuentes de variabilidad y del
error sistematico y al azar de un procedimiento, no solo dentro de la calibracion sino en el
analisis de muestras reales”.

Se deben validar los siguientes procedimientos segin el RTCA (11.03.39:06), en la
siguiente clasificacion (ver figura 61):

1. Categoria I: pruebas cuantitativas del contenido del principio activo.
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2. Categoria IlI: pruebas para la determinacién del contenido de impurezas o de valores
limites para el control de impurezas.
3. Categoria Ill: pruebas fisico quimicas de desemperio.

4. Categoria IV: pruebas de identificacion

La validacion de un método de andlisis es establecido por estudios de pruebas
experimentales que miden la capacidad que tiene el método analiticos para satisfacer los
requerimientos que se necesitan para la aplicacion del analisis que se desea. El control de la
calidad de los laboratorios farmacéuticos no se basa solamente en analizar si un producto es
conforme o0 no a los requisitos de calidad sin saber que el método con el que estan analizando el
analito es validado, sino que antes es necesario la confirmacion de la validacién para generar alto
grado de confiabilidad sobre el método. (Diaz et al. 1998)

La validacién de un método es el proceso para demostrar a través de estudios que un
método para analizar un analito es aceptable para el uso el cual se requiere, esto incluye
medicamentos nuevos en investigacion, o medicamentos genéricos. La validacién de un método
analitico es un proceso gque debe ser continuo y cuyo objetivo principal es asegurar confianza en
los datos analiticos durante el desarrollo del producto. Un método analitico bien desarrollado
deberia ser facil de validar. (Breaux, Jones y Boulas, 2003a)

Como lo menciona Giraldo (1999) es importante en la validacion hacer uso de un patron
primario para si asegurar la exactitud de las pruebas y el método, ya que el objetivo principal de
los laboratorios farmacéuticos es obtener resultados de andlisis que sean de alta calidad,
confiables y adecuados al andlisis de un producto, ya que no es conveniente para ninguna
empresa fabricar lotes de produccién, si antes no se hicieron pruebas al producto ni se ha
validado el método para su analisis, ya que, aunque un método esté en las guias oficiales no
quiere decir que en todos los casos vaya a funcionar adecuadamente.

Segun Boque, Maroto, Riu y Rius (2002) existen tres principios basicos para la validacion
de un método, en primer lugar la validacion debe tener un procedimiento analitico completo, y
antes de iniciarla realizar un pre analisis no automatizado donde se revisa la linealidad del
método y los parametros de rendimiento, en segundo lugar toda validacion debe comprender todo
el rango de concentraciones en la que puede estar el analito o principio activo presente en las
muestras y por ultimo, los diferentes efectos que pueden interferir en los resultados que suceden

en la aplicacion normal del método se deben considerar en el proceso de validacion.
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Toda validacién debe ser de un método analitico ya probado, ajustado u optimizado del
producto que requiere el analisis para poder seguir con la validacion del mismo, esta validacion
debe estar debidamente documentada desde el momento en que se realiza el protocolo de
validacion hasta el certificado final de la validacion aprobada o rechazada del método, esto por
cuestion de alguna auditoria ya sea interna o externa. (AEFI, 2001a)

Figura 58. Documentacion de una validacion analitica

e p

Protocolo de validacion

Realizacién de validacion

Evaluacion de resultados
analiticos

Informe de validacion

Certificado de
validacién

\.

Fuente: Asociacion Espafiola de Farmacéuticos de la Industria [AEFI], 2001
Parametros para validacién

Segun la oficina de las naciones unidas contra droga y delito ONODC (2010) los métodos
de analisis se pueden clasificar en cualitativos y cuantitativos. Los cualitativos deben cumplir con
distintos parametros para su respectiva validacion los cuales son: especificidad, limite de
deteccidn, precision y estabilidad cuando se trate de analisis de drogas, por otro lado cuando sea
necesario establecer un nivel de concentracion definido se afiaden los parametros de linealidad,
exactitud y precision en el umbral de concentracion. Ademas, los métodos cuantitativos deben
cumplir con: especificidad, limite de deteccion, precision, linealidad, exactitud, recuperacion,
incertidumbre de la medicién y estabilidad. También hay pardmetros que son aconsejables de

realizar, pero no son fundamentales y son el limite inferior de cuantificacion y la robustez.
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Figura 59. Parametros de una validacion de métodos analiticos segun la ONODC

Método de analisis Método de analisis Método de analisis
cualitativo de anélisis de cualitativo con niveles de cuantitativo de analisis de
drogas concentracion definido drogas

Especificidad ]

|  Especificidad |
Especificidad | Limite de deteccién |
. ) [ Limite de deteccion |
Precision
‘ l l | Precision |
Limite de deteccion Estabilidad _
| | | Estabilidad |
Linealidad —
| l | Linealidad |
Precision ([ Exactitudenel | | Exactitud |
umbral de
concentracion —
> | Recuperacion |
) [ Precisionenel | .
Estabilidad umbral de Incertidumbre
concentracion | medicion

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (ONODC, 2010, pp. 8-9)

La ONODC (2010) define los distintos parametros de validacion como:

1. Especificidad o selectividad: hace referencia al grado en que otras sustancias pueden
interferir en la identificacion y/o cuantificacion del analito, por lo que se mide la
capacidad del método para identificar/cuantificar uno o varios analitos cuando se esta
frente a otras sustancias.

2. Limite de deteccion: “Se trata de la concentracion minima de analito que puede ser
detectada e identificada con un determinado grado de certidumbre” (p. 10). No es un
parametro robusto por lo que puede verse modificado por la temperatura o

condiciones instrumentales.
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3. Precision: mide el grado de concordancia entre los resultados obtenidos de una serie
de mediciones repetidas del mismo analito bajo las condiciones del método de
analisis. “La precision refleja los errores aleatorios que se producen cuando se utiliza
un método” (p. 11).

4. Linealidad: se refiere a cuando existe una proporcionalidad entre el resultado que se
obtiene cuando se aplica el método y la concentracion del analito dentro del rango de
concentraciones menores y mayores al 100%.

5. Exactitud: “Medicion de la diferencia entre los resultados previstos del analisis y el
valor de referencia aceptado, debido a un error sistematico del método y del
laboratorio” (p. 11).

6. Recuperacion: Hace referencia a la cantidad de analito que hay de inicio del
espécimen hasta el final del procedimiento.

7. Medicion de la incertidumbre: Es el nivel de confianza que obtienen de los resultados
al utilizar el método analitico. Usualmente se usa un grado de confianza de 95%.

8. Estabilidad: Es necesario al validar un método, demostrar que el analito se conserva
estable en un periodo (horas-dias) después del mismo dia en que se prepar6 la muestra

a analizar.

Tipos de validacion

Validacion Prospectiva: Se incluye una breve descripcion del proceso, se escribe un
resumen de las fases criticas, se hace un listado de equipos e instalaciones, se especifica el
producto terminado para su liberacion, listado de métodos analiticos, propuesta de controles
durante el proceso, junto con los criterios de aceptacion, ensayos adicionales, junto con los
criterios de aceptacion y la validacion analitica. (MINSA Per(, 2001)

Validacion Concurrente: Puede aceptarse no completar el programa de validacion antes de
dar comienzo a la produccion habitual, estara justificada, documentada y contara con la
aprobacion del personal autorizado, por ultimo las exigencias de documentacion para la
validacién concurrente son las mismas especificadas para la validacion prospectiva. (MINSA
Pert, 2001)

Validacion Retrospectiva: La validacion retrospectiva solamente es aceptable para

procesos ya consolidados y no es adecuada cuando se hayan producido cambios recientes en la
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composicion del producto, en los procedimientos de fabricacion o en los equipos. (MINSA Perd,
2001)

Figura 60. Tipos de validacion

Validacion Prospectiva Validacion Concurrente Validacion Retrospectiva

Fuente: Elaboracion propia (2020), Ministerio de Salud Peru
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)

El reglamento técnico centroamericano de la validacion de métodos analiticos para la
evaluacion de la calidad de los medicamentos numero 11.03.39:06, tiene como objetivo
establecer las directrices para la validacion de métodos analiticos fisicoquimicos y
microbiologicos utilizados en el control de calidad de medicamentos y que estos criterios deben
ser aplicados a todos los métodos analiticos no oficiales y oficiales utilizados para el control de
calidad de medicamentos, teniendo en cuenta que los laboratorios que utilizan métodos analiticos
oficiales, Unicamente deben corroborar la linealidad y la precision del sistema. (RTCA
11.03.39:06, 2006)

Para elaborar una validacion de un método analitico es necesario cumplir con una serie de
parametros, los cuales deben cumplir con los estandares de calidad para que el método de analisis
de un producto se apruebe:

Figura 61. Pardmetros de desempefio de los procedimientos analiticos fisico-quimicos y
potencia microbioldgica

Categoria de | Categoria | Categoria 11 L at;ﬁnrm Categoria IV
prucha Prueba de Prueba de Fisico
Parimetro Principio(s) | limite  limite qui.mim Identificacion
de activiols) Cuantitativa | Cualitativa dese
esempedio

desempeiin
Exactitud o | 51 » " MO
Precisidn b | 51 NO Sl NO
Especificidad b | 51 51 * b |
Limmie de Deteccion ] N 51 * MNO
Limmie de NO 51 MO * NO
Cuantificacion
Linealidad A | 51 NO " N
[ntervalo 51 51 . ¥ NO

Fuente: RTCA de validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de los medicamentos
11.03.39:06, 2006 (p. 6)
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El reglamento técnico centroamericano sobre la validacion de métodos analiticos para la

evaluacion de la calidad de los medicamentos (2006) dicta una serie de definiciones para

comprender con mayor facilidad los parametros de desempefio que se deben realizar en una

validacion de métodos analiticos, dichos pardmetros se observan en la figura 61 con su

correspondiente categoria:

1.

