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RESUMEN

Los medicamentos antigripales son preparaciones que contienen mezclas de distintos tipos
de medicamentos o principios activos que atacan los sintomas pero no las causas. La
fabricacion de estos compuestos conlleva un proceso laborioso y en muchos casos costoso.
Es por ello, que este trabajo ha centrado sus esfuerzos en conseguir un procedimiento
analitico optimizado frente a uno existente (en tiempo de analisis, proceso de extraccion y
cuantificacion, costes, etc.) El medicamento utilizado es un antigripal en capsula de gelatina
blanda cuyos principios activos son: paracetamol, fenilefrina, dextrometorfano y doxilamina.
Mediante el uso de un agitador orbital en vez de uno magnético, se consiguié bajar el tiempo
de extraccion de 180 a 65 minutos y el tiempo total de la separacion y cuantificacion de 30 a
10 minutos cambiando la técnica de separaciéon de HPLC a UPLC. Asi mismo, se logré
extender la caducidad de la soluciéon estandar de trabajo de 4 dias a 67 dias y se ha propuesto
un método de extraccion equivalente al método actual pero utilizando filtros de jeringa
alternativos. En total se propusieron 4 métodos equivalentes de extraccion. Todas estas
mejoras facilitan el trabajo del analista y del revisor, brindando un significante ahorro de tiempo

de analisis, recursos y costes para la empresa.

Palabras clave: Optimizacion, principios activos, antigripal, agitacion orbital, HPLC, UPLC.



PARTE 1: MARCO TEORICO



1. INTRODUCCION

El resfriado comun es la enfermedad mas frecuente en humanos y ha existido a lo largo de la
historia. En promedio un adulto lo padece de dos a tres veces por afio y un nifio entre 6 y 8
veces. (Eccles y Weber, 2009). Es una enfermedad viral del tracto respiratorio superior que

predominantemente afecta la parte nasal de la mucosa respiratoria (Arrol, 2011).

El tratamiento del resfriado comuan suele ser sintomético, es decir un tratamiento que alivia los
sintomas asociados a la enfermedad mientras que el propio sistema inmunoldgico del

individuo contrarresta al virus.

Es importante no confundir el resfriado comin con la gripe, aunque los sintomas son
parecidos, la gripe es causada por los virus de la familia influenzavirus y a diferencia del
resfriado comun puede resultar en complicaciones clinicas mas severas. (Moghadami, 2017).

En la industria farmacéutica el control de calidad es una de las etapas fundamentales del
proceso de produccion de un medicamento, aunque no agrega valor al producto, por lo que
hacerlo de una manera éptima, sencilla, a prueba de fallos y ahorrando costes en sus etapas

s muy importante a nivel de presupuesto y organizacién de la empresa.

La optimizacién de procesos es una tendencia global en las empresas. Se busca obtener la
mejor relacion costo-beneficio posible, al aumentar la produccién, disminuyendo tiempos de
proceso y consumo de recursos. En un laboratorio de control de calidad farmacéutico esto
puede interpretarse como obtener los resultados analiticos (el producto del laboratorio) en el
menor tiempo posible y consumiendo la menor cantidad de recursos (humanos, materiales y

tiempo) que el proceso permita.

En este proyecto se busca estudiar e implementar mejoras en el método el analisis de

contenido de un antigripal en capsula de gelatina blanda.

Para ello, se ha llevado a cabo la optimizacion de las diferentes etapas del analisis del
contenido de los cuatro principios activos de un medicamento antigripal en cipsula de gelatina
blanda empleando la cromatografia liquida de alta eficacia con deteccion de Ultravioleta
(HPLC-UV) y la Ultra cromatografia liquida de alta resolucion (Ultra Performance Liquid
Chromatography, UPLC) como técnicas de separacion y deteccion de los componentes del

medicamento.



2. OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo general de este proyecto consiste en la mejora del proceso de analisis para la
determinacion del contenido de principios activos de un producto antigripal en cdpsula de
gelatina blanda, centrdndose principalmente en la reduccion y optimizacion del tiempo de

analisis, ahorro de costes y avances en ergonomia.
De este objetivo general se derivan los siguientes objetivos especificos:

e Evaluacion del uso de agitador orbital en lugar de agitacion magnética en bafio de
agua con temperatura para la extraccion de los principios activos

e Empleo de métodos cromatogréficos alternativos (UPLC en lugar de HPLC)

e Estudio de la reduccion del volumen de extraccién

e Evaluacion del riesgo ergonémico

¢ Optimizaciones de las condiciones de extraccién de los principios activos

e Reduccién del numero de ciclos de agitacion y ultrasonicacion

e Estudio de la estabilidad de la solucién estandar de trabajo

3. RESFRIADO COMUN Y GRIPE

El resfriado comin es una enfermedad infecciosa viral del tracto respiratorio superior,
afectando nariz, senos paranasales, laringe y faringe. Se contrae por contacto directo con
secreciones de una persona infectada. Los principales patdgenos asociados al resfriado
comun son los rinovirus, causando entre el 52% y el 76% de los resfriados comunes. (Allan 'y
Arrol, 2014).

Entre los sintomas del resfriado comin encontramos la congestion nasal, rinorrea,
estornudos, tos, irritacidn de garganta, entre otros, los cuales pueden ir acompafnados también
de dolor muscular, fatiga, cefalea y pérdida de apetito. Los sintomas aparecen con poca

intensidad y van aumentando su severidad a lo largo del tiempo. (Eccles y Weber 2009).

Desde siempre han existido mitos y creencias populares erréneas acerca de las causas del
resfriado (exposicion al frio, lluvia, etc.) como sus posibles tratamientos (vitamina C, bebidas

calientes e incluso antibiéticos) (Braun et al, 2000).

El nombre de “resfriado” viene de la creencia popular de que la enfermedad se puede contraer
debido a exposicion al frio (Eccles y Weber 2009). Es interesante destacar que la palabra

“resfriado” no tiene asociacion al frio solamente en la lengua castellana, en inglés se denomina



common cold (cold = frio), en aleman Erkaltung (Kalt = frio), en italiano raffreddore comune

(freddo = frio), etc.

Esta creencia popular se debe a que existe una estacionalidad de la enfermedad, siendo esta
mas predominante cuando existen climas frios y humedos. Una posible explicacion es que en
climas frios suelen reunirse muchas personas en espacios cerrados, lo que en general, son
las condiciones perfectas para la transmision del virus de persona a persona (Eccles y Weber
2009).

Sin embargo, la Unica causa del resfriado comun es la exposicion al virus, denominado

“rinovirus”.

El tratamiento del resfriado comudn es sintomatico, se busca minimizar los sintomas mientras
el propio sistema inmunoldgico del afectado se encarga de combatir el virus. Existen cientos
de tratamientos para el resfriado coman, desde los farmacos hasta tratamientos mas

populares como infusiones, acupunturas, etc.

Actualmente existen los llamados “medicamentos antigripales” que son combinaciones de
distintos principios activos en una especie de céctel que sirve para paliar los diferentes

sintomas del resfriado comUn como la tos, rinitis, fiebre, etc.

La gripe o influenza es una enfermedad infecciosa viral que afecta principalmente los érganos
del tracto respiratorio superior. La infeccion es causada principalmente por los influenzavirus
A ylo B. La gripe es una enfermedad estacional que ocurre en todo el mundo con patrones

estacionales, epidémicos o pandémicos. (Moghadami, 2017).

A diferencia del resfriado comun, los sintomas de la gripe aparecen abruptamente; entre ellos
encontramos: sensacion de fiebre, escalofrios, cefalea (dolor de cabeza), mialgia (dolor
muscular) y malestar general. La intensidad de la mialgia, la cefalea y la fiebre son indicativos
de la severidad de la infeccidn. Estos sintomas suelen ir acompafiados de las manifestaciones
de enfermedades del tracto respiratorio como lo son la tos seca, descarga nasal, y garganta
irritada. Estos sintomas pueden tener una intensidad relativa distinta, en algunos pacientes
pueden manifestarse sin fiebre los sintomas respiratorios (es decir, mismos sintomas del
resfriado comuan) y otros pacientes pueden padecer predominantemente los sintomas
sistémicos (cefalea, fiebre y mialgia) con muy pocos sintomas respiratorios. (Moghadami,
2017).

La gripe puede derivar en algunos pacientes en complicaciones, siendo la principal la
neumonia. Cuando esta es producida directamente por el influenzavirus se le denomina
neumonia primaria y es predominante en individuos con enfermedades cardiovasculares y
pulmonares como el asma. La neumonia puede producirse también por otros patégenos

distintos al influenzavirus, esta neumonia que suele ser bacteriana se le denomina neumonia



bacteriana secundaria en la que el paciente tras detener la enfermedad clasica de la gripe,
tiene un periodo de maximo 2 semanas de mejoria cuando aparece recurrencia de los
sintomas como fiebre, tos con flema y disnea. Entre las bacterias causantes de esta
enfermedad tenemos la Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae. Por ultimo,
existen otras complicaciones alin mas inusuales como miocarditis y pericarditis; asi como el

sindrome Guillain-Barré. (Moghadami, 2017).

El tratamiento de gripes no complicadas es sintomatico y similar al del resfriado comun, por lo

que los mismos medicamentos sirven para tratar los sintomas de ambas patologias.

4. HISTORIA DE LOS TRATAMIENTOS PARA RESFRIADOS

Debido a que tanto la gripe como el resfriado comun han estado con el ser humano a lo largo
de la historia, siempre han existido tratamientos para estas enfermedades. Por supuesto que
al no estar desarrollada la farmacologia moderna y al no saberse que la causa de estas
infecciones eran agentes microscopicos, algunos de estos remedios hoy en dia se

considerarian absurdos.

4.1. Edad antigua

Los médicos de la antigua China basaban su trabajo en la creencia de que una persona
saludable tenia un equilibrio entre dos aspectos: El aspecto luminoso / dinAmico (yang) y el
oscuro / estatico (yin). Este balance podia distorsionarse por causas externas como mala
alimentacién, frio, viento, emociones fuertes, etc. La medicina tradicional china creia que el
resfriado era una enfermedad de “frio y viento” que se producia cuando el frio entraba por la
piel y quedaba atrapado dentro del cuerpo; por lo que el tratamiento mas utilizado era la
acupuntura con el fin de abrir la superficie del cuerpo para expulsar los factores que causan
la enfermedad. La acupuntura era acompafnada de la administracion de plantas medicinales
gue no eran mas que comidas picantes que producian sudoracion y por ende lograban el

efecto deseado. (Eccles y Weber, 2009).

La medicina egipcia se basaba mas que todo en magia. Descubiertos en el siglo XIX, por
Georg Ebers y Edwin Smith los papiros de Ebers y Smith son los textos médicos mas
importantes de la civilizacion egipcia. El primero contiene una descripcion de muchas
enfermedades y sugerencias de tratamientos como encantamientos y férmulas. El segundo

contiene informacion sobre medidas quirdrgicas. En este papiro aparece un encantamiento o



hechizo para el resfriado que debia ser leido sobre leche de una mujer en periodo de lactancia
y se recomendaba esparcir en la nhariz una mezcla de plomo, incienso y miel por cuatro dias

para “sacar al frio de la nariz y cabeza” (Eccles y Weber, 2009).