La exactitud o veracidad es una proximidad que hay entre los resultados del valor
verdadero y los de la prueba realizada obtenida por medio del método analitico.
Precision se refiere al grado de concordancia que existe entre las mediciones
individuales que se toman de mdltiples muestreos de la misma muestra, ya sea la
muestra madre u original o de muestras por dilucion. La precision se divide en tres
maneras de determinacion, repetibilidad, reproducibilidad y precision intermedia.

La especificidad o selectividad es la “capacidad de evaluar, medir e identificar
simultanea o separadamente, los analitos de interés de forma inequivoca sin
interferencias de impurezas, productos de degradacion, compuestos relacionados,
excipientes u otras sustancias previsibles presentes en la matriz de la muestra” (p. 3).
El limite de deteccion es una minima cantidad de analito que puede ser detectada en
una muestra por una sola medicidn, se expresa como concentracion del analito.

El limite de cuantificacion es usado para la determinacion de impurezas y productos
de degradacion y se define como la “minima cantidad del analito en una muestra que
puede ser cuantitativamente determinada con precision y exactitud aceptable” (p. 3).
Linealidad corresponde a la proporcionalidad directa o por transformacion matematica
de resultados con respecto a la concentracion de analito en un intervalo

El intervalo es la “amplitud entre las concentraciones inferior y superior de analito
(incluyendo esos niveles), en la cual se puede determinar el analito con un nivel

adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el método segln se describe”
(p. 3).

Consejo Internacional para la Armonizacion de los Requisitos Técnicos de los Productos

Farmaceéuticos de Uso Humano (ICH)

De acuerdo con Montpart y Marin (2003) la ICH se define como: “un proyecto conjunto

de las autoridades reguladoras y la industria farmacéutica procedente de Europa, Estados

Unidos y Japon, regiones donde se desarrolla la mayoria de nuevos medicamentos, unidos en el



99

objetivo de armonizar los requisitos técnicos y cientificos exigidos para el registro de un

medicamento” (p. 119).
Figura 62. Estructura de la ICH
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Fuente: (Montpart y Martin, 2003, p. 119)

La validacion de métodos analiticos se dirige en cuatros tipos comunes de procedimientos

analiticos los cuales son, las pruebas de identificacion, pruebas cuantitativas de contenido de

impurezas, pruebas limite para el control de impurezas y las pruebas cuantitativas del analito en

muestras de sustancias o productos farmacéutico, ademas de otros componentes que son propios

en el medicamento. (ICH Q2 R1, 2006)

La ICH Q2 R1 (2006) determina que las caracteristicas que deben considerarse en una

validacion analitica son la exactitud,

la precision (repetibilidad, precision intermedia)
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especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad y rango. Debe tenerse en
cuenta que la robustez no se considera como pardmetro tipico en una validacion pero debe
considerarse en una etapa apropiada en el desarrollo del procedimiento de analisis.

Figura 63. Parametros de desempefio de los procedimientos analiticos

Type of analytical IDENTIFICATION ITESTING FOR ASSAY
procedure IMPURITIES )

- dissolution
(measurement only)

- content/potency

characteristics quantitat. limit
Accuracy - + - +
Precision
Repeatability - + - +
Interm. Precision - +1) - +(1)
Specificity (2) + + + +
Detection Limit - -(3) + -

Quantitation Limit - + - -
Linearity - + - +

Range - - - +

Fuente: Consejo Internacional para la Armonizacién de los Requisitos Técnicos de los Productos
Farmacéuticos de Uso Humano, Validacién del procedimiento analitico: definiciones y metodologia Q2 R1, 2006, p.
4.

Segln la ICH Q2 R1 (2006) los simbolos de la figura 63 tienen como significado:
- significa que esta caracteristica no se evalGa normalmente, +
significa que esta caracteristica se evalla normalmente, (1) en los
casos en que se haya realizado la reproducibilidad, precision
intermedia no es necesario, (2) la falta de especificidad de un
procedimiento analitico podria compensarse con otro procedimiento

analitico de apoyo, (3) puede ser necesario en algunos casos (p. 4).
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Caracteristicas de un estudio de validacion

Protocolo de validacion

Como lo mencionan en el AEFI (2001b), el primer documento que se debe tener es un
protocolo el cual es un documento que recopila todos los aspectos que debe indicar la finalidad
de la validacidn a realizar, la definicion del sistema a validar, la identificacion de los parametros;
esto va a depender principalmente del tipo de las caracteristicas de la muestra que se va a
analizar, del método analitico y del rango de concentracién del analito.

El protocolo de validacion de métodos analiticos debe disefiarse una vez que se entiendan
las capacidades del método, el uso previsto del mismo y las virtudes y deficiencias del mismo. El
protocolo posee todos los criterios de aceptacion que tiene que cumplir el método y cualquier
fallo que ocurra en la validacidn debe ser repetido o realizar una investigacion de lo sucedido, ya
sea un error del equipo de andlisis o del analista a cargo. Ademas, en el protocolo se detallan los

pasos a seguir para realizar la validacion. (Breaux, Jones y Boulas, 2003b)

Importancia de los protocolos de validacion

La importancia de realizar un protocolo de validacién de un método analitico es que se
puede evidenciar que un método analitico es el correcto para el analisis de una sustancia en
especifico, ya sea pura 0 en una forma farmacéutica que la contenga, y se pueden obtener pruebas
respaldadas por el documento respectivo. Por otro lado, cuando se utiliza un método analitico
validado, se garantizan que los resultados que se obtienen son confiables y seguros. (AEFI,
2001c)

En relacion con lo anterior, al poseer un protocolo de validacion se considera mas facil y
disminucion del tiempo en el momento de realizar la validacion ya que solamente es de seguir los
pasos que indica el protocolo, para asi poder trabajar con el menor numero de fallos y
repeticiones si por el contrario no se cuenta con un protocolo ya revisado y aprobado. Es
importante tener claro que antes de iniciar la elaboracion de un protocolo de validacién se debe
tener perfectamente caracterizado el analito y por consiguiente el método que se quiere validar,
ademas de tener definido todos los detalles y estar seguro de que las condiciones descritas son las
correctas para alcanzar los resultados que se desean obtener. (AEFI, 2001d)

Revision de métodos analiticos validados

Segun el RTCA de validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de

los medicamentos (11.03.39:06) para la revision por parte de la Autoridad Reguladora de los
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métodos validados, el informe del estudio de validacion debe contener la siguiente
documentacion:

1. Descripcién detallada del procedimiento analitico.

2. Descripcion de los parametros de desempefio.

3. Evaluacion y calculos estadisticos para la verificacion de los parametros de desempefio.

4. Resumen de los resultados instrumentales obtenidos (areas o absorbancias impresas).

5. Resumen de los resultados de la validacién obligatoriamente en idioma espafiol/castellano

0 debidamente traducido.
6. Conclusiones deben ser obligatoriamente entregadas en idioma espafol/castellano o

debidamente traducidas.

Pruebas paramétricas

Las pruebas paramétricas son pruebas de significacion estadistica, las cuales estan
encargadas de cuantificar la asociacion o independencia que existe entre una variable cuantitativa
y una categorica. (Rubio y Berlanga, 2012a) Por otro lado, estas pruebas solamente se pueden
utilizar si los datos facilitan y expresan una distribucién normal, es por esto que al elegir una
prueba estadistica adecuada se va a proveer una facil comprension y aplicacion de los resultados
obtenidos. (Flores, Miranda y Villasis, 2017)

Figura 64. Mapa conceptual de pruebas paramétricas
A

Pruebas
paramétricas

N ( A
Prueba
Prueba T ANOVA
I
[ l |
) N ( A
_ 2 muestras + de 2 muestras
1 muestra independientes independientes
o relacionadas P

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en (Rubio y Berlanga, 2012b)
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La prueba t se divide en tres tipos, en primer lugar, para una muestra, se basa en si la
media de una poblacién interfiere con mucha importancia en un valor que es hipotetizado o si ya
es previamente conocido; por otro lado, para dos muestras independientes, se utiliza en la
comparacion entre las medias de dos poblaciones independientes y para dos muestras relacionas,
se utiliza para contrastar dos medias de dos poblaciones que no sean independientes, es decir, que
ambas muestras a estudiar estén relacionadas entre si. (Rubio y Berlanga, 2012c)

La prueba ANOVA es utilizada para mas de dos muestras independientes. De acuerdo con
Rubio y Berlanga (2012) “es el acronimo de andlisis de la varianza, ademas de ser una prueba
estadistica desarrollada para realizar simultdneamente la comparacién de las medias de mas de
dos poblaciones”. Se debe agregar la variable que se desea analizar, esta hace referencia a la
variable dependiente, asi como también afiadir la variable que define los grupos objeto de
comparacion, que serian el factor.