En Grecia y Roma entre los siglos V y IV antes de Cristo, el médico griego HipGcrates de
Cos, considerado el padre de la medicina, sostenia que el cuerpo humano contenia cuatro
humores que eran sangre, flema, bilis negra y bilis amarilla. Se consideraba que una persona
estaba sana cuando los 4 humores estaban en equilibrio (algo parecido al yin-yang chino). El
médico romano Galeno de Pérgamo en los siglos Il y Il de nuestra era, se baso en los tratados
hipocraticos y expendié estos conocimientos. Los trabajos de Hipocrates y Galeno son las
referencias mas conocidas del mundo greco-romano en lo que a medicina respecta. (Eccles
y Weber, 2009). Ambos médicos veian al resfriado como una “acumulacién de flema”. Se
atribuye a HipGcrates: “La flema aumenta en el cuerpo humano en invierno. Es la mas cercana
a la naturaleza del invierno puesto que es la mas fria” y a Galeno se atribuye: “La sustancia
blanca (flema) se acumula en aquellos que han sido enfriados de alguna manera” (Eccles y

Weber, 2009).

Los remedios para el resfriado en esta época consistian en devolver a la normalidad el
equilibrio entre los humores. Dioscérides en el siglo | de nuestra era afirmaba que, por
ejemplo, la mostaza tenia el poder de calentar y diluir la flema, al comerla de purgarla del
cuerpo y al ponerla sobre la nariz estimulaba el estornudo. También describia que los rabanos
tenian propiedades antiinflamatorias para la garganta y que una mezcla de jugo de cebolla
con miel (un remedio casero que adn se utiliza en nuestros dias) ayudaban en la descarga de
moco. Por ultimo, consideraba el azufre como efectivo para los catarros si se “fumaba” o se

tomaba con huevos. (Eccles y Weber, 2009).

Arabia: Sin duda, uno de los avances en el entendimiento del resfriado comun viene de los
arabes, por ejemplo, Qusta ibn Luga entre los siglos IX y X consider6 como aparecian las
enfermedades infecciosas (en general), dijo “El contagio es una chispa que vuela desde un
cuerpo enfermo a un cuerpo sano, donde la misma enfermedad se desarrolla tal y como era

en el cuerpo enfermo”. (Eccles y Weber, 2009).

El resfriado se discute en algunos tratados arabes. El resfriado se presume causado por el
frio del invierno. Sin embargo, un resfriado en verano se explicaba como un “derretimiento”
de las secreciones duras del cerebro haciéndolas bajar por la nariz. Se recomendaba evitar
alimentos como leche, legumbres y alcohol. Entre las recomendaciones para el tratamiento
estaban inhalar esencias aromaticas de cualquier tipo desde clavo hasta agua de rosas.
(Eccles y Weber, 2009).



4.2. Edad media

Los textos médicos de la antigiiedad fueron copiados y preservados en los monasterios
medievales. En este punto se le dio una interpretacion cristiana al origen de las enfermedades
como un castigo divino. Por ejemplo, se lleg6 a relacionar el hecho de estornudar con que

Satanas jugaba con la nariz del afectado (Eccles y Weber, 2009).

Existen 3 trabajos medievales con cierta importancia relativa al resfriado donde se discuten
remedios herbales para las enfermedades; en primer lugar, la farmacopea de Lorsch (finales
del siglo VIII) el cual copia muchas partes de trabajos de la antigiiedad, asi como recetas de
medicamentos. El segundo es un plano del siglo IX del monasterio de San Galo que muestra
un jardin donde se cultivaban hierbas medicinales cerca del sitio donde se trataba a los monjes
enfermos. También, en el siglo IX el abad Walahfried Strabo escribi6 el poema Hortulus donde
da nombre las plantas que tenia en su propio monasterio. En esos trabajos se nombran
algunos remedios existentes desde la antigledad como Aloe vera, rdbano e hinojo para
congestién nasal, tos y otras infecciones de garganta. (Eccles y Weber, 2009).

En el siglo X la escuela de medicina de Salerno representaba el pilar fundamental de la

medicina europea secular (Eccles y Weber, 2009).

En los siglos Xll y Xlll los papas acabaron con las actividades médicas en monasterios a
través de varios decretos de concilios. Se les prohibi6é a los clérigos practicar la medicina,

actividad que pasoé a las escuelas y universidades que estaban en pleno auge.

Entre los siglos XIl y XV se crearon varias instituciones para la investigacion en algunas
ciudades como Paris, Bolofia, Montpellier u Oxford. En el siglo Xlll se autodenominaron
universidades y tenian cierto estatus privilegiado. Los profesores utilizaban los escritos de
autores antiguos (sobre todo los de Galeno) sin ninguna critica y los estudiantes no solian
cuestionar estos conocimientos. La principal forma de ver la medicina era mediante la teoria
de los cuatro humores y las medidas terapéuticas eran comunmente sangrias, provocar el

vomito o purgantes con el fin de equilibrar los humores. (Eccles y Weber, 2009).

4.3. Edad moderna

Con la invencion de la imprenta por Johannes Gutenberg, el conocimiento en general, incluido
el médico se hizo mas accesible, se hicieron cambios en la forma de educar y adicionalmente
a los libros utilizados en las escuelas de medicina se imprimieron varios volimenes

relacionados con las plantas medicinales. Respecto del resfriado, por ejemplo, se



recomendaba por via nasal eléboro con mejorana para “limpiar el cerebro” mediante el
estornudo. Lo que nos indica que incluso en la edad moderna, se entendia al cerebro como
asiento de los mocos (flema), otros trabajos también hablan de la expulsion de este humor
para librarse de la enfermedad asociada. Lamentablemente, los libros de botanica y medicina
herbal solo estaban disponibles para las personas educadas. Los conocimientos herbales de
la antigliedad y el medioevo se ampliaron con las plantas traidas a Europa desde el nuevo
mundo (Eccles y Weber, 2009).

4.4. Edad contemporénea

Con el desarrollo de la quimica y la farmacologia como ciencia, se pudieron extraer y
caracterizar moléculas presentes en plantas, las cuales eran responsables de los efectos

deseados, estas moléculas son los hoy en dia llamados principios activos.

Una vez extraida y caracterizada la molécula, ésta podia seguirse extrayendo a partir de la
planta o sintetizarse, incluso podia mejorarse, sintetizando una nueva molécula parecida a

una conocida que potenciara sus efectos terapéuticos o disminuyera sus efectos secundarios.
Un ejemplo de esto es la historia de la aspirina, que a continuacion se comenta brevemente:

Se conocen infusiones y brebajes hechos de sauce y otras plantas ricas en salicilatos desde
la antigua civilizacién egipcia (esto se menciona en el papiro de Ebers). No fue hasta la edad
contemporanea cuando Johann Buchner aislé el principio activo y lo llamé salicina, cuya

estructura se encuentra en la figura 1 (Jeffreys, 2010).

OH

HO/

Figural: Estructura de la salicina.
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En 1838 el quimico italiano Raffaele Piria pudo hidrolizar la salicina en un azucar y un
aldehido. La oxidacion de este aldehido resulté en un compuesto que se denomind acido

salicilico (Jeffreys, 2010), cuya estructura se muestra en la figura 2.

@) OH

N

OH

Figura 2: Estructura del 4cido salicilico.

En 1853, Charles Fredéric Gerhardt se sintetiza el acido acetilsalicilico, con la intencion de
mejorar el sabor y disminuir efectos secundarios como irritacion de la mucosa estomacal

(Gonzalez, 1998). Esta molécula es la que conocemos hoy en dia como aspirina (figura 3).

o) OH

N

0 CHj,
e

O

Figura 3: Estructura del acido acetilsalicilico (aspirina).

En 1897, Felix Hoffman sintetiza la aspirina con gran pureza, en ese momento trabajaba para
los laboratorios Bayer®. EI farmacéutico Heinrich Dreser describié sus propiedades

analgésicas y antiinflamatorias y fue el responsable de su lanzamiento comercial por Bayer®.

4.5. Algunos remedios populares de fines del siglo XIX y principios del siglo XX

A finales del siglo XIX y principios del siglo XX, la quimica farmacéutica estaba en un punto

importante de su desarrollo, donde dia a dia se aislaban y sintetizaban nuevas moléculas con
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potenciales usos farmacolégicos; muchos remedios para los resfriados eran comercializados

sin ningun tipo de regulaciones. Algunos de estos remedios hoy en dia rayan en lo absurdo.

Tal es el caso de los Cigarrillos Marshall’s (figura 4A): En la década de 1940 eran
comercializados en los Estados Unidos de América unos cigarrillos con extracto de cubeba
que segun los vendedores ayudaba a “aflojar los mocos en los pulmones”. La idea principal
es que a través del hecho de fumar se llevaba esta “medicina” a los pulmones. (Anderson,
2015).

Asi mismo, a finales del siglo XIX y principios del siglo XX se podia poner practicamente
cualquier cosa en un medicamento, un ejemplo de este es el que vemos a continuacion (figura
4B) que contiene alquitran, cereza salvaje, etc. Hoy en dia es imposible pensar en el prospecto

de un medicamento con un “etc.” en sus ingredientes.

Uno de los remedios populares para los sintomas del resfriado que ha sobrevivido hasta
nuestros dias es el Vicks VapoRub® (figura 4C) promocionado como un ungiiento con
ingredientes de “tierras muy lejanas” como mentol de Japén y alcanfor de las selvas de
Formosa, inventado por el farmacéutico Lunsford Richardson a finales del siglo XIX, sigue
siendo muy popular en América Latina. Hoy en dia es propiedad de Procter & Gamble®
(Bermudez, 2019).

et

MARSHAllS' o AR S
CIGARETTES

ACTIVE INGREDIENTS

CUBEBS

VICKS

VaroRuB

For minor bronchial
and throat irritations
and nasal conges-
fion due to colds.

A B C

Figura 4: A: Cigarrillos Marshall’'s. Museo Smithsonian de historia americana (Anderson,
2015). B: Cura para la tos de un minuto, Museo Smithsonian de historia americana
(Anderson, 2015). C:Publicidad de Vicks VapoRub ® (Bermudez, 2019)
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5. TRATAMIENTO PARA RESFRIADOS HOY EN DIiA: MEDICAMENTOS ANTIGRIPALES

El tratamiento para el resfriado comun y la gripe no complicada es similar, consiste en aliviar
los sintomas mientras que el cuerpo del individuo se libera de la infeccién. Actualmente los
medicamentos se dividen dentro de varias categorias segun su efecto, brevemente
describiremos algunos de ellos. Podemos encontrar estos medicamentos en presentacion

Unica o en presentacion combinada.

5.1. Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Son farmacos cuyo mecanismo de accion consiste en la inhibicion de las ciclooxigenasas 1y
2 (COX-1y COX-2), como resultado se inhibe la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos.
De los AINE, se hace énfasis particularmente en aquellos inhibidores selectivos de la COX-2,
ya gue se presume que la accién analgésica, antiinflamatoria y antipirética ocurre al inhibirse
esta enzima en particular. Por ejemplo, la aspirina inhibe tanto la COX-1 como la COX-2y se
piensa que esta inhibicién simultanea es la que causa los efectos secundarios indeseados en

la mucosa estomacal como hemorragias y Ulceras (Page et al, , 1998).