Amat (2016) menciona la idea intuitiva del ANOVA:

El funcionamiento bésico de un ANOVA consiste en calcular la
media de cada uno de los grupos para a continuacion comparar la
varianza de estas medias. El estadistico estudiado en el ANOVA,
conocido como Fratio, €S €l ratio entre la varianza de las medias de
los grupos y el promedio de la varianza dentro de los grupos. Este
estadistico sigue una distribucién conocida como "F de Fisher-
Snedecor". Si se cumple la hipétesis nula, el estadistico F adquiere
el valor de 1 ya que la intervarianza sera igual a la intravarianza (p.
4).

Como lo indica Amat (2016) el valor estadistico del ANOVA se calcula dividiendo las
varianzas calculadas a partir de las muestras de la siguiente manera:

02 (varianza 1)

F =
o5 (varianza 2)
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METODOS ANALITICOS PARA CETIRIZINA Y PSEUDOEFEDRINA
CLORHIDRATO

Para el disefio de un método analitico de un medicamento no farmacopeico, el primer
paso recomendado es realizar una revision de métodos de analisis del o los principios activos, por
lo que se mostraran a continuacion.

Para la determinacion de cetirizina, pseudoefedrina y fexofenadina en una forma
farmacéutica binaria se utiliza un HPLC de fase inversa donde se utiliza una columna de
separacion C8, 150 mm x 4,6 mm; tamafio de particula de 5 um a una longitud de onda de 218
nm y 222 nm, utilizando una fase movil trietilamina 0,5% pH 4.5: Metanol: Acetonitrilo
50:20:30, con velocidad de flujo de 1.5 mL/min y un volumen de inyeccion de 20uL. El
demostro ser lineal, exacto, preciso y especifico, dicho lo anterior se puede decir que es un
método apto para ser aplicado, no obstante debe ser probado por el laboratorio farmacéutico para
demostrar su eficacia. (Karakus, Kucukguzel, 1., Kucukguzel, S., 2008)

Figura 65. Cromatograma de pseudoefedrina, fexofenadina y Cetirizina respectivamente
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Fuente: (Karakus, Kucukguzel, 1., Kucukguzel, S., 2008, p. 301)

Segun Abu-Shandi et al. (2013) para determinar la cetirizina y la pseudoefedrina
combinadas en una tableta por medio de un HPLC, se necesita una fase mdvil la cual es
correspondiente a acetonitrilo: agua 53: 47 con 200 mg de acido heptano sulfonato de sodio y el
valor de pH se ajusto a 2,5 con acido sulfarico, se utiliza una columna C18 de 250 x 4,6 mm con
5,0 um de tamafio de particula, haciendo lectura de las muestras y estandares a una longitud de
onda de 220 nm, ademad de una velocidad de flujo de 1.0 mL/min y un volumen de inyeccion de
20pl. Se establece como un método de analisis confiable y seguro con una instrumentacion

sensible, selectiva y simple.
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Figura 66. Cromatograma de pseudoefedrina y cetirizina respectivamente
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Para determinar cetirizina, pseudoefedrina y paracetamol en forma farmacéutica de

tabletas se hace uso de una columna de separacion C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 um, con una fase

movil de acetonitrilo: ortofosfato dihidrégeno potésico con una gota de trietilamina por cada

100mL de buffer pH 7.5 50:50, con una longitud de onda de 220 nm, utilizando una velocidad de

flujo de 0.5mL/min y un volumen de inyeccién de 20 pL. El método de analisis empleado

demuestra ser sensible, simple, exacto y preciso. (Pandit et al., 2015)

Figura 67. Cromatograma de pseudoefedrina, paracetamol y cetirizina respectivamente
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Fuente: (Pandit et al., 2015, p. 1723)



106

De acuerdo con Kumudhavalli, Saravanan, Kumar y Jayakar (2009) el método de analisis
utilizado para la cuantificacion de pseudoefedrina clorhidrato, cetirizina diclorhidrato y
paracetamol en comprimidos que no poseen recubrimiento consta de una columna C8 250 x 4,6
mm preempaquetada, utilizando una solucion buffer de agua, acetonitrilo y trietilamina pH 3.8
ajustado con acido sulfarico, una fase mavil de buffer: acetonitrilo 85:15, a una velocidad de
flujo de 1.0 mL/min y un volumen de inyeccién de 20 pL, las lecturas fueron a una longitud de
onda de 215 nm. Se reconoce que es un método sencillo y eficaz.

Figura 68. Cromatograma de pseudoefedrina, paracetamol y cetirizina respectivamente
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Fuente: (Kumudhavalli, Saravanan, Kumar y Jayakar, 2009, p. 98)
Para el desarrollo de un método de anélisis para la determinacién de cetirizina y

pseudoefedrina se utilizé una columna C18, 300 mm x 3,9 mm; empaquetado con un tamafio de
particula de 10 um, ademés de un buffer de fosfato de potasio y agua, ajustando el pH 3,0 con
acido ortofosférico diluido. La fase movil fue una mezcla de buffer: acetonitrilo 60:40,
empleando una velocidad de flujo de 1.0 mL/min, con un volumen de inyeccion de 20 pL y para
la deteccion de los principios activos una longitud de onda de 220 nm, todo el analisis de modo

isocréatico. (Rawool, Venkatchalam y Singh, 2013)
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Figura 69. Cromatograma de pseudoefedrina y cetirizina respectivamente
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Fuente: (Rawool, Venkatchalam y Singh, 2013, p. 59)

Segun Feng, Yulan, Shuangjin y Han (2007) un método de analisis para determinar la
pseudoefedrina y cetirizina fue utilizando una columna C8, 5 um, 250 mm x 4,6 mm, una
velocidad de flujo de 1.0 mL/min, siendo un analisis de modo gradiente el cual consistié de dos
soluciones: A (agua con &cido formico al 0,13%) y B (Metanol), la fase mdvil empezd 45% A'y
55% B, luego de 2 min aumentd a 30% A 'y 70% B por 8 min, seguido de 2 min de 45% A y 55%
B para equilibrar la columna, y asi por cada inyeccion que se realizo.

Figura 70. Cromatograma de pseudoefedrina y cetirizina respectivamente
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Fuente: (Feng, Yulan, Shuangjin y Han, 2007, p. 109)
Para la determinacion de paracetamol, cetirizina y pseudoefedrina se empled un método
de analisis donde se utilizé una columna de separacion C18, con una velocidad de flujo de 1.0

mL/min de modo isocratico, ademas la fase movil que se empled fue de un buffer de fosfato pH
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5.0: metanol: acetonitrilo 30:6:10 con 100mg de heptanosulfonato de sodio por cada 100mL de
fase movil. La deteccidn de cada principio activo se llevo a cabo con una longitud de onda de 240
nm. (Sivasubramanian y Lakshmi, 2009)

Figura 71. Cromatograma de paracetamol, cetirizina y pseudoefedrina respectivamente
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Fuente: (Sivasubramanian y Lakshmi, 2009, p. 38)

Para la prueba de disolucion de tabletas de cetirizina diclorhidrato liberacion inmediata y
de pseudoefedrina clorhidrato liberacion prolongada, se desarrollé y validé un método de analisis
el cual consistio en utilizar el aparato Il (paletas) a una velocidad de 50 rpm, con un medio de
disolucién de 1000 mL de agua desionizada y desaireada, a una temperatura de trabajo de 37 +
0.5°C. Se tomaron muestras a los 15, 30, 45 y 60 min y después a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22 y 24 horas, las cuales fueron analizadas en un HPLC con deteccion UV con una columna
de separacion 5 um; 15 cm x 4,6 mm a una temperatura de 30 °C, con una fase movil de fosfato
de sodio pH 6.5: metanol 1:1 con octanosulfonato como agente de par i6nico, ademas de una

velocidad de flujo 1.0 mL/min y volumen de inyeccion de 10 uL. (Likar, Mansour y Harwood,
2005)



Figura 72. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina diclorhidrato
respectivamente
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Fuente: (Likar, Mansour y Harwood, 2005, p. 545)
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CAPITULO Ill: MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se realizara una descripcién de las principales caracteristicas de la
investigacion, como lo son el enfoque y los distintos aspectos que componen el disefio
metodologico, asi como unidades de analisis, operacionalizacion de variable, instrumentos,

procedimientos y recursos y por ultimo el proceso para la recoleccion y analisis de datos.