Los AINE ademas de su accion antiinflamatoria también tienen accién antipirética (bajan la
fiebre), esto se debe a la imposibilidad de sintetizar la prostaglandina E2 (Por inhibicion de las
COX) que se libera por estimulacién de diferentes pirégenos (moléculas que desencadenan
reacciones febriles) y actla alterando el punto fijo de temperatura. Los salicilatos y el
ibuprofeno (pero no el paracetamol) inhiben la prostaglandina E2 reduciendo la expresién de
la COX-2. (Flérez, 2003) .

Los AINE tienen varias formas de clasificacion, globalmente se pueden clasificar segun su
mecanismo de accion como inhibidores selectivos de la COX-2 e inhibidores no selectivos de
la COX-2. Es, sin embargo, mas comun en la actualidad clasificarlos segin su estructura
quimica. Al ser muy extendida la clasificacién solo se pondran un par de ejemplos de cada
grupo, a manera informativa. (Hardman et al, , 1996). La tabla 1 muestra la clasificacion de
los AINE.



Tabla 1: Clasificacion de los antiinflamatorios no esteroideos

Clasificacion

Ejemplos

Salicilatos

Derivados aril-acéticos

Derivados indol-acéticos

Acidos endlicos

(oxicanes)

Acidos endlicos
(pirazolonas)

Acido acetilsalicilico (aspirina)

Acido salicilico

Alclofenaco
Diclofenaco

Difenpiramida
Oxametacina

Droxicam
Meloxicam

Metamizol (Dipirona)
Fenilbutazona
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Derivados aril-propidnicos Ibuprofeno
Ketoprofeno
Fenematos chdo meclofenamico
Acido tolfenamico

Otros AINE Glucosamina
Nimesulida
Coxibes Celecoxib
Rofecoxib

El paracetamol o acetaminofén es un caso particular, ya que no posee propiedades
antiinflamatorias. Es tradicionalmente clasificado como AINE, aunque esto se utiliza mas que
todo en casos de hipersensibilidad. Este compuesto sera tratado con mayor profundidad en

la seccién 6.1.

5.2. Supresores de la tos (antitusigenos o antitusivos)

Son farmacos que actian sobre el sistema nervioso inhibiendo el reflejo natural de la tos, la
mayoria de ellos son opiaceos. De estos opiaceos algunos tienen actividad opioide como la
morfina y codeina, otros no tienen actividad opioide como el dextrometorfano y folcodina.
Otros antitusigenos son antihistaminicos como la difenilhidramina, estos ultimos inhiben la tos

actuando como sedantes. (Eccles y Weber, 2009).


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_acetilsalic%C3%ADlico
https://es.wikipedia.org/wiki/Diclofenaco
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Los antitusigenos con actividad opioide como la codeina, pueden llegar a causar adiccion (por
su propia actividad opioide) y se han utilizado como drogas recreativas, esto puede resultar

en alucinaciones e incluso en la muerte.

Como dato curioso, a finales del siglo XIX y comienzos del siglo XX, se comercializé la heroina
(un derivado sintético de la morfina) como antitusigeno, se pensaba que tendria menos
potencial adictivo. Bayer® llegdo a promocionar la heroina como “la mejor cura para la
bronquitis de tus hijos” (figura 5) (Nash, 2014).

Figura 5: Botella de heroina comercial como farmaco (Nash, 2014)

5.3. Farmacos mucoactivos

Los farmacos mucoactivos tienen como propadsito principal la expulsién del esputo y/o reducir
la hipersecrecién de mocos. Existen muchos farmacos mucoactivos que se clasifican segun

sSu mecanismo de accion:

Expectorantes 0 mucocinéticos: Los expectorantes son aquellos farmacos que inducen la
expulsion de moco mediante la accidn de tos o estornudos. Su mecanismo de accion no esta
del todo claro, se presume que la textura del moco se hace menos viscosa y se favorece la
excrecion pudiendo ser expulsado mas féacilmente. Entre los mas utilizados estan aerosol
salino hipertonico, guaiacolato de gliceril (guaifenesina) y modificadores de canales ibnicos
(Balsamo et al, , 2010).
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Mucoreguladores: Se denominan mucoreguladores a aquellos farmacos que tienen la capacidad
de regular la secrecion de moco, entre ellos encontramos la carbocisteina, anticolinérgicos,

glucocorticoides y antibiéticos macrdlidos (Balsamo et al, , 2010).

Mucoliticos: Son farmacos que disminuyen la viscosidad del moco, se clasifican de la
siguiente forma segun Balsamo et al, (2010):
o Mucoliticos clasicos: Despolimerizan glicoproteinas de las mucinas

o Mucoliticos péptidos: Despolimerizan redes de polimeros ADN y F-actina.
5.4. Descongestionantes nasales

Los descongestionantes actdan por constriccion de las venas nasales grandes en la parte

anterior de la nariz. Estas controlan la resistencia al flujo del aire (Eccles y Weber, 2009).

Los descongestionantes mas comunes hoy en dia son la pseudoefedrina y la fenilefrina.
5.5. Antihistaminicos

Los antihistaminicos, cominmente también llamados antialérgicos son una familia de
medicamentos que actian como antagonista de los receptores H1 de histamina. Esto lo logran
mediante una inhibicion reversible en la cual el antihistaminico se une al receptor H1 en lugar

de la histamina (figura 6), evitando la reaccion alérgica.

N NH,

Figura 6: Estructura de la histamina.
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6. PRINCIPIOS ACTIVOS DE INTERES

Dado que el objetivo principal de este trabajo es la optimizacion del andlisis de contenido de
un medicamento antigripal que contiene un antiinflamatorio, un descongestionante, un
antitusigeno (opiaceo) y un antihistaminico, vamos a pasar a describir brevemente los 4

principios activos:

6.1. Paracetamol

El paracetamol o acetaminofén (N-acetil-para-aminofenol) conocido también con las siglas
APAP (N-Acetyl-Para-AminoPhenol) es un analgésico y antipirético utilizado en todo el mundo
para tratar el dolor leve y moderado, asi como la fiebre. La figura 7 muestra su estructura

quimica.

NH__©

CH
HO 3

Figura 7 Estructura del paracetamol.

Su mecanismo de accién no esta del todo claro, a diferencia de los AINE, el paracetamol no
inhibe ninguna de las enzimas COX fuera del sistema nervioso central, por lo que no presenta
actividad antiinflamatoria. Aparentemente, el paracetamol inhibe selectivamente las
actividades de las COX en el cerebro, lo que en teoria contribuye a su efecto analgésico y
antipirético. Su actividad no parece una inhibicion por bloqueo de sitios activos sino por una

reduccién de la enzima que debe estar oxidada para funcionar (Ghanem et al, 2016).

Su toxicidad es relativamente baja, la Agencia de Medicamentos y Alimentacion de los
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) recomienda una dosis méaxima de 4 gramos

en 24 horas.

En la tabla 2, se resumen algunas de sus propiedades quimicas mas relevantes de este

compuesto:
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Tabla 2: Propiedades fisico-quimicas del paracetamol. (Valores obtenidos de PubChem®,

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Acetaminophen)

Propiedad Valor
Masa molar (g/mol) 151,16
Punto de fusién (°C) 169 — 172
Punto de ebullicién (°C) > 500
Solubilidad en agua (g / 100 mL a 20°C) 1.4
Densidad (g / mL a 20°C) 13

6.2. Fenilefrina

La fenilefrina se usa como descongestionante nasal en el tratamiento de sintomas de

resfriados y gripes no complicadas. Su estructura quimica se muestra en la figura 8.

OH

HO NH
CHj

Figura 8: Estructura de la fenilefrina.

Su mecanismo de accién consiste en la vasoconstriccion del tejido suave muscular,
disminuyendo la hinchazén en la mucosa nasal, lo que permite un mejor flujo de aire. Puede
producir un efecto rebote de la congestién una vez suspendido el tratamiento. Como efecto
secundario puede disminuir la difusion por los tejidos de los anestésicos locales (Saeb-Parsy
et al, 1999)

Recientemente, la fenilefrina ha ido sustituyendo a la pseudoefedrina como
descongestionante nasal debido a que esta Ultima se utiliza como compuesto de partida en la
sintesis ilegal de metanfetamina. En la tabla 3 a continuacion se resumen algunas de sus

propiedades fisicoquimicas mas relevantes.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Acetaminophen
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Tabla 3: Propiedades fisico-quimicas de la fenilefrina. (Valores de ChemSpider®:

http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.5818.html)

Propiedad Valor
Masa molar (g/mol) 167,2
Punto de fusién (°C) 174
Punto de ebullicion (°C) 314 - 368
Solubilidad en agua Muy soluble
Densidad (g / mL a 20°C) 1,2

6.3. Dextrometorfano

El dextrometorfano es un antitusigeno opiaceo sin actividad opioide. Su mecanismo de accién
es a nivel de sistema nervioso central, consiguiendo una depresion de la actividad del centro
bulbar de la tos. Su efecto antitusigeno es comparable al de la codeina, pero con la ventaja
de que no produce depresién respiratoria ni del sistema nervioso central. A diferencia de la
codeina no tiene accion analgésica ni capacidad adictiva. Es comudn su eleccion en nifios y
cuando se quiere evitar un efecto sedante (Batlle y De Conte, 2001). Su estructura quimica
se muestra en la figura 9y en la tabla 4 se resumen algunas de sus propiedades fisicoquimicas
mas relevantes.

CH,

H,C

Figura 9: Estructura del dextrometorfano.


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.5818.html
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Tabla 4: Propiedades fisico-quimicas del dextrometorfano. (Valores de PubChem®:

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/dextromethorphan)

Propiedad Valor
Masa molar (g/mol) 2714
Punto de fusién (°C) 109 - 111
Punto de ebullicién (°C) Se descompone al calentarlo
Solubilidad en agua (mg / 100 mL a 25°C) 7,47

6.4. Doxilamina

La doxilamina, cuya estructura quimica se muestra en la figura 10, es un antihistaminico de
primera generacion, por lo que traspasa la barrera hematoencefélica produciendo
somnolencia. Su mecanismo de accion consiste en ser un antagonista del receptor H1

produciendo su efecto antialérgico y sedante.

CHj
_~N

Figura 10: Estructura de la doxilamina.

Debido a su poder sedante, la doxilamina (en ausencia de otros farmacos para el resfriado)

se utiliza para tratar el insomnio no cronico (Ringdahl et al, 2004).

Como se observa en la imagen, la doxilamina es quiral, se comercializa una mezcla de los
dos enantibmeros, aunque se sabe que el enantiomero D, tiene mas potencia antihistaminica
que el L (Lien et al, 2006).