Enfoque de investigacion

Segln Hernandez, Ferndndez y Baptista (2014), el enfoque mixto se define como un
conjunto de procesos sistematicos, empiricos y criticos de investigacion que implican la
recoleccion y el analisis de datos tanto cuantitativos como cualitativos, asi como su integracion y
discusion de los resultados para realizar conclusiones de toda la informacion recolectada y lograr
un mayor entendimiento del fendmeno que se encuentra en estudio.

La presente investigacion posee un enfoque mixto referente al desarrollo y validacién de
un método analitico para la determinacion cuantitativa de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina
clorhidrato en un producto de una industria farmacéutica nacional en el periodo de mayo a agosto
del 2020; dicha investigacion es mixta ya que se pretende realizar una recoleccion de datos
tedricos para después realizar mediciones y analisis en el laboratorio Medigray. De esta manera
desarrollar un método de analisis no farmacopéico para una formulacion de capsulas de pellets,

elaborar un protocolo de validacion y por Gltimo validar el método analitico desarrollado.

Disefio de la investigacion

En cuanto al disefio de esta investigacion se realizara un estudio exploratorio secuencial,
donde segin Hernandez et al. (2014), este disefio involucra una fase inicial de recoleccion y
analisis de datos cualitativos seguida de otra donde se recaudan y analizan datos cuantitativos. Se
atiende la finalidad como derivativa, definiéndose como la recoleccién y el analisis de los datos
cuantitativos se hacen sobre la base de los resultados cualitativos.

Se da este tipo de disefio debido a que primeramente se estudiard el comportamiento de
las pruebas para el desarrollo del método analitico, seguido de la recoleccion de datos

cuantitativos y asi realizar una interpretacion final producto de la comparacion e integracion de
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resultados cualitativos y cuantitativos. La informacion necesaria para la estandarizacion de
criterios de aceptacion para la recoleccion de datos se toma tanto de la farmacopea USP 40 como
del Reglamento Técnico Centroamericano sobre evaluacion de medicamentos, para la
elaboracion un protocolo de validacion y por consiguiente se realizan las pruebas necesarias para

el disefio del método analitico y su validacion respectiva.

VARIABLES DE LA INVESTIGACION

Unidades de Analisis
Tabla 12. Unidades de anélisis

Objetivo especifico Unidad de analisis Definicion conceptual | Instrumentos
Elaborar un protocolo | Protocolo de | “Es un documento | Reglamento Técnico
de validacién para el | validacion. que indica como se | Centroamericano
método analitico de realizard la | 11.03.39:06 (RTCA).
una formulacion de validacion,
capsula de pellets de incluyendo
pseudoefedrina parametros de prueba,
clorhidrato 120 mg y caracteristicas de
cetirizina clorhidrato producto, equipo de
5mg. fabricacion, y puntos

de decision en lo que

constituye un

resultado de prueba

aceptable”.

(Jacobson, 2014)




Operacionalizacion de variable

Tabla 13. Operacionalizacién de variable
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Objetivo Variable Definicion Indicador Instrumento
especifico conceptual
Disefiar un | Método El método | Prueba de | Prueba de
método de | analitico. analitico es una | potencia: potencia: HPLC,
analisis no via para | 90%-110%. balanza
farmacopeico conseguir un | Prueba de | analitica.
para una resultado disolucion: Prueba de
formulacion de mediante el | S1 ninguna | disolucion:
capsula de analisis quimico | unidad (6 | disolutor, HPLC.
pellets de de un fendmeno | unidades) es | Prueba

pseudoefedrina
clorhidrato 120
mg y cetirizina

clorhidrato 5 mg.

en sus elementos
constitutivos.
(Lopera,
Ramirez,
Zuluaga, y Ortiz,
2010)

menor que Q+5.
Sino hacer S2
analizar otras 6
unidades, el
promedio de las
12 unidades (S1
+ S2) es igual o
mayor que Q vy
ninguna unidad
es menor que Q-
15%.

Prueba
identificacion:
242nm

Prueba de
uniformidad de
contenido:
Criterio de

aceptacion (AV)

identificacion:
HPCL.

Prueba de
uniformidad de
contenido:
HPLC,

analitica.

balanza
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limite de 15%.

Validar la
prueba de
potencia,
identificacion 'y
uniformidad de
contenido para
una formulacion
de capsula de
pellets de
pseudoefedrina
clorhidrato 120
mg Yy cetirizina

clorhidrato 5 mg.

Prueba de
potencia,

identificacion vy
uniformidad de

contenido.

Prueba de
potencia: Es el
pardmetro  que
indica el efecto
activo de un
principio activo.
(Tasici, 2015)
Prueba de
identificacion:
Es la prueba en
la  cual se
muestra el
principio activo.
(Amaro et al.
2017)
Uniformidad de
contenido:
Cuantifica
cuanto varia la
cantidad de
principio activo
en un lote.
(Pérez, Morales,
Hernandez y

Vargas, 2014)

Exactitud:
intervalo
alrededor de 1,0
0 muy cercano a
1,0.

Precision 0
repetibilidad: la
desviacion
estandar relativa
menor a 2%.
Especificidad:
Picos
cromatograficos
claramente
identificados.
Linealidad e
Intervalo:
Concentracion
80%-120%;
Uniformidad
contenido  70%-
130% de
concentracion de

la prueba.

Protocolo

validacioén.

de
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Instrumentos

Instrumento Cualitativo
El Reglamento Técnico Centroamericano 11.03.39:06 (RTCA)

Es un reglamento que establece pruebas para la validacion de métodos analiticos
fisicoquimicos y microbioldgicos utilizados en el control de calidad de medicamentos. (Ruiz,
Cuevas, Mayora, Rosa y Arguello, 2006) Haciendo referencia al tema de la elaboracion de un
protocolo de validacion para el método analitico de una formulacion de capsula de pellets de
pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg, en el cual se obtendran los
requisitos y parametros ya establecidos, los cuales se utilizan como referencia para la elaboracion

del protocolo de validacion.

Instrumentos Cuantitativos
Potencia

Es una prueba que determina el grado de efecto que tiene la sustancia o formulacion, la
cual para el método de andlisis no farmacopeico para una formulacion de cépsula de pellets de
pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg, debe estar entre los criterios de
aceptacion 90,0% - 110,0% para la aprobacién de la misma.
Prueba de disolucion

La prueba de disolucion es una prueba in vitro que evalla la cantidad de principio activo
que se disuelve en los medicamentos de las formas farmacéuticas sélidas y asi simular la
biodisponibilidad en el paciente. (FDA, 2018) Haciendo referencia al método de analisis no
farmacopeico para una formulacion de capsula de pellets de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y
cetirizina clorhidrato 5 mg tanto de liberacion controlada como de liberacion inmediata
respectivamente.
Prueba identificacion

La prueba de identificacion es una prueba que facilita la deteccién de sustancias
farmacéuticas como son los principios activos, ademas si se encuentran degradaciones
importantes para lograr excluirlas de la formulacion. (OMS, 2012) Haciendo referencia al método
de analisis no farmacopeico para una formulacion de capsula de pellets, para asi identificar la
presencia de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg.

Prueba de uniformidad de contenido
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La prueba de uniformidad de contenido se aplica a las formas farmacéuticas orales como
tabletas o cépsulas cuando el principio activo es menor a 25mg o cuando el principio activo
representa menos del 25% del tamafio total de la dosis para asi medir el grado de variabilidad en
el proceso de manufactura del medicamento. (Pérez, Morales, Rojas, Vargas, 2014) Dicha prueba
se le aplica a la formulacion de cépsula de pellets directamente al principio activo cetirizina
clorhidrato ya que posee 5mg y un 1,17% del total de la dosis.

Protocolo de validacion.

El protocolo de validacion “es un documento que indica como se realizara la validacion,
que incluye criterios para cada prueba, caracteristicas del producto, equipo de analisis y algunos
puntos de decision en lo que constituye un resultado de prueba aceptable.” (Jacobson, E)
Haciendo referencia al tema de validacion de la prueba de potencia, disolucion, identificacion,
uniformidad de contenido, variacion de peso e impurezas para una formulacion de capsula de

pellets de pseudoefedrina clorhidrato 120 mg vy cetirizina clorhidrato 5 mg.
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Procedimientos y recursos

Para la elaboracion del protocolo de validacion:
1. Se consulta en el RTCA 11.03.39:06 y el ICH para establecer los pardmetros que se
necesitan para validar el método analitico y se elabora el protocolo en referencia a
dicho reglamento.

Para disefiar el método de anélisis:

1. Se investigan algunos tipos de métodos.

2. Se recopila informacion de los principios activos: estructuras moleculares, propiedades
fisicoquimicas, grupos funcionales.

3. Se inicia con el desarrollo del método inicial: se realizan corridas de prueba para adquirir
los primeros picos cromatograficos.

4. Se elige el mejor método analitico y se realizan los ajustes y optimizacién del método.

5. Se hace una prevalidacion del método de analisis para garantizar que el método se puede

validar con éxito.