En la tabla 5 se resumen algunas de sus propiedades fisicoquimicas mas relevantes.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/dextromethorphan
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Tabla 5: Propiedades fisico-quimicas de la doxilamina. (Valores de PubChem®, disponibles

en: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Doxylamine)

Propiedad Valor
Masa molar (g/mol) 270,37
Punto de fusién (°C) <25
Punto de ebullicién (°C) a 0,5 mmHg 137 - 141
Solubilidad en agua (g / mL a 25°C) 1 (succinato)

7. CONTROL DE CALIDAD EN LA INDUSTRIA FARMACEUTICA

El control de calidad es una etapa fundamental del proceso de produccién de un farmaco. Los
medicamentos deben poder comercializarse con cierta seguridad, manteniendo una premisa
muy simple: El medicamento debe lograr el efecto terapéutico deseado de una manera
segura, es decir debe tener la dosis adecuada de principio activo y no tener alguna

contaminacién o excipiente no deseado que pueda dafar al paciente.

En esta memoria no es posible abordar el tema de calidad en su totalidad y cubrir todos los
conceptos del mismo. Por lo que en esta seccibn se comentaran brevemente algunos

conceptos relevantes del control de calidad de la industria farmacéutica.

En primer lugar, se definira el concepto de especificacién de calidad, donde quedan incluidos

los criterios de aceptabilidad de cada uno de los parametros de calidad que se analizan. Estos
criterios pueden ser de diferentes tipos dependiendo el andlisis que se haga, pueden ser
criterios cualitativos o cuantitativos, en el caso de los cuantitativos, pueden ser un rango o

mayor / menor a cierta cantidad.

Es importante indicar que en la industria farmacéutica no solo se realizan ensayos de control
de calidad del producto terminado; dado que antes de fabricar el producto, se analizan las
materias primas (tanto principios activos como excipientes) y una vez que estas estan
conformes, se fabrica el producto. También se analiza el material de acondicionamiento

primario y secundario (frascos, tapones, blisters, cajas, etc.)


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Doxylamine

21

El segundo concepto importante en esta seccion es el de norma de andlisis. Esta contiene

los pasos que el analista debe seguir para llevar a cabo el andlisis requerido, indicando todos

los detalles necesarios, de principio a fin del proceso analitico.

La documentacién en control de calidad es el tercer aspecto importante. Todas las acciones

deben estar perfectamente documentadas de manera que todo el proceso sea trazable y
auditable, sabiendo quién realiz6 cada accion y en qué momento. Esto es parte de las
llamadas normas de correcta documentacién que se resumen en un acrénimo: ALCOA
(Bargaje, 2011)

e Atribuible: Se sabe quién realiza la accién

e Legible: Cualquier persona puede leerlo sin dificultad

e Contemporaneo: La accién se documenta al momento

e Original: El registro es el primero hecho por el analista (o una copia verdadera)

o Exacto (Accurate en inglés): Representa la verdad

7.1. Ensayos de control de calidad

En un laboratorio de control de calidad, se realizan ensayos de distinta naturaleza, entre los

que podemos encontrar:

e Ensayos de identificacion: Son ensayos cualitativos donde se determina
inequivocamente la presencia o ausencia de un analito.

e Ensayos de contenido: Son ensayos cuantitativos con el fin de determinar si el
contenido de un principio activo esta dentro de la especificacién de calidad.

e Ensayos de disolucién: Son ensayos cuantitativos con el fin de determinar si el
contenido de un comprimido o una cépsula blanda se disuelve en condiciones de
extraccion suave similares a las del sistema digestivo humano.

e Ensayos de impurezas y sustancias relacionadas: Son ensayos cuantitativos que
buscan determinar y cuantificar sustancias de degradacion o subproductos de la
sintesis de los principios activos. Por lo general algunas de ellas o la suma de todas

tienen una cota superior en la especificacion de calidad.
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7.2. Secuencia cromatogréfica

La secuencia cromatogréfica del andlisis tiene un orden especifico y varias partes, esto no es
algo al azar, sino que cada parte de la secuencia tiene un propésito especifico que permite
dar garantia de que los resultados analiticos que se generan son confiables. Esto mas alla de
las regulaciones tipicas de cada empresa, aparecen en las buenas practicas de fabricacién
(GMP por sus siglas en inglés) que son un conjunto de regulaciones que rigen a la industria
farmacéutica, incluido el control de calidad.

Se tienen en cuenta ciertos aspectos de calidad del andlisis que determinan si los resultados
generados son validos o no, tanto si son resultados conformes como si son resultados fuera
de especificacion, esto supone un costo importante para la empresa, que discutiremos un

poco mas adelante cuando veamos el orden de inyecciones en este analisis.

Preparacion del sistema: Es el primer paso critico para garantizar la calidad de los resultados
generados, se deben purgar todos los canales involucrados con los disolventes que se van a
utilizar en la cromatografia, de forma que no queden burbujas de aire que puedan llegar al
detector, también se purga el inyector con la fase mévil lo cual es sumamente importante ya
que de no hacerse se pueden producir ensanchamientos de picos y perfiles cromatograficos
no deseados. Cabe destacar que para esta preparacion se debe asegurar la compatibilidad
de lo que hay en cada canal con lo que se va a colocar en el analisis a realizar, ejemplos de
esto es purgar primero con agua si hay presente una solucién salina y se va a colocar un
alcohol, o purgar con isopropanol si el canal esta en un solvente polar y se quiere colocar un

disolvente apolar o viceversa.

Una vez realizado esto se debe dejar suficiente tiempo de equilibrado a la columna en caso
de un método isocratico o realizar varios ciclos de gradiente (si la elucion utiliza el gradiente)

de forma que el perfil cromatografico sea reproducible.

Inyeccién de disolvente: Es el segundo paso importante, esto sirve para verificar entre otras
cosas una linea base uniforme y que no haya contaminacién cruzada de un analisis anterior
gue resulte en picos que puedan interferir con la deteccién o cuantificacién de los analitos

presentes en la muestra.

Adecuabilidad del sistema: Este tercer ensayo es esencial para garantizar los resultados,

consiste en una serie de inyecciones (tipicamente 5 o 6) de un estandar de trabajo donde se
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busca verificar que el equipo inyecta correctamente y los resultados generados son

reproducibles.
El orden tipico de las inyecciones es el siguiente:

Disolvente -> Adecuabilidad (5 o 6 inyecciones) -> Estandar 1 -> Estandar 2 -> Muestra 1
preparacion 1 -> Muestra 1 preparacion 2 -> Se repite hasta maximo 3 muestras -> Estandar

1 -> Estandar 2 -> (mas muestras si aplica).

Como se dijo anteriormente, esto tiene un coste importante para la empresa, ya que por
ejemplo si se va a analizar solo un lote de un producto, al seguir la secuencia del parrafo
anterior se tendrian al menos 11 inyecciones de las cuales solo 2 son la muestra, lo que quiere
decir que méas del 80% del tiempo que estd el cromatégrafo en funcionamiento, esta
garantizando la calidad del resultado mas que generando un resultado en si.

Esta breve discusion de la secuencia esta relacionada mas con el tema del control de calidad
que con la parte experimental en si. Los detalles de la metodologia experimental se

encuentran en la parte 2.

7.3. Larevision

El dltimo aspecto que discutiremos sobre el control de calidad es la revision. Una vez que los
resultados han sido generados, otra persona debe revisar todo el proceso, debido a las
normas de correcta documentacion, la revision consiste entre otras cosas verificar que todo
esté documentado al momento que se realizd, que no quedd ningun detalle por fuera, que
todo es legible, en fin, que cumple los principios ALCOA. Se revisan que las pesadas estén
dentro de norma, que las transcripciones sean correctas, que los célculos sean correctos y
que los resultados entren en conformidad con la especificacion, se revisa que no se hayan
generado resultados paralelos o que se haya omitido o destruido informacién. Una vez que la

revision esta conforme, se da el proceso de andlisis por terminado.
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7.4. Capsulas de gelatina blanda

A continuaciéon se hace una breve descripcion de este producto, dado que es el que se

empleara en el desarrollo de la parte experimental.

Las capsulas de gelatina blanda son una forma farmacéutica que consiste en una capsula
hermética de una sola pieza hecha de gelatina con un relleno que puede ser una solucién o
una suspension, entre sus ventajas esta una mayor biodisponibilidad del producto, ya que la
capsula se abre en relativamente poco tiempo y libera el producto total o parcialmente disuelto.
En lo que a control de calidad respecta, una de las ventajas de usar este tipo de presentacion
es que, al dosificar una solucién o una suspension en vez de un polvo (como en el caso de un
comprimido), la uniformidad de contenido entre capsulas es mejor. (Augsburger y Hoag,
2017).
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PARTE 2: PARTE EXPERIMENTAL

PROYECTO DE INVESTIGACION
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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

La mejora continua de procesos es uno de los pilares fundamentales del concepto actual de
calidad a nivel de empresas. Entre las mejoras que se pueden lograr esta la optimizacion, es

decir conseguir los resultados de una forma mas simple y mas rapida.

Una adecuada mejora de un proceso analitico, supone un beneficio tanto para la empresa
como para el empleado. El analista puede hacer su trabajo de una forma mas simple, rapida

y ergondmica y la empresa obtiene el beneficio del ahorro de costes asociado a la mejora.

El objetivo principal del proyecto de investigacion es la mejora en el andlisis de control de
calidad de un antigripal en capsula de gelatina blanda, la mejora busca principalmente hacer
el proceso de una forma mas rapida y gastando la menor cantidad de recursos posibles. Los
objetivos generales y especificos se definieron en la seccién 2 de la primera parte de esta

memoria.

El producto cuyo analisis se busca optimizar es un antigripal en capsula de gelatina blanda

gue contiene 4 principios activos:

e Paracetamol: 325 mg por capsula
e Dextrometorfano hidrobromuro: 10 mg por capsula
e Doxilamina hidrogeno succinato: 6,25 mg por capsula

e Fenilefrina hidrocloruro: 5 mg por capsula

La especificacion de calidad del producto indica que el contenido de los principios activos
debe estar entre 90,0% y 110,0% de la cantidad declarada.

El andlisis de contenido de los 4 principios activos se realiza a través de una extraccién con
agua, seguido por una separacion y cuantificacion mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con deteccion por espectroscopia de absorcion molecular ultravioleta-
visible (UV-VIS). La calibracién es externa cuantificando por factor de respuesta con dos

soluciones estandar preparadas al 100% de la cantidad declarada.

2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.1. Materiales y Equipos

e HPLC Waters® Alliance® Modelo 2694 con detector UV-VIS Waters ® modelo 2487
e Columna Kinetex C18 (4,6 x 150) mm, 2,6 um
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o Equipo: Waters® Acquity® UPLC® System con administrador binario de solventes y
detector de PDA.

e Bario para calentar la muestra a 50°C

e Agitador magnético

e Bafio de ultrasonidos

e Material volumétrico de vidrio topacio clase A

e Filtros de PVDF de 0,45 pm

¢ Viales topacios para cromatografia

e Jeringas desechables de 10 mL

2.2. Reactivos

o Paracetamol (APAP)

e Dextrometorfano HBr (DEX)

¢ Doxilamina hidrogeno succinato (DOX)

e Fenilefrina HCI (PHE)

e Agua purificada para cromatografia

e Acido trifluoroacético (TFA)

e Acetonitrilo (ACN) pureza HPLC gradiente
¢ Metanol pureza HPLC gradiente

e Solucion saturada de KCI

3. DESCRIPCION DEL METODO ACTUAL PARA EL ANALISIS DE CONTENIDO DE
PRINCIPIOS ACTIVOS

3.1. Preparacién de las soluciones estandar

Solucién estandar de PHE, DOX y DEX: En un matraz aforado topacio de 50 mL que contiene
500 pL de solucioén saturada de KCI se agregan, exactamente pesados, (25 + 1) mg de PHE;
(31,25 £ 1) mg de DOX y (50 1) mg de DEX. Se afiaden 25 mL de agua, se somete a

ultrasonidos hasta la completa disolucion de los patrones y se enrasa con agua.

Solucion estandar de trabajo: En un matraz aforado de 50 mL se agregan, exactamente
pesados; (162,5 + 1) mg de APAP y 5 mL de la solucién estandar de PHE, DOX y DEX. Se
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agregan 25 mL de agua, se somete a ultrasonidos hasta la completa disolucion del APAP y

S€é enrasa con agua.

La solucion se pasa a vial topacio estandar para cromatografia utilizando filtros de PVDF de
0,45 um, descartando los primeros 5 mL del filtrado. Las soluciones estandar se preparan por
duplicado y son estables por 4 dias en refrigerador entre 2°C y 8°C (segun validacion del

método).

3.2.  Procedimiento completo del andlisis

Para la preparacion de las muestras se sigue el siguiente procedimiento:

En un matraz volumétrico de 1000 mL que contiene 100 uL de solucion saturada de KCI se
colocan 10 cépsulas pesadas individualmente. Se afiaden aproximadamente 400 mL de agua
y se calienta en bafio con agitacion magnética a 50°C durante 45 minutos. A continuacion se
somete a una frecuencia de ultrasonidos durante 15 minutos y se agita sin temperatura
durante un tiempo de 45 minutos. De nuevo, se vuele a colocar en el bafio de ultrasonidos por

15 minutos.

Se repiten los ciclos de agitacion y ultrasonidos una vez mas y se deja reposar la muestra
hasta temperatura ambiente. Finalmente, una vez sacado el agitador, se enrasa el matraz de
1000 mL con agua. Se trasvasa al vial de cromatografia mediante jeringa con filtro de PVDF

de 0,45 ym desechando los primeros 5 mL.

Cada muestra o lote se prepara por duplicado.

3.3. Condiciones cromatogréaficas

La preparacion de las fases moviles se llevé a cabo de la siguiente manera:
Fase movil A: Se afiaden 3,0 mL de TFA en un matraz volumétrico aforado con 2L de agua
Fase moévil B: Se afiaden 0,5 mL de TFA en un matraz volumétrico aforado con 2L de ACN

La tabla 6 muestra los parametros cromatograficos optimizados para la separacion de los 4

principios activos objeto de andlisis, y en la tabla 7 se indica el gradiente de elucion utilizado.
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Tabla 6: Condiciones cromatograficas del método actual para el andlisis de contenido de

principios activos

Condicién Valor
Flujo (mL / min) 1,0
Volumen de inyeccion (uL) 3
Columna Kinetex® C18 (4,6 x 150) mm, 2,6 pm
Tipo de elucién Gradiente en fase reversa
Temperatura de la columna (°C) (30+5)
Temperatura de la muestra Ambiente / No controlada
Longitud de onda (nm) 300 (APAP) / 270 (PHE, DOX y DEX)
Lavado de sellos Agua
Lavado de aguja Agua

Tabla 7: Gradiente de elucion del método actual para el analisis de contenido de principios

activos

Tiempo (min) % de fase mévil A % de fase movil B

0 100 0
3,7 95 5
19 60 40
19,5 60 40
20,5 55 45
21,5 50 50
23 50 50
23,5 100 0
30 100 0

3.4. Célculos establecidos para determinar el contenido de los principios activos

Adecuabilidad del sistema: El coeficiente de variacion de las areas de 6 inyecciones de la
misma preparacion de estandar debe ser menor a 2,0%. El factor de simetria de todos los
picos de los principios activos debe ser menor a 2 y la resolucion entre el pico de DEX y el

mas cercano debe ser mayor a 1,5.
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Precision entre estandares: El coeficiente de variacion de las areas de 2 inyecciones de

cada una de las 2 preparaciones de la solucién estandar debe ser menor a 2%

% de principio activo: El célculo del porcentaje de contenido de los principios activos segun

la norma de analisis del producto, se realiza aplicando la siguiente ecuacion:

Ay X Psrp X R X Fdy,

%AP] = —L
° Ay X N X Fdsrp X Cp

Ecuacion 1: Férmula general para el calculo del porcentaje de contenido de los principios

activos

Donde:

Ay = Promedio de las areas de la disolucion de muestra
Psrp = Peso del estandar en mg

R = Riqueza del estandar en tanto por ciento

Fd,, = Factor de dilucion de la muestra en mL

Asrp = Promedio de las areas de la disolucion estandar

N = NUumero de capsulas afiadidas

Fdgrp = Factor de dilucion del estandar en mL

Cp = Cantidad declarada de principio activo en mg / capsula

En esta ecuacion, el factor de 100 en el célculo del porcentaje queda anulado con la cifra 100

que se utiliza para pasar la rigueza de porcentaje a tanto por uno.

4. PROPUESTAS DE MEJORA

Analizando cada uno de los pasos del método para la separacion y deteccion de los
compuestos del medicamento, pueden encontrarse diversos puntos donde potencialmente se
producen retrasos innecesarios o donde pueden ocurrir problemas que resulten en un error

analitico. Por ejemplo:

1 Las cépsulas son pesadas individualmente con el fin de dejar evidencia de que se
afadieron 10 cpsulas, pero el dato del peso no se utiliza en el célculo de porcentaje de
contenido.

2 El bafio de agua no se mantiene exactamente a 50°C, la temperatura puede variar.

3 El agitador magnético puede detenerse o saltar erraticamente sin que el analista lo vea.
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4 Existe un periodo de tiempo empleado en mover los matraces del bafio térmico al de
ultrasonidos y de este a la placa de agitacion.

5 Los matraces de 1 L son pesados. Agitar varios al dia manualmente (para homogeneizar
al enrasar) puede llevar a lesiones a largo plazo.

6 Los tiempos de extraccidbn son sumamente largos, al menos 3 horas sin considerar los

tiempos de llenado, transporte, enrase y agitaciéon manual.

Con objeto de mejorar y optimizar las etapas del procedimiento de analisis, es interesante
estudiar diferentes pardmetros como: longitudes de onda de deteccion, posible reduccién del
namero de cépsulas por preparacion, tipos de filtros, reduccion del volumen de extraccion,
necesidad de utilizar la extraccion con ultrasonidos, técnicas de separaciones cromatograficas

alternativas, estabilidad de las disoluciones estandar, etc.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Necesidad de cuantificacion a dos longitudes de onda en HPLC-UV

Inicialmente, se llevaron a cabo unos ensayos para estudiar la necesidad de realizar los
andlisis a dos longitudes de onda. Para ello, se preparara una solucion estandar y aplicando
el método actual se inyect6 en HPLC modificando el volumen de inyeccion de 3 uL a 12,5 pL
y se estudi6 la linealidad de los resultados con el fin de evaluar si a 270 nm se produce una

saturacion del detector con la sefial del APAP y por ende si es necesario cuantificar a 300 nm.

Las siguientes figuras 11, 12 y 13 muestran los espectros de ultravioleta de los principios

activos.

m ! 400

s
Wavelength (nm)
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Figura 11: Espectro UV-VIS en agua de DEX (Sigma-Aldrich®)
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Figura 12: Espectro UV-VIS en agua de APAP () y PHE (Il) (Reza et al, 2010)
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Figura 13: Espectro UV-VIS en agua de DOX (azul) (Premkumara et al, 2019)

Puede observarse en los espectros que todos los analitos absorben en la zona de 270 nm. El
APAP se encuentra en una concentracion muy superior al resto de los analitos y ademas,
tiene una alta sensibilidad a 270 nm. Por tanto, para evitar la saturacion del detector se opt6
por medir a dos longitudes de onda: 270 nm para todos los compuestos excepto para APAP
gue se midi6 su absorbancia a 300 nm (dado que su absorbancia a 300 nm es

considerablemente menor que a 270 nm).
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5.2. Estudio de la técnica de separacion

Se llevo a cabo la comparativa entre métodos utilizando como técnicas de separacion HPLC
y UPLC

5.2.1. Técnica de separacién HPLC

El método actual utiliza la técnica de HPLC-UV para la separacion y cuantificacion por
absorbancia de los analitos. Para evaluar la respuesta del detector, se prepar6 una solucion
estandar de trabajo siguiendo el procedimiento detallado en la seccion 3.1 de esta parte de la
memoaria. Para ello se pesaron 25,588 mg de PHE, 49,964 mg de DEX, 31,306 mg de DOX y
162,794 mg de APAP. Se realizaron 5 inyecciones en el cromatografo, analizando la
absorbancia Unicamente a 270 nm. En estas condiciones, se elaboraron los gréficos
correspondientes y se calculé el coeficiente de correlaciéon de la recta de respuesta de cada
uno de los analitos. Los areas obtenidas para cada uno de los analitos en funcion del volumen

inyectado se resumen en la tabla 8.

Tabla 8: Areas obtenidas en funcién de volimenes de inyeccion en HPLC.

Volumen de Area (uV s)
inyeccion (uL) APAP PHE DEX DOX
3 1115549 72012 58727 212513
5 1868275 121228 99213 356557
7,5 2827920 184763 151654 542398
10 3706104 246799 203247 724200
12,5 4603903 309492 252764 905550

Con los datos anteriores, se elaboran los gréaficos correspondientes, que se muestran en las
figuras 14 - 17.
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Figura 14: Representacion grafica del &rea de APAP en funcién del volumen de inyeccion en

HPLC
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Figura 15: Representacion gréfica del area de DEX en funcién del volumen de inyeccion en
HPLC
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Figura 16: Representacion gréfica del area de PHE en funcién del volumen de inyeccién en

HPLC
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Figura 17: Representacion grafica del area de DOX en funcidén del volumen de inyeccién en
HPLC

El método actual, utilizando HPLC, indica que la respuesta es lineal desde un volumen de
inyeccion de 3pL, hasta al menos 12,5uL para todos los analitos a 270 nm, por lo que se
puede prescindir de la cuantificacion a dos longitudes de onda, lo que ahorra espacio en la
memoria del software y hace el procesado de los resultados una tarea mas simple ya que solo

debe procesarse un canal y no dos.

Por otra parte, es posible rebajar el volumen de disolucion de los analitos de 1000 mL a 500

mL e incluso a 250 mL (para 10 capsulas) dado que la concentracion y por tanto el resultado,
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seria el mismo simplemente inyectando en el cromatégrafo 6 uL o 12 yL en lugar de 3 pL (que

son los que se emplean en el método actual).

5.2.2. Desarrollo de un método alternativo de separacién por UPLC

Se estudi6 la separacion con la técnica UPLC de Waters® la cual es una técnica
cromatogréfica liquida con columnas de menor tamafio de poro y equipos que trabajan a
presiones mas altas, con volumenes de inyeccion mucho més bajos y flujos de fase movil
menores. Para ello se hizo la conversion del gradiente utilizado en HPLC a estas condiciones

nuevas y se evaluo la efectividad de la separacion.