Para validar la prueba de potencia, identificacion y uniformidad de contenido:

1. Se realiza una sola validacién para las pruebas de potencia, identificacion y uniformidad
de dosis de unidades de dosificacién del método de analisis, en la cual para la validacién
se considera la prueba con mayor criticidad, tomando como referencia y haciendo uso del
protocolo de validacion que se realiza contemplando los parametros del RTCA
11.03.39:06 como por ejemplo especificidad, linealidad, exactitud, precision, repetibilidad

y reproducibilidad.
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Proceso para la Recoleccion y Andlisis de Datos

En la investigacion los objetivos especificos se van a alcanzar en una empresa
farmacéutica nacional, la cual brindard todos los materiales y equipos para el desarrollo de los
mismos. La elaboracion del protocolo de validaciéon se hard con base al Reglamento Técnico
Centroamericano, correspondiente a validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la
calidad de los medicamentos. (RTCA 11.03.39:06) Al disefiar el método analitico se realizaran
distintas pruebas para garantizar que los resultados obtenidos demuestren que el medicamento se
encuentra dentro o fuera de especificaciones, como lo son las de la de potencia, disolucion,
identificacion y uniformidad de contenido. Asimismo la validacién de dicho método analitico ya
desarrollado se consigue gracias al protocolo de validacion elaborado anteriormente.

El analisis de la formulacion farmacéutica se realizara haciendo uso de un cromatégrafo
liquido de alto desempefio (HPLC), el cual es empleado para analizar cada principio activo a su
respectiva longitud de onda e indicar las areas de cada pico cromatografico que son necesarias
para la resolucion de calculos matematicos y asi comprobar que cada resultado cumple con los
criterios de aceptacion. Los calculos matematicos se desarrollaran por medio de un documento ya

establecido por la empresa farmacéutica en el programa Excel.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS
A continuacion se exponen los resultados obtenidos acerca del tema de investigacion,

tomando en cuenta los tres objetivos especificos expuestos anteriormente.

Pruebas de aptitud del método analitico

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de las pruebas preliminares del
método analitico, para el analisis de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato en su
presentacion de capsulas de pellets. Las pruebas del método se realizaron utilizando materia
prima, con el fin de observar el comportamiento de cada principio activo y asi mejorar el
desempefio del método para la cuantificacion de cada uno.

Método basado en el test 1 de disolucion de la USP para tabletas de pseudoefedrina

clorhidrato y cetirizina clorhidrato

Tabla 14. Condiciones cromatograficas prueba de método analitico 1

Disolvente  para  estandares y | Acido clorhidrico 0,1 N

muestras

Concentracion de trabajo Pseudoefedrina clorhidrato 0,24 mg/mL
Cetirizina clorhidrato 0,01 mg/mL

Buffer 0,77 g/L acetato de amonio; 1,0 mL/L de trietilamina;
ajusta pH 4.5 con acido acético glacial

Fase movil Buffer: Acetonitrilo 70:30

Longitud de onda Pseudoefedrina clorhidrato 254 nm
Cetirizina clorhidrato 230 nm

Columna L9, 4,6mm x 15 cm; 5 um

Velocidad de flujo 1,5 mL/min

Volumen de inyeccion 25 uL

Tiempo de corrida 15 minutos

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en USP 40
En la tabla 14 se detallan los parametros o condiciones cromatograficas que se deben

cumplir para analizar los principios activos pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato,
adaptando el metodo analitico basado en el test 1 de disolucion de la USP 40 para tabletas, a

capsulas de pellets, sin realizar modificaciones ni ajustes del mismo.
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Seguidamente se muestran los cromatogramas de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina
clorhidrato, leyendo cada analito a su longitud de onda 254 nm y 230 nm respectivamente, en los
cuales se puede apreciar que la pseudoefedrina se retiene a un tiempo aproximado de 13,7

minutos y la cetirizina aproximadamente a los 3,0 minutos.

Figura 73. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato (254 nm)
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Fuente: Elaboracion propia (2020)
Figura 74. Cromatograma de cetirizina clorhidrato (230 nm)
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Fuente: Elaboracion propia (2020)
Tabla 15. Aptitud del sistema con estandares

Pseudoefedrina clorhidrato | Cetirizina clorhidrato

21056146 28949650
Lecturas 21320455 34329398
21190292 29881590
21162861 31788616

Promedio 21182439 31237314
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Desviacion estandar relativa de trabajo 0,5% 7,6%

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Tabla 16. Resultados de método analitico basado en el test 1 de disolucion de la USP para
tabletas de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato

Pseudoefedrina o )
] Cetirizina clorhidrato
clorhidrato
1 98,9 80,5
2 100,0 94,1
3 99,5 105,3
) 4 99,2 89,5
% Recuperacion de
5 99,7 111,3
muestras al 100%
6 99,7 107,1
Promedio 995 98,0
Desviacion
, ) 0,4% 12,1%
estandar relativa

Fuente: Elaboracion propia (2020)
En la tabla 16 se muestran los resultados de la primera prueba analitica para obtener los

porcentajes de recuperacién de cada principio activo en las muestras del medicamento, por lo que
se puede observar que la pseudoefedrina clorhidrato mantiene sus resultados dentro de las
especificaciones establecidas por la USP 40 para reproducibilidad, de una desviacion estandar
relativa (RSD) no mayor a un 2,0%, resultando una RSD de 0,4% por lo que es conforme con
respecto a lo establecido para el criterio de validacion. Por otro lado, se visualiza que la cetirizina
clorhidrato posee datos fuera del intervalo aceptable para cumplir con lo establecido, presentando
una RSD de 12,1%, por lo que no es conforme ya que no debe ser mayor al 2,0%.

Se determina que el método analitico no es apto, ya que se puede apreciar que la RSD del
estandar de cetirizina es mayor al 2,0% (RSD= 7,6%), es por esta razon que al no encontrarse
conforme uno de los principios activos, se decide seguir investigando sobre las propiedades
fisicoquimicas de cada analito (ver tabla 5 y 6) para proponer un nuevo método de analisis.

Seguido de una investigacion de las propiedades fisicoquimicas de cada principio activo,
se llega a la conclusion que la pseudoefedrina clorhidrato se encuentra en su forma ionizada, ya

que posee dos pka que son mayores a 8 y para ser retenido debe estar en su forma no ionizada. La
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retencion de sustancias ionizadas se ve favorecida por el uso de un par ionico. (Horvath et al.,
1977). Se realiza una busqueda de métodos analiticos y se opta por probar el método de analisis
basado en el test 2 de disolucion de la USP 40 para tabletas de pseudoefedrina clorhidrato y

cetirizina clorhidrato, y de ser necesario realizar los ajustes o la optimizacion del mismo.
Meétodo basado en el test 2 de disolucion de la USP para tabletas de pseudoefedrina

clorhidrato y cetirizina clorhidrato

Tabla 17. Condiciones cromatograficas prueba de método analitico 2

Disolvente  para  estandares y | Acido clorhidrico 0,1 N

muestras

Concentracion de trabajo Pseudoefedrina clorhidrato 0,24 mg/mL
Cetirizina clorhidrato 0,01 mg/mL

Buffer 6,8 g/L acetato de sodio; 16,2 g/L de 1-octanosulfonato
de sodio; ajusta pH 5.5 con &cido acético glacial

Fase movil Buffer: Metanol 50:50

Longitud de onda 242 nm

Columna C18, 4,6mm x 10 cm; 5 um

Velocidad de flujo 2,0 mL/min

Volumen de inyeccion 100 pL

Tiempo de corrida 15 minutos

Se retiene primero la pseudoefedrina clorhidrato y por Gltimo la cetirizina clorhidrato

Fuente: Elaboracion propia (2020), con base en USP 40
Primeramente se realiz6 una prueba en la cual se leen 10 muestras de pseudoefedrina

clorhidrato y cetirizina clorhidrato con las condiciones cromatograficas representadas en la tabla
17. Después del analisis de los picos cromatograficos de ambos principios activos se observa que
poseen un factor de asimetria, ya que en la sefial se puede notar una cola en ambos analitos. Se
obtiene como resultado de RSD para ambos analitos 5,8%, por lo que se supera el valor
establecido de no mayor al 2,0% aceptable, es por esta razon que se opta por hacer un cambio de

columna a una C8 por afinidad de la columna con el par ionico.
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Figura 75. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato con las
condiciones cromatograficas prueba de método analitico 2
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Fuente: Elaboracion propia (2020)
Optimizacion de un método analitico para capsulas de gelatina dura de pellets

Para la optimizacién del método analitico basado en el test 2 de disolucién de la USP 40
para tabletas de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato, se realiz6 una prueba en la
cual se lee una muestra de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato cambiando y
optimizando el método analitico brindado por la USP, por lo que la columna C18 pasa a ser una
C8; el volumen de inyeccion pasa de 100uL a 50uL; ademas se cambia la concentracion de
trabajo para pseudoefedrina de 0,24 mg/mL a 1,2 mg/mL y para cetirizina de 0,01 mg/mL a 0,05
mg/mL; por otro lado la velocidad de flujo pasa de 2,0 mL/min a 1,5 mL/min, el tiempo de
corrida a 16 minuto y por ultimo se utiliza la misma fase movil Buffer: Metanol 50:50; al cual se
denominara método analitico 3. Su cromatograma se visualiza en la figura 76, observandose una

mejoria en la simetria de los picos cromatograficos y tiempos de retencion aceptables.
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Figura 76. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato con las
condiciones cromatograficas prueba de método analitico 3
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Fuente: Elaboracion propia (2020)

Posteriormente se llega a la conclusion de que el par ionico utilizado se encuentra en gran
cantidad por lo que se disminuye de manera aleatoria la cantidad del mismo en el buffer y se
inician las pruebas en las cuales se lee una muestra de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina
clorhidrato para asi optimizar la cantidad de par ionico en el método de analisis.

Figura 77. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato con
método analitico 3 (7,0 g/L par i6nico)
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Fuente: Elaboracion propia (2020)

En la figura 77 se puede observar el cromatograma haciendo uso del método 3, en el cual
se realiz6 un cambio en la cantidad de par idnico de 16,2 g/L a 7,0 g/L, para disminuir el
consumo del reactivo. Se realiz6 con el método de elucion isocréatico y se puede evidenciar que el
pico de pseudoefedrina no se retiene lo suficiente, reteniéndose a los 2,10 minutos, por lo que se

propone la disminucién de metanol en la fase movil.
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Seguido a la propuesta de disminuir el metanol se toma en cuenta los métodos de elucién,
por lo que se prueba con el modo gradiente, para asi intentar que el pico de pseudoefedrina se
retenga a un tiempo mas adecuado disminuyendo el metanol ya que este tiene un poder mayor de
elucion, gracias a su polaridad (Urgellés, 2018). Después de un tiempo se aumenta el metanol
para lograr que eluya el pico de cetirizina. Se emplea un tiempo de corrida de 18 minutos.

Seguidamente, se hace referencia a solvente A (buffer: metanol 50:50), solvente B
(metanol) y solvente C (agua desionizada).

Tabla 18. Método de elucion en gradiente con 7,0 g/L de par i6nico

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%) Solvente C (%)
0 80 5 15
5 80 5 15
6 80 10 10
18 80 20 0

Fuente: Elaboracion propia (2020)

En la tabla 18 se puede observar como el porcentaje del solvente A se mantiene en un
80%, el de metanol inicia en 5% para luego aumentar y lograr que se eluya el pico de cetirizina,
contrario a lo que sucede con el agua desionizada, inicia con un 15% para contrarrestar la funcion
del metanol y hacer que el par iénico actue sobre la pseudoefedrina y se retenga el pico.

Figura 78. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato con
método de elucion en gradiente con 7,0 g/L de par iénico
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Fuente: Elaboracion propia (2020)
En la figura 78 se evidencia que el pico de pseudoefedrina se retiene a un tiempo
considerable de 2,94 minutos aproximadamente, pero el gradiente finaliza en una proporcién

diferente a la que inicia la proxima inyeccion, por lo que no resulta confiable para las siguientes
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inyecciones, ya que no se da el tiempo necesario para estabilizar la fase movil de manera
adecuada y asegurarse una correcta corrida.

Es por ello que se agrega un punto adicional en la tabla de elucién gradiente, para que se
relacione la proporcion con la termina una corrida y esta sea la misma con la que inicie la
siguiente (Ver tabla 19).

Tabla 19. Método de elucion en gradiente

Tiempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%) Solvente C (%)
0 80 5 15
5 80 ) 15
6 80 10 10
15 80 10 10
16 80 ) 15
18 80 5 15

Fuente: Elaboracion propia (2020)
En la tabla 19 se puede visualizar como el porcentaje de solvente A se mantiene en un

80%, el de metanol inicia en 5% para luego aumentar a los 6 minutos a 10% y lograr que se eluya
el pico de cetirizina, finalmente vuelve a la condicion inicial con un tiempo de 2 minutos de
acondicionamiento para la siguiente inyeccion, sucede al contrario con el agua desionizada para
disminuir el poder de elucion que tiene el solvente A. Se realiza la prueba pero en lugar de 7 g/L
de par idnico, se utilizan 5 g/L de par ionico.

Figura 79. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato con
método de elucion en gradiente con 5,0 g/L de par i6nico
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Fuente: Elaboracion propia (2020)
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Seguidamente, se realiza una prueba con 4 g/L de par idnico con solamente

pseudoefedrina clorhidrato, para intentar disminuir ain méas la cantidad de 1-octanosulfonato de

sodio.

Figura 80. Cromatograma de pseudoefedrina clorhidrato con 4 g/L de par i6nico
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Se evidencia que la pseudoefedrina clorhidrato no se retiene al hacer uso de 4 g/L de 1-

octanosulfonato de sodio, por lo que la cantidad final necesaria de par ionico a utilizar para la

retencion del pico es de 5,0 g/L.

Las condiciones cromatogréaficas del método analitico optimizado son las siguientes:

Tabla 20. Condiciones cromatograficas método analitico optimizado

Disolvente

muestras

para

estandares

y

Acido clorhidrico 0,1 N

Concentracion de trabajo

Pseudoefedrina clorhidrato 1,2 mg/mL

Cetirizina clorhidrato 0,05 mg/mL

Buffer 6,8 go/L acetato de sodio; 50 mL/L de 1-
octanosulfonato de sodio; ajusta pH 5.5 con acido
acetico glacial

Fase mavil Tiempo

(Método de elucion gradiente) (min) Buffer (%) | Metanol () | - Agua (%)

0 80 5 15
5 80 5 15
6 80 10 10
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15 80 10 10

16 80 5 15

18 80 5 15
Longitud de onda 242 nm

Columna C8, 4,6mm x 10 cm; 5 um
Velocidad de flujo 1,5 mL/min

Volumen de inyeccion 50 puL

Tiempo de corrida 18 minutos

El tiempo retencion relativo es de 0,27.

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Se optimiz6 un método de analisis con diversas pruebas analiticas el cual fue elaborado

para tabletas de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato, dando la posibilidad de

analizar un medicamento no farmacopeico.
Tabla 21. Aptitud del sistema de estdndares método analitico optimizado

Pseudoefedrina Cetirizina clorhidrato

clorhidrato

93810889 131081613
Lecturas 93546283 131383077

94197387 132738579

93429370 131598639

94019356 132384299
Promedio 93800657 131837241,4

Desviacidn estandar relativa de trabajo 0,3% 0,5%

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Tabla 22. Resultados de método analitico basado en el método analitico optimizado

Pseudoefedrina o )
] Cetirizina clorhidrato
clorhidrato

_ 1 101,1 102,8
% Recuperacién de

2 101,7 102,4
muestras al 100%

3 102,4 102,9
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4 100,7 104,6
5 100,9 103,4
6 102,1 105,7
Promedio 101,5 103,6
Desviacion
) ) 0,66% 1,22%
estandar relativa

Fuente: Elaboracion propia (2020)

En la tabla 22 se muestran los resultados de la prueba analitica del método optimizado
para obtener los porcentajes de recuperacién de cada principio activo en las muestras del
medicamento, por lo que se puede observar que tanto la pseudoefedrina clorhidrato como la
cetirizina clorhidrato, mantienen sus resultados dentro de las especificaciones establecidas por los
criterios de validacién, de una desviacién estandar relativa (RSD) de 0,66% para la
pseudoefedrina clorhidrato y de 1,22% para cetirizina clorhidrato, lo que es conforme con
respecto a lo establecido por los criterios de validacion que define que la RSD debe ser no mayor
a un 2,0%. Ademas los estandares de trabajo poseen una RSD para pseudoefedrina clorhidrato y
cetirizina clorhidrato de 0,3% y 0,5% respectivamente, cumpliendo con el parametro de que la
desviacion estandar relativa debe ser no mayor al 2,0%.

Se selecciona el método optimizado para proceder a aplicar las pruebas del protocolo de
validacién y asi determinar si el método es apto para ser aplicado en control de calidad con el

producto terminado.

Protocolo de validacion

Una vez definido el método de andlisis para los principios activos pseudoefedrina
clorhidrato y cetirizina clorhidrato se procede a realizar la validacion del mismo, la cual necesita
contar con un protocolo de validacion que recopile aspectos como por ejemplo, la finalidad de la
validacion a realizar, la definicion del sistema a validar, la identificacion de los parametros.
Ademas, el protocolo debe incluir como se debe validar el método, asi como también la data
cruda y todos los criterios de aceptacion que tiene que cumplir el método para que sea confiable.

El protocolo se basa en la validacion de potencia, identificacion y uniformidad de
unidades de dosificacion, realizandose el mismo para las tres pruebas de andlisis. Se ejecutan las

pruebas tomando en cuenta los parametros mas criticos de validacion.
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Se utilizan estandares secundarios para realizar la validacion, preparandose
concentraciones equivalentes a los 70, 85, 100, 115 y 130% para ambos principios activos con
una concentracion de trabajo para pseudoefedrina clorhidrato de 1,2 mg/mL y para cetirizina
clorhidrato de 0,05 mg/mL, cada alicuota tomada para la preparacion de los estandares se realiza
con una bureta de 25mL.