Se buscan realizar cambios minimos en el método, por lo que las fases maviles se conservan
tan cual estan en el método y se optimizaran pardmetros como el volumen de inyeccion,

gradiente de elucién y de ser necesario temperaturas de columna y muestras.

La columna seleccionada para este estudio es una Waters® Acquity® UPLC BEH C18 2,1 x
100 mm x 1,7pum.

Para llevar el gradiente del método actual a un equivalente en esta nueva columna, se calculé
el volumen de relleno de la columna en cada una de las etapas. Para este calculo del volumen
se asume tedricamente que la fase estacionaria estd compuesta de particulas esféricas. Esto
significa que ordenadas de forma aleatoria, estas esferas ocupan un 66% del volumen del

cilindro. (Bursteva et al, 2015) La férmula para el célculo de volumen es la siguiente:

V,=m XL X (D; +2)? x0,66 columna™?!

Ecuacioén 2: Célculo del volumen de relleno de la columna cromatografica

Puede verse que es la formula del volumen de un cilindro, considerando el espacio que ocupa

la fase estacionaria.
Donde:

V.. = Volumen de relleno de la columna en cm?®/ columna
7 = namero pi (aprox. 3,1416)

L = Longitud de la columna en cm
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D; = Didmetro interno de la columna en cm

Una vez obtenido el volumen de relleno de la columna, se calculan cuantos volimenes de
relleno de fase movil pasan por la columna en cada una de las etapas del gradiente utilizando

esta formula:
g=f X({t—t)/V;

Ecuacion 3: Volumen de fase movil que pasa por la columna en una etapa del gradiente

Donde:

¢y = Columnas de fase movil

f = Flujo de fase moévil en cm? / minuto

t, = Tiempo final de la etapa de gradiente en minutos
t; = Tiempo inicial de la etapa de gradiente en minutos

¥, = Volumen de relleno de columna en cm?®/ columna

A modo de ejemplo calcularemos el volumen de fase que pasa por la primera etapa del método

actual (ver tabla 7)
V.=m xL x (D; +2)? x0,66 columna™!

Sustituimos valores:

cm?

V,=m x15cm x (0,46 cm =+ 2)? x 0,66 columna™! = 1,65 ————
columna

Como la primera etapa va del minuto 0 al minuto 3,7:
g =f x({t—t)/ W

Sustituimos valores:

3 3

cm cm
V =1,0— (3,7 min — 0 min) + 1,65—— = 2,25 col
min

col

De forma que el célculo de columnas de fase movil para cada etapa del gradiente se muestra

en la tabla 9:
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Tabla 9: Gradiente de elucion con el numero de columnas de fase movil en cada etapa

Columnas de fase
Tiempo (min) % de fase movil A % de fase movil B movil en la etapa

0 100 0 -
3,7 95 5 2,25
19 60 40 9,30
19,5 60 40 0,30
20,5 55 45 0,61
21,5 50 50 0,61
23 50 50 0,91
23,5 100 0 0,30
30 100 0 3,95

Utilizando estos datos, se puede construir un gradiente teérico. El flujo de 1 mL/min resulta
en una sobrepresion en el sistema UPLC por lo que se escogié un flujo de 0,31 mL/min para
calcular el gradiente tedrico. Utilizando la ecuacion 3 y despejando t, se obtienen los datos

mostrasos en la tabla 10.

Tabla 10: Gradiente de elucidn tedrico equivalente para el método UPLC.

Tiempo (min) % de fase mévil A % de fase moévil B

0 100 0
1,64 95 5
8,44 60 40
8,66 60 40
9,11 55 45
9,55 50 50
10,22 50 50
10,44 100 0
13,33 100 0

Se procedio, entonces, a evaluar la separacion con este gradiente teodrico probando a inyectar

0,2 uL que es el volumen minimo que recomienda el fabricante para la técnica. Con base en
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estos resultados obtenidos, se realizaron ajustes posteriores. Para este ensayo se inyectaron

soluciones estandar

5.2.3. Comparacion de las técnicas HPLC y UPLC

A continuacién, se muestran los cromatogramas obtenidos por el método actual por HPLC

(figura 18) comparados con los de UPLC (figura 19). Para poder comparar todos los picos de

los analitos, el cromatograma se presenta en detalle, aunque el pico de APAP quede cortado

en su altura maxima por su elevado tamafio de la sefal.

0,078,
o070
G085

DOX - G837

0.080-
L
0.0%0-

-PEH - 5.006
DEX - 17 858

T T
200 400 600 a0 1m0 120 10 oo 1808 Hnw 200 2400 X600 B/ 1.
Prutes

Figura 18.: Cromatograma del método actual por HPLC

Aplicando el gradiente tedrico por UPLC (tabla 10) se obtiene el siguiente cromatograma:

o014
0.012-
00
0.008

2 4008

PEH - 3.441

8

] o0
1.00 200 300 400 s00 800 TR0 800 300 1000 1100 1200 1300
12,4415 Minutes. 0.01354 AU Wnutes

Figura 19: Cromatograma obtenido utilizando el gradiente teérico por UPLC

Aungue este gradiente consigue una separacion eficiente, se intentd mejorar la separacion

entre los picos de PHE y APAP, juntando los picos, con objeto de disminuir el tiempo del

cromatograma y por tanto el tiempo de analisis.

Para ello se realiz6 un segundo ajuste de gradiente que se muestra en la tabla 11:



Tabla 11: Gradiente 2 de elucion para el método UPLC.

Tiempo (min) % de fase mévil A % de fase movil B

0 100 0
1,68 95 5
5,00 60 40
8,00 40 60

13,60 100 0

Con este gradiente se obtiene el siguiente cromatograma (figura 20):

0.014 E
| &
0.012 5 -
i
0.010 (=]
0.008
2 0.006 %
i 8
0.004 u o
fn
0.002 | a
|.
0.000 -—-“—_‘-——-,»_AJ,__
T M
-0.002 -

T T T T T T
1.00 2.00 300 4.00 5.00 6.00 T.00 800 9.00 1000 11.00 12.00

Figura 20: Cromatograma obtenido utilizando el gradiente 2
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Se observa que, si bien con este gradiente se acorta en 2 minutos el tiempo de retencién del

DEX, la separacién ahora entre PHE y APAP no es tan buena como en el gradiente anterior.

Por ello, se realiza un nuevo ajuste del gradiente (gradiente 3) que se muestra en la tabla 12.

Con este gradiente se busca mejorar la separacion ente PHE y APAP, pero al estar la fase

acuosa en mayor concentracion, se espera que el tiempo de retencion de DEX aumente un

poco respecto del gradiente anterior. Por dltimo, se intenté bajar a 10 minutos el tiempo de

analisis.

Tabla 12: Gradiente 3 de elucion para el método UPLC.

Tiempo (min) % de fase movil A % de fase movil B

0 100 0
1,68 95 5
5,40 76,2 23,8
8,00 50 50

10 100 0
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Se obtiene el siguiente cromatograma (figura 21).

0.014.

0.012:

APAP - 3.851]
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Figura 21: Cromatograma obtenido utilizando el gradiente 3

Tal cual se esperaba tedricamente, mejora la separacién entre PHE y APAP, pero el DEX se

atrasa un poco.

Con la intencion de adelantar un poco el pico de DEX, se desarrolla otro gradiente (gradiente
4). En todos los gradientes anteriores, el cambio de condiciones era lineal, en este caso, es
lineal hasta el minuto 6 y luego instantaneo en el minuto 6 para dejar 4 minutos de equilibrado
de la columna con las condiciones iniciales.

El gradiente se muestra en la tabla 13 y su cromatograma en la figura 22:

Tabla 13: Gradiente 4 de elucion para el método UPLC.

Tiempo (min) % de fase mévil A % de fase movil B

0 100 0
1,68 95 5
5,40 76,2 23,8

6 50 50

10 100 0
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Figura 22: Cromatograma obtenido utilizando el gradiente 4.

Se observa que el pico de DEX estd muy cerca de la fluctuacion de la linea base debido al
cambio abrupto de gradiente, por lo que pueden producirse errores al estimar su area, por lo
gue se desarrolla un gradiente (gradiente 5) con la misma curva y una pequefia correccion de
la composicién de la fase cerca del tiempo de retencion del DEX para evitar este problema. El

gradiente se muestra en la tabla 14 y su cromatograma en la figura 23.

Tabla 14: Gradiente 5 de elucion para el método UPLC.

Tiempo (min) % de fase mévil A % de fase movil B

0 100 0
1,68 95 5
5,40 76,2 23,8

6 40 60

10 100 0
F
0.0254 .
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Figura 23: Cromatograma obtenido utilizando el gradiente 5
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Con este gradiente, se resuelven los problemas del anterior y se considera satisfactorio.
Queda asi desarrollado el método de separacién por UPLC que logra bajar el tiempo de
analisis de 30 a 10 minutos rebajando, a su vez, la fase mavil de 30 mL a 3,1 mL, lo que
representa un ahorro de recursos significativos respecto del método actual. Por esta razén se
eligio esta técnica como forma de separacion optima de los analitos estudiados y se procedid

a la optimizacion de pardmetros.

Optimizacién del volumen de inyeccion: Una vez escogido el gradiente, se optimizé el
volumen de inyeccion teniendo en cuenta que 0,2 pL es el volumen minimo que recomienda
el fabricante. Se realizaron 6 inyecciones de la solucién estandar utilizando 0,2 pL y 6 mas
con 0,4 pL.

El APAP con volumen de 0,2 pyL dio un coeficiente de variacion de areas de 2,65%
(inaceptable) que mejor6 al pasar a 0,4 L hasta 0,83% (aceptable) por lo que se decide tomar

0,4 uL como volumen de inyeccién todos los ensayos.

Evaluacién de la linealidad del método UPLC: Se prepard un calibrado con distintas
concentraciones de los 4 componentes. Para ello se partio de disoluciones patron de PHE,
DEX, y DOX preparadas pesando 25,050 mg de PHE, 49,984 de DEX y 31,340 mg de DOX
y llevandolas a un volumen de 50 mL. De ahi se toman diferentes alicuotas que se enrasan a
los volumenes finales indicados en la tabla 15. Las disoluciones de APAP se prepararon

pesando las cantidades indicadas en la tabla y llevandolas a los distintos volumenes.

Tabla 15: Preparacién de las soluciones estandar para el estudio de linealidad

Concentracion relativa Volumen final Alicuota de solucion Pesada de APAP
a la cantidad declarada (mL) de PHE, DEX y DOX (mQ)
(mL)
1X 50 5 162,80
2X 25 5 325,92
4X 25 10 326,65

El APAP, al tener una concentracion muy superior a los demas componentes, presenta una
linealidad peor, dado que su sefial estd cerca de la saturacion del detector. Ademas, la

preparacion de las disoluciones presentan problemas de solubilidad.

Se realizaron medidas de 6 inyecciones de cada uno de los 3 estandares, cuantificando el
APAP a 270 nm y a 300 nm se obtuvieron coeficientes de variacion similares entre ambos
ensayos, sin embargo, se obtuvo un coeficiente de regresion lineal relativamente bajo (0,9725)

para 270 nm y uno aceptable (0,9996) para 300 nm. Evaluando los datos es evidente que esto
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se debe a la saturacion de la sefial del detector al usar el estandar 4X, por lo que la
cuantificacién a 270 nm seria aceptable para métodos que mantengan la concentracién actual
o la incrementen como maximo al doble. Mas alla de esta concentracion, se debe hacer
deteccién y cuantificacién dual. Los resultados obtenidos del calibrado a 300 nm se muestran

en la tabla 16 y figura 24.

Tabla 16: Areas de las inyecciones de estandares 1X, 2X y 4X de APAP a 300 nm

., Area (uv s)
Inyeccion
1X 2X 4X
1 533981 1029581 1998318
2 527820 1045955 1998605
3 531324 1051169 2017305
4 530177 1039553 1998308
5 532400 1051467 1992113
6 540524 1045532 1949772
Promedio 532704,33 1043876,17 1992403,50
Desv. Estandar 4359,34 8257,25 22565,09
Coef. Variacion 0,82 0,79 1,13
APAP (300 mn)
2500000,00
5000000.00 y = 484809x + 58441 .
' R? = 0,9996
% 1500000,00
El
% 1000000,00 9
500000,00 "
0,00
0 1 2 3 4 5

Concentracion relativa STD

Figura 24: Respuesta del detector en funcion de la concentracion relativa de APAP.
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5.3 Método alternativo de extraccion

Con objeto de mejorar el método actual se optimizé la extraccidén de los analitos contenidos
en las capsulas. Para ello se estudiaron los siguientes parametros: volumen de extraccion,
temperatura y agitacion, numero de capsulas del ensayo, filtros, etc. En todos los casos la

eleccion de los mejores resultados estuvo sujeta a los siguientes criterios de aceptacion.

Criterios de aceptacion:

1 En cada ensayo individual, el coeficiente de variacion de los resultados de las 6
inyecciones no debe superar el 2,0%

2 Comparando cada ensayo propuesto con la norma, el coeficiente de variacion de los 12
resultados (los 6 del método propuesto y los 6 del método actual) no debe superar el 2,0%

3 Todos los ensayos deben cumplir los requerimientos de adecuabilidad del sistema que
aparecen en la 3.4 de esta parte de la memoria.

4 Los resultados deben estar entre 90% y 110% de la cantidad declarada.

Aparte de lo mencionado, se estudid disminuir el volumen de disolvente a 500 mL y 250 mL,
lo cual en teoria es posible segun el estudio de linealidad del método UPLC que admite el

doble y el cuadruple de la concentracién declarada.

La cuantificaciéon se realizé con los estandares de la seccién anterior y con el fin de obtener
la mayor cantidad de datos posibles, se llevaron a cabo las medidas a las dos longitudes de
onda, a 270 nm y a 300 nm. Se realizaron 24 preparaciones, afiadiendo 10 capsulas en cada
una, tal como se muestra en la tabla 17. La descripcién del método propuesto esta en la

seccion 5.4.

Tabla 17: Ensayos de precision de método propuesto respecto al actual

Ensayo Método Volumen de extraccion (mL) Volumen final (mL)
1 Actual 400 1000
2 Propuesto 400 1000
3 Propuesto 200 500
4 Propuesto 150 250

Los resultados obtenidos se muestran se muestran en las tablas 18 a 24 en tanto por ciento

de principio activo calculado segun la ecuacion 1 (seccion 3.4 de esta parte de la memoria).
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Los datos que cumplen los criterios se muestran de color verde, mientras los que no los

cumplen se muestran de color rojo.

Tabla 18: Resultados del ensayo 1

ENSAYO 1: METODO ACTUAL

Muestra PHE APAP 270  APAP 300 DOX DEX
1 101,581 101,434 101,340 102,642 102,900
2 99,355 99,793 99,836 100,981 101,111
3 99,648 99,946 100,122 101,187 101,043
4 99,790 99,772 100,119 100,825 100,791
5 99,041 99,374 99,472 100,832 100,516
6 98,666 99,196 99,239 100,499 100,254
Promedio 99,680 99,919 100,021 101,161 101,103
Desv. Estandar 1,017 0,794 0,736 0,760 0,938
Coef. Variacion 1,020 0,795 0,736 0,751 0,927
Tabla 19: Resultados del ensayo 2
ENSAYO 2: METODO PROPUESTO (1000 mL)
Muestra PHE APAP 270  APAP 300 DOX DEX
1 100,440 100,021 99,948 101,228 101,091
2 101,237 100,886 100,879 102,005 101,816
3 102,018 101,817 101,953 102,637 102,899
4 100,443 100,270 100,159 101,429 101,178
5 101,789 101,310 101,327 102,726 102,435
6 99,99 99,832 99,983 100,849 100,909
Promedio 100,986 100,689 100,708 101,812 101,721
Desv. Estandar 0,819 0,781 0,821 0,771 0,807
Coef. Variacion 0,811 0,776 0,815 0,757 0,794
Tabla 20: Resultados del ensayo 3
ENSAYO 3: METODO PROPUESTO (500 mL)
Muestra PHE APAP 270  APAP 300 DOX DEX
1 98,465 99,284 99,348 98,573 98,232
2 98,694 99,425 99,431 98,544 98,241
3 99,310 99,993 99,950 99,439 98,991
4 98,127 99,008 99,127 98,329 98,043
5 98,189 99,060 99,321 98,149 97,892
6 98,315 99,041 99,116 98,540 98,179
Promedio 98,517 99,302 99,382 98,596 98,263
Desv. Estandar 0,439 0,376 0,305 0,445 0,381
Coef. Variaciéon 0,446 0,378 0,307 0,451 0,387
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Tabla 21: Resultados del ensayo 4
ENSAYO 4: METODO PROPUESTO (250 mL)

Muestra PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
1 95,735 98,409 96,473 95,657 95,265
2 94,151 97,937 95,032 94,217 93,707

3 98,493 99,655 99,093 98,44 97,95
4 97,002 98,894 98,154 97,083 96,835
5 97,305 99,534 97,851 97,167 96,303
6 96,400 98,167 97,100 96,307 95,984
Promedio 96,514 98,766 97,284 96,479 96,007
Desv. Estandar 1,482 0,717 1,422 1,450 1,441
Coef. Variacion 1,536 0,726 1,462 1,502 1,501

Tabla 22: Comparacién de los ensayos 1y 2

Ensayos 1y 2 PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
PROMEDIO 100,333 100,304 100,365 101,487 101,412

DESV. ESTANDAR 1,114 0,852 0,825 0,805 0,895

COEF. VARIACION 1,110 0,849 0,822 0,793 0,882

Tabla 23: Comparacion de los ensayos 1y 3

Ensayos 1y 3 PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
PROMEDIO 99,098 99,611 99,702 99,878 99,683
DESV. ESTANDAR 0,963 0,674 0,632 1,465 1,632
COEF. VARIACION 0,971 0,677 0,634 1,467 1,637

Tabla 24: Comparacién de los ensayos 1y 4

Ensayos 1y 4 PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
PROMEDIO 98,097 99,343 98,653 98,820 98,555
DESV. ESTANDAR 2,050 0,940 1,791 2,683 2,902
COEF. VARIACION 2,090 0,946 1,816 2,715 2,945

El primer y tercer criterio se cumplieron en todos los ensayos. El segundo criterio solo se
cumplié en los ensayos 2y 3, por lo que se puede decir que los métodos propuestos utilizando

10 cépsulas en 1000 mL y 500 mL respectivamente son equivalentes al método actual.
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5.4. Evaluacion de las condiciones de temperatura y agitacion de la extraccion

Se evalud la extraccion sustituyendo el bafio térmico y la agitaciébn magnética con un agitador
orbital Eppendorf® Innova S44i. Se colocaron las muestras con un programa de dos fases,
una fase de extraccion de 45 minutos a 40°C y 150 rpm y una fase de atemperado a 20°C y
150 rpm por 20 minutos. Por lo demas se sigui6 el protocolo actual eliminando los pasos de

ultrasonidos y sin pesar las capsulas individualmente.

Se maodificé el método de extraccion de manera de aplicar condiciones un poco mas fuertes

(tabla 25) de extraccion para lograr extraer los analitos en menor volumen:

Tabla 25: Comparacién de los métodos propuestos para la extraccion de los analitos

Método Temperatura inicial Ciclo de extraccion Ciclo de atemperado
1 Ambiente 150 rpm / 40°C / 45 minutos 150 rpm / 20°C / 20 minutos
2 50°C 200 rpm / 50°C / 45 minutos 200 rpm / 20°C / 20 minutos

Debido a que se demostr6 que aplicando el método 1 con volumen final de 500 mL y 1000 mL
(seccidon anterior) se obtienen resultados equivalentes al método actual, se realizaron 18
preparaciones utilizando 10 capsulas: 6 con el método 1 y 6 con el método 2 con volumen
final de 500 mL mas 6 preparaciones con el método 2 con volumen final de 250 mL para

evaluar la equivalencia de estos métodos.

No se pudo demostrar la equivalencia en ningn caso utilizando el método 2, en el caso de
500 mL el DEX no cumple los criterios de aceptacion entre los métodos (criterio 2) y en el
caso de 250 mL no los cumple el APAP, en este caso es evidente que el APAP no puede
cuantificarse a 270 nm. Pero a 300 nm tampoco cumple, esto puede deberse a saturacion de
la solucion de extraccién. Curiosamente el DEX si cumple en el método 2 con 250 mL. Se
descartan preparaciones a méas alla del doble la concentracion del método original. Los datos

individuales se encuentran en el anexo 1.
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5.5. Reduccion del numero de capsulas

Debido a que no se puede reducir el volumen a 250 mL manteniendo las 10 capsulas, la
alternativa que queda por probar es reducir también el numero de capsulas. Las capsulas
empleadas en este ensayo provienen de una mezcla de lotes ya analizados y conformes, de
forma que no se puede trazar los resultados directamente a algun lote en especifico y brindan
la cantidad de capsulas suficientes para el ensayo. Se espera l6gicamente que estos

experimentos resulten validos debido a que se mantiene la concentracion original.

Se prepararon 18 muestras, 6 utilizando 10 capsulas en 1000 mL, 6 utilizando 5 cdpsulas en
500 mL y 6 utilizando 2 capsulas en 200 mL. En todos los casos se usé el estdndar 1X para
la cuantificacién y el método 1 propuesto. Como era de esperarse los métodos son
equivalentes entre si independientemente de su desviacién estandar por ensayo. Los

resultados individuales estan en el anexo 2.

5.6. Filtros

También se estudiaron distintos modelos de filtro con el fin de evaluar la posibilidad de sustituir
los actuales por un modelo mas econdémico. Debido a que se gasta un filtro por cada
preparacion es importante saber si existen alternativas validas que permitan ahorrar costos.
Para esto se compararan dos filtros, inyectando 6 preparaciones de muestra sin filtrar, 6
utilizando el filtro utilizado para UPLC (Phenomenex® AF8-6706-12 Clarify PVDF 25 mm 0,2
um) y 6 de ellas utilizando un filtro similar pero mucho mas econémico (Analisis Vinicos®
E0053B-1 PVDF 25 mm 0,2 pm).