Para el parametro de linealidad de método se enriquece cada punto de la curva con un 5%
de la concentracion de trabajo con de materia prima, esto con el fin de poder comparar las
pendientes y evaluar el parametro de especificidad a través de la ausencia del efecto de matriz.

La evaluacion de los parametros de desempefio se evidencia a continuacion:

Tabla 23. Evaluacion de los parametros de desempefio

Pardmetro de desempefio Estandares y muestras Criterio de aceptacion

3 estandares al 70% de
concentracion

_ 3 estandares al 100% de »
Exactitud recuperacion debe ser mayor

concentracion
a 97,0% y menor al 103,0%.
3 estandares al 130% de

concentracion

El porcentaje de

Repetibilidad | 6 inyecciones de un estandar al
Drecisic de sistema 100% de concentracion Desviacion estandar relativa
recision
Repetibilidad | 10 muestras independientes al debe ser no mayor al 2,0%
de método 100% de concentracion
. _ El valor probabilidad (p) es
Efecto de la | Se utilizan los mismos )
) o mayor que el nivel de
matriz estandares que para linealidad o _
significancia (o).
3 estandares al 100% de
. concentracion (sin degradacion) ) o
Especificidad _ Se confirma la especificidad

3 soluciones al 100% de ) ) )

Pruebas o ] del método si el porcentaje
) concentracion, independientes, ) o

degradativas ) de interferencia, si la

de producto terminado, )

) » hubiese, es menor al 3%
sometidas a degradacion por
luz, calor, oxidacion, hidrdlisis
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acida e hidrolisis basica (15
muestras totales)

Para ambos principios activos:
3 estdndares madre preparar: 1
estandar al 70%, 85%, 100%,

Método 115% y 130% de concentracion
enriquecidos con muestra El coeficiente de correlacién
Linealidad (agregar 5% de la concentracion | al cuadrado (r?) debe ser
de trabajo) mayor o igual a 0,995
Para ambos principios activos:
_ 1 estandar madre preparar: 1
Sistema )
estandar al 70%, 85%, 100%,
115% y 130% de concentracién
De los estandares al 100% o )
- o La desviacion estandar
. utilizados en repetibilidad, )
Estabilidad relativa no debe ser mayor al

hacer lectura después de 24
horas

2,0%.

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Evaluacion de los pardmetros de desempefio para el método de anélisis que permite

determinar la potencia, identificacion y uniformidad de unidades de dosificacion de
capsulas de pellets de pseudoefedrina clorhidrato al 70%, 85%, 100%, 115% y 130% de la

concentracion

Tabla 24. Resultados de validacion de los parametros de desempefio para el método de
analisis que permite determinar potencia, identificacién y uniformidad de unidades de
dosificacion de pseudoefedrina clorhidrato

Parametro de desempefio Criterio de aceptacion Resultado
El porcentaje de recuperacion 70% 100% 130%
Exactitud debe ser mayor a 97,0% y X X X
menor al 103,0%. 102,2% | 100,0% | 97,4%
o o Desviacion estandar relativa Muestra /
Precision Repetibilidad . RSD
debe ser no mayor al 2,0% Recuperacion
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1 99,6%
2 100,2%
3 99,8%
4 100,7%
5 100,3%
0,40%
6 99,8%
7 101,3%
8 100,6%
9 98,8%
10 100,3%
Efecto de la | El valor p es mayor que el p =0,08
matriz nivel de significancia (). o =0,05
Prueba % Interferencia
Hidrdlisis No se observa
) . acida afectacion ni
. Se confirma la especificidad ] )
Especificidad ) _ _ Hidrolisis interferencia en
Pruebas del método si el porcentaje de _
. . . ) béasica el pico de
degradativas | interferencia, si la hubiese, es _
Oxidacion pseudoefedrina
menor al 3% )
Calor clorhidrato
para ninguna
Luz
prueba
Curva R?
1 0,999
Método
El coeficiente de correlacion 2 0,999
Linealidad al cuadrado (r?) debe ser 3 1,000
mayor o igual a 0,995 RZsistema
Sistema
0,999
. La desviacion estandar
Estabilidad ] 0,25%.
relativa no debe ser mayor al
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2,0%.

Fuente: Elaboracion propia (2020)
Los resultados de la evaluacion de los pardmetros de exactitud, precision, especificidad,

linealidad y estabilidad se resumen en la tabla 24. En el caso de la exactitud y la precision, los
resultados se encuentran dentro de especificaciones, con porcentajes de mayores a 97,0% y
menores al 103,0% para la exactitud y una desviacion estandar relativa no mayor al 2,0% para la
precision refiriéndose a la repetibilidad del método. Por lo que el método de andlisis es tanto
exacto como preciso para la pseudoefedrina clorhidrato.

Para linealidad del método evaluado se tomé en cuenta tanto la linealidad del sistema
como la linealidad del método, para los cuales para la linealidad del sistema solamente se realiza
una curva y para la linealidad del método se toman tres curvas, las cuales cada concentracion a
analizar es enriquecida con muestra de materia prima, aumentando un 5% de la concentracién de
trabajo, para que esta pueda ser comparada con la linealidad del sistema. Se abarcan porcentajes
de 70% hasta 130% para cubrir ademas de la potencia e identificacion, la uniformidad de
unidades de dosificacion.

La linealidad del sistema dio como resultado un coeficiente de correlacion de 0,999 y para
la linealidad de método, siendo enriquecidas con muestras, coeficientes de correlacion de 0,999
para la curva 1, 0,999 para la curva 2 de y para la curva 3 de 1,000, resultando linealidades
conformes y dentro de las especificaciones, cuyo criterio de aceptaciéon fundamental es que el
coeficiente de correlacion al cuadrado (r?) debe ser mayor a 0,995 o igual a 1,000.

Figura 81. Curva para la determinacion de linealidad del sistema de pseudoefedrina

clorhidrato
140000000,0 -
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40000000,0 - y =74.742.513,260x + 3.414.198,112
20000000,0 - R2=0,999
0,0 : : : ‘
0,0000 0,5000 1,0000 1,5000 2,0000
CONCENTRACION

Fuente: Elaboracion propia (2020)
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Figura 82. Curvas para la determinacion de linealidad del método de pseudoefedrina

clorhidrato
Curval
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LECTURA

Fuente: Elaboracion propia (2020)
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Para el parametro de especificidad efecto de la matriz, se toman en cuenta las curvas de la
linealidad para realizar un analisis de varianza ANOVA, el cual tiene como criterio de aceptacion
que el valor de probabilidad (p) es mayor que el nivel de significancia (o). Tomando en cuenta
que el valor de “a” es 0,05, el resultado del andlisis para pseudoefedrina clorhidrato es de 0,08,
por lo que se encuentra conforme a este parametro de validacién. (Ver anexo 1)

Las pruebas degradativas se leyeron aumentando 5 veces el tiempo de retencién del
ultimo pico y se confirma la especificidad del método si el porcentaje de interferencia, si la
hubiese, es menor al 3%, dando como resultado que no se observa afectacion ni interferencia en
el pico de pseudoefedrina clorhidrato en las cinco pruebas realizadas, ni degradacion de la
misma.

Figura 83. Curva de linealidad de sistema contra curva de linealidad de método
Curva de linealidad de sistema contra curva de linealidad de método
140000000
120000000
100000000

80000000

60000000 ® Linealidad Sistema
Linealidad Método

LECTURA

40000000

20000000

0,8387 1,0216 1,1946 1,3841 1,5571
CONCENTRACION

Fuente: Elaboracion propia (2020)
La estabilidad del estdndar realizando lecturas de las mismas a 24 horas se encuentran

conformes con respecto a su criterio de aceptacion el cual es que la desviacién estandar relativa
no debe ser mayor al 2,0%, dando como resultado para las 24 horas un RSD de 0,25%, por lo que
se puede confirmar que la pseudoefedrina clorhidrato es estable hasta por 24 horas de su
preparacion.
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Evaluacion de los pardmetros de desempefio para el método de andlisis que permite

determinar la potencia, identificacion y uniformidad de unidades de dosificacion de las
capsulas de pellets de cetirizina clorhidrato al 70%, 85%, 100%, 115% y 130% de la

concentracion.

Tabla 25. Resultados de validacion de los parametros de desempefio para el método de
analisis que permite determinar potencia, identificacion y uniformidad de unidades de
dosificacion de cetirizina clorhidrato

Parametro de desempefio Criterio de aceptacion Resultado
El porcentaje de recuperacion 70% 100% 130%
Exactitud debe ser mayor a 97,0% y X X X
menor al 103,0%. 100,0% | 100,0% | 100,0%
Muestra /
_, RSD
Recuperacion
1 106,8%
2 107,7%
3 106,7%
L o Desviacion estandar relativa 4 103,8%
Precision Repetibilidad
debe ser no mayor al 2,0% 5 107,4%
1,50%
6 105,8%
7 106,2%
8 108,5%
9 104,3%
19 | 104,3%
Efecto de la | El valor p es mayor que el p =0,005
matriz nivel de significancia (o). o =0,05
S firma | ficidad Prueba Interferencia
ifici e confirma la especificida N
Especificidad ) ) ) Hidrolisis | No se observa
Pruebas del método si el porcentaje de | ) _
) ) o ) acida afectacion ni
degradativas | interferencia, si la hubiese, es _ ] )
Hidrolisis | interferencia en
menor al 3% _ _
béasica el pico de
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Oxidacion | cetirizina
Calor clorhidrato para
Luz ninguna prueba
Curva R?
) 1 0,995
Método
El coeficiente de correlacion al 2 0,995
Linealidad cuadrado (r?) debe ser mayor o 3 0,995
igual a 0,995 RZsistema
Sistema
0,999
. La desviacion estandar relativa
Estabilidad 24h 0,36%.
no debe ser mayor al 2,0%.

Fuente: Elaboracion propia (2020)
Los resultados de la evaluacion de los parametros de exactitud, precision, especificidad,

linealidad y estabilidad se resumen en la tabla 25. En el caso de la exactitud y la precision, los
resultados se encuentran dentro de especificaciones, con porcentajes de mayores a 97,0% y
menores al 103,0% para la exactitud y una desviacion estandar relativa no mayor al 2,0% para la
precision refiriendose a la repetibilidad del método. Por lo que el método de andlisis es tanto
exacto como preciso para la cetirizina clorhidrato.

Para linealidad del método evaluado se tomo en cuenta tanto la linealidad del sistema
como la linealidad del método, para los cuales para la linealidad del sistema solamente se realiza
una curva de calibracion y para la linealidad del método se toman tres curvas de calibracién, las
cuales cada concentracion a analizar es enriquecida con muestra de materia prima, aumentando
un 5% de la concentracion de trabajo, para que esta pueda ser comparada con la linealidad del
sistema. Se abarcan porcentajes de 70% hasta 130% para cubrir ademas de la potencia e
identificacion, la uniformidad de unidades de dosificacion.

La linealidad del sistema dio como resultado un coeficiente de correlacion de 0,999 y para
la linealidad de método, siendo enriquecidas con muestras, coeficientes de correlacion de 0,995
para la curva 1, 0,995 para la curva 2 de y para la curva 3 de 0,995, resultando linealidades
conformes y dentro de las especificaciones, cuyo criterio de aceptacion fundamental es que el
coeficiente de correlacion al cuadrado (r?) debe ser mayor a 0,995 o igual a 1,000.
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Figura 84. Curva para la determinacion de linealidad del sistema de cetirizina clorhidrato

LECTURA

180000000 ~
160000000 -
140000000 -
120000000 -
100000000 -
80000000 -
60000000 -
40000000 -
20000000 -

0

y = 2.815.788.914,069x - 25.512.561,911
R2=0,999

0,0000

0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700
CONCENTRACION

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Figura 85. Curvas para la determinacion de linealidad del método de cetirizina clorhidrato
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Curva 2
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=
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CONCENTRACION

Fuente: Elaboracion propia (2020)

Para el parametro de especificidad efecto de la matriz, se toman en cuenta las curvas de la
linealidad para realizar un analisis de varianza ANOVA, el cual tiene como criterio de aceptacién
es que el valor de probabilidad (p) es mayor que el nivel de significancia (). Tomando en cuenta
que el valor de “o” es 0,05, el resultado del analisis para cetirizina clorhidrato es de 0,005, por lo
gue no se encuentra conforme a este parametro de validacion. (Ver anexo 2)

Las pruebas degradativas se leyeron aumentando 5 veces el tiempo de retencion del
ultimo pico y se confirma la especificidad del método si el porcentaje de interferencia, si la
hubiese, es menor al 3%, dando como resultado que no se observa afectacion ni interferencia en
el pico de cetirizina clorhidrato en las cinco pruebas realizadas, pero si una mayor degradacion

por la oxidacién, dando como recuperacion promedio un 94,30%.
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Figura 86. Curva de linealidad de sistema contra curva de linealidad de método

Curva de linealidad de sistema contra curva de linealidad de método
250000000

200000000

150000000

® Linealidad Sistema
Linealidad Método

100000000

LECTURA

50000000

0,0355 0,0431 0,0507 0,0584 0,066
CONCENTRACION

Fuente: Elaboracion propia (2020)

La estabilidad del estandar realizando lecturas de las mismas a 24 horas se encuentran
conformes con respecto a su criterio de aceptacion el cual es que la desviacion estandar relativa
no debe ser mayor al 2,0%, dando como resultado para las 24 horas 0,36%, por lo que se puede
confirmar que la pseudoefedrina clorhidrato es estable hasta por 24 horas de su preparacion.

A continuacion se representan los cromatogramas en 3D para la visualizacion de
interferencias en los picos de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato:

Figura 87. Cromatogramas 3D de pruebas degradativas a 242nm
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Como se puede observar en los cromatogramas de la figura 87, los picos cromatogréficos
para ambos principios activos no presentan interferencias, sometidos a hidrolisis acida, hidrolisis

béasica, oxidacion, temperatura y luz.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este capitulo, se centraran las principales conclusiones y recomendaciones del presente

proyecto de investigacion, el cual se encuentra relacionado con el desarrollo y validacién de un

método analitico de un producto farmacéutico no farmacopeico.

Conclusiones

1.

Se disefid un método analitico para la determinacion simultanea de pseudoefedrina
clorhidrato 120 mg y cetirizina clorhidrato 5 mg en su forma farmacéutica de capsulas de
pellets por HPLC para el ensayo de potencia, identificacion y uniformidad de unidades de
dosificacion, sin embargo se demuestra la aptitud del método para pseudoefedrina
clorhidrato y no para cetirizina clorhidrato.

Se elaboré un protocolo de validacion aplicable a las pruebas de potencia, identificacion y
uniformidad de unidades de dosificacion tomando en cuenta la prueba con mayor
criticidad, con porcentajes para la linealidad de 70% a 130% y para la precision hasta 10
muestras.

El método analitico utilizado para el analisis potencia, identificacion y uniformidad de
unidades de dosificacion de pseudoefedrina clorhidrato para capsulas de gelatina dura por
HPLC cumple con los parametros de validacién por lo tanto es exacto, preciso, especifico,
lineal y estable a las 24 horas.

El método analitico utilizado para el analisis potencia, identificacion y uniformidad de
unidades de dosificacion de cetirizina clorhidrato para cépsulas de gelatina dura por
HPLC es exacto, preciso, lineal y estable a las 24 horas, pero no es especifico al efecto
matriz ya que no cumple con los pardmetros de validacion.

La validacion del método de andlisis no queda rechazada hasta que se realice nuevamente
el analisis del parametro de especificidad para el efecto matriz y asi comprobar su

especificidad y determinar si se aprueba o se rechaza la validacion.

Recomendaciones

1.

Validar nuevamente el parametro de especificidad del efecto de la matriz para la cetirizina
clorhidrato.
Realizar un protocolo de validacion para validar la prueba de disolucion, ya que por falta

de estandar de pseudoefedrina clorhidrato no se realizé.
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Agregar a la metodologia analitica de pseudoefedrina clorhidrato y cetirizina clorhidrato la
prueba de impurezas, ya que no se incluyo por no ser un medicamento farmacopeico y por
ende realizar su debida validacion.

Cada vez que se realice el analisis de un lote, hacer una curva de calibracion.

Ejecutar para la validacién de ambos principios activos el pardmetro de desempefio de
estabilidad para las muestras a las 24 y 48 horas de ser preparadas.

Hacer mas estrictas las condiciones para las pruebas de degradacion.

Crear un nuevo procedimiento para las pruebas degradativas del parametro de

especificidad, ya que no se esta cuantificando la recuperacion del pico en degradacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Resultados del analisis de varianza para el parametro de validacion especificidad
de efecto matriz de pseudoefedrina clorhidrato

Analisis de varianza de un factor

Pseudoefedrina clorhidrato

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 224227539,8 747425133 2,46343E+11
Columna 2 226221508,7 75407165,6 1]

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de

Origen de las Suma de Grodos de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 6,6265E+11 1 6,6265E+11 5,379922404 0,081184235 7/,708b4742

Dentro de los grupos 4,9269E+11

Total 1,1553E+12

4 1,2317E+11

Fuente: Elaboracion propia (2020)



159

Anexo 2. Resultados del analisis de varianza para el parametro de validacion especificidad

de efecto matriz de cetirizina clorhidrato

Cetirizina clorhidrato

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 B447366742 2815788914  1,25454E+15
Columna 2 3 7270141085 2423380362 1,38999E+16

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Promedio
las Suma de Grados de de los Valor critico
variaciones  cuadraodos libertad cuadrados F Probabilidad para F
7,70864742

Entre grupos  2,3098E+17
Dentro de los 3,0309E+16

Total 2,6129E+17

1 2,3098E+17 30,48312575 0,005254805
4 7,5772E+15

Fuente: Elaboracion propia (2020)