Se realiz6 el ensayo utilizando el método propuesto 1 con 10 capsulas en 1000 mL. Ambos
filtros resultaron ser equivalentes, cuando se comparan a la solucién sin filtrar, sin embargo,
los ensayos con el filtro de jeringa de Andlisis Vinicos®, presentaron en un coeficiente de
variacion considerablemente menor para todos los principios activos. Una consideracion
alternativa de que este filtro es un 60% mas econémico que el resto. Los resultados

individuales estan en el anexo 3.
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5.7. Estudio de la estabilidad de la solucién estandar

Se parte de una pureza de los estdndares de: APAP y PHE: 99,9%; DEX: 95,11% y DOX:
99,2%. Se prepararon 2 disoluciones estandar segun el procedimiento descrito en la seccion
3.1, para un volumen de 50 mL tanto para la solucién de PHE, DOX y DEX como para la

solucion final con el APAP. Los pesos se indican en la tabla 26:

Tabla 26: Preparaciones de estandares para el estudio de estabilidad

Preparacion / Peso PHE Peso DOX Peso DEX Peso APAP
disolucion (mg) (mg) (mg) (mg)
1 25,050 31,340 49,984 162,80
2 25,432 31,431 50,428 162,588

Una vez preparados, se trasvasaron a vial y se colocaron bajo una suave corriente de
nitrégeno y el vial se sella con una capsula metélica con septum hermético, de manera que el

estandar se mantiene en atmésfera inerte y se congel6 a -20°C hasta el momento del andlisis.

El estudio de la disolucién 1 se hizo a los 7, 20 y 35 dias y el de la disoluciéon 2 alos 0, 7, 17
y 28 dias. Las razones por las cuales los dias son tan aleatorios se deben a la poca
disponibilidad del equipo ya que se utilizaba en la propia rutina de la empresa. Para cada

estudio se realizan 6 inyecciones del mismo vial de estandar.

Se evalud la variacion de las areas en el tiempo, en cada estudio individual no se consideré
el peso ni el factor de dilucién porque siempre era el mismo, por lo que cualquier cambio en

la composicidn o concentracion del estandar se reflejaria como un cambio en el area.

En ambos casos no aparece una tendencia clara de subida o bajada continta de la sefial,
sino resultados fluctuantes que mantienen un coeficiente de variacién aceptable en cada uno
de los ensayos. La normalizacion de las areas dividiendo las areas de los 4 principios activos
entre el area del APAP a 300 nm demuestran la estabilidad de los patrones a lo largo del

tiempo.
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Cabe destacar que aun con esa normalizacion, el coeficiente de variacion del DEX caia por
fuera de los criterios de aceptacién en la disolucién 2, de forma que se decidi6 hacer un
ensayo adicional, preparando una nueva solucion estandar e inyectando las otras 2 junto con
esta, de esta forma se compararia la solucién 1 que tenia 67 dias para el momento y la

solucion 2 que tenia 39 dias para el momento con una solucién recién preparada.

Para el tercer estandar, se pesaron las siguientes cantidades: PHE: 24,960 mg, APAP:
163,072 mg, DOX: 31,331 mg y DEX: 49,474 mg para 50 mL de ambas soluciones (la madre
de DEX, DOXy PHE y la solucion de trabajo con APAP). Se realizaron 6 inyecciones de cada
uno de los estandares. En este caso si se toman en cuenta los pesos y diluciones porque las
tres soluciones tienen concentraciones diferentes, por lo que comparar solo las areas seria

un error. Para ello se calcula un factor de respuesta (ecuacién 4).

FE = —=
T CS

Ecuacion 4: Célculo del factor de respuesta instrumental.

Donde:

E. = Factor de respuesta

Ag = Area del estandar (uV s)

Cs = Concentracion del estdndar en mg / mL

La utilidad de este factor es que se relaciona la respuesta instrumental con la cantidad de
sustancia. En la tabla 27 se muestran las concentraciones de los estandares en mg/mL

utilizadas en este ensayo.

Tabla 27: Concentraciones de los estandares en mg/mL para el estudio de estabilidad.

Preparacion Concentracibn ~ Concentracion ~ Concentracion ~ Concentracion
APAP (mg/mL) PHE (mg/mL) DOX (mg/mL) DEX (mg/mL)

1 (67 dias) 3,252744 0,050050 0,062617 0,099868
2 (39 dias) 3,247909 0,050813 0,062799 0,100755
3 (0 dias) 3,258179 0,049870 0,062161 0,094619

El resultado de este ensayo dio un coeficiente de variacion global menor a 0,85% para todos

los analitos, de forma que con este resultado se puede garantizar inequivocamente la
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estabilidad de la solucién estandar al menos 67 dias, en las condiciones de almacenaje

propuestas. Esto representa un ahorro importante, no solo en los estandares como tal sino en

tiempo de analista, ya que estas soluciones toman bastante tiempo de preparar y documentar.

Los resultados individuales de este ensayo se encuentran en los anexos 4y 5.

5.8. Resumen de los estudios realizados en los métodos propuestos

Una vez analizados todos los datos, se proponen 4 métodos alternativos de extraccion

(utilizando el agitador orbital) para que la empresa decida cual aplicar para sustituir el método

actual. Los 4 métodos se muestran en la tabla a 28:

Tabla 28: Métodos de extraccion propuestos

Criterio / Método Método 1 Método 2 Método 3 Método 4
Céapsulas 10 10 5 2
analizadas
Volumen inicial 400 - 500 200 - 250 200 - 250 80 - 100
(mL)
Ciclo1 40°C / 150 40°C /150 rpm  40°C /150 rpm  40°C/ 150 rpm
rpm /45 min / 45 min / 45 min / 45 min
Ciclo 2 20°C / 150 20°C /150 rpm  20°C /150 rpm  20°C /150 rpm
rpm /20 min /20 min / 20 min /20 min
Volumen final 1000 500 500 200
(mL)
Concentracion 1X 1X/2X 1X 1X

del estandar para

cuantificar
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El método cromatografico de separacion UPLC para los analitos proporciona mejores

resultados en cuanto a separacion y tiempo del analisis frente al de HPLC.

Condiciones de extraccion: Agitador orbital en dos ciclos, un primer ciclo de 40°C a 150 rpm
por 45 minutos y un segundo ciclo de atemperado de 20°C a 150 rpm por 20 minutos, tiempo
total de extraccién 1 hora y 5 minutos. El volumen de extraccién sera entre 40% y 50% de la

capacidad nominal del matraz. En ningln caso se requiere someter la muestra a ultrasonidos.
Estandares y fases moviles: No se modifican con relacion al método actual.

Numero de capsulas:

Los métodos que mantienen la concentracién original al:

e Agregar 10 capsulas a un matraz de 1000 mL que contiene 100 pL de solucion
saturada de KCl y proceder con la extraccion.

e Agregar 5 capsulas a un matraz de 500 mL que contiene 50 pL de solucion saturada
de KCly proceder con la extraccioén.

e Agregar 2 capsulas a un matraz de 200 mL que contiene 20 pyL de solucién saturada

de KCl y proceder con la extraccion.

Gradiente cromatografico: El gradiente 6ptimo de fase movil de UPLC se muestra en la tabla
29.

Tabla 29: Gradiente 6ptimo de elucién de los métodos propuestos.

Tiempo (min) % de fase mévil A % de fase movil B

0 100 0
1,68 95 5
5,40 76,2 23,8

6 40 60

10 100 0

Filtros: Andlisis Vinicos® E0053B-1 PVDF de 25 mmy 0,2 um

Mejoras adicionales: No hace falta precalentar el disolvente, se puede afadir el matraz con
las capsulas a temperatura ambiente y someterlo a los ciclos de extracciébn. Tampoco se

pesaron las capsulas individualmente, se colocaron en gradillas con espacios, con el fin de
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asegurarse que siempre se afiadia el nimero adecuado de ellas. En caso de necesidad se

puede realizar también el andlisis cromatogréfico utilizando el método actual por HPLC

detectando todo a 270 nm.

6. COMPARACION DE LOS METODOS ACTUAL Y PROPUESTO

En la tabla 30, se resumen las condiciones estudiadas comparando el método actualmente

en uso con el método propuesto:

Tabla 30: Comparacién entre los métodos actual y propuestos

Criterio a comparar

Método actual

Métodos propuestos

Pesada de las capsulas
Capsulas analizadas
Ciclos de extraccion
Uso de iman agitador

Temperatura
Ultrasonidos
Tiempo de extracciéon
Equipo
Deteccion
Cromatogramas generados
Gasto de fase movil

Generacion de residuos por
lote

Tiempo de andlisis

Estabilidad de la solucién
estandar de trabajo

Riesgo ergondmico

Si, individual
10
6, con cambio manual
Si
50°C
Si
Al menos 3 horas (180 min)
HPLC
Dual a 270 nm y 300 nm
2
30 mL por inyeccion

2L

30 minutos

4 dias

Riesgo de lesion a largo
plazo en hombros y espalda

No
2,5010
2, con cambio automatico
No
40°C
No
1 hora y 5 minutos (65 min)
UPLC
Un solo canal a 270 nm
1
3,1 mL por inyeccion

Entre 400 mLy 2L

10 minutos

Al menos 67 dias

Menor riesgo
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6.1. Mejoras logradas con los métodos propuestos

6.1.1. Ahorro de tiempo

La vida util de la solucién estandar de trabajo pasa de 4 dias hasta al menos 67 dias. Esto
supone un ahorro de tiempo en la preparacion de los patrones (pesada con precision,
disolucion, alicuotas, documentos a verificar, etc.) y, evidentemente, una mejora de la
precision del método, dado que no se tienen que preparar tantos patrones (que supone una
elevada manipulacion) en los numerosos ensayos a realizar. Con esta extension se pueden

utilizar los estandares en bastantes ensayos con solo realizar estos pasos una vez.

Se ahorra tiempo con el método de extraccion propuesto, ya que con el método actual no solo
los ciclos de extraccion tienen una mayor duracion en el tiempo, sino que el analista debe
mover los matraces de un sitio a otro, lo cual también toma tiempo. Se elimina la pesada
individual de las capsulas lo cual toma mucho tiempo si se estan haciendo varios lotes a la

vez.

También, escogiendo un método con volumen reducido hace que se puedan colocar mas
matraces en el agitador, permitiendo un mayor nimero de lotes a analizar, al ser las

secuencias mas rapidas, se pueden analizar mas lotes en menos tiempo.

Eliminando la necesidad de cuantificacion a dos longitudes de onda se ahorra tiempo de
procesado y revision de los resultados pues se tendrian que procesar y revisar la mitad de los
cromatogramas. También al adquirir solo a 270 nm, los datos son menos pesados, por lo que

el manejo del archivo y los tiempos de procesado y firmas electrénicas pueden acortarse.

6.1.2. Ahorro econémico

El ahorro de electricidad es importante, ya que el tiempo de extraccion es mucho mas corto y

es solo un equipo el que se usa.

Se ahorra también a la hora de gestionar residuos, debido a que, si se implementa un método
equivalente con reduccion de volumen, se puede reducir la generacién de residuos entre un

50% y un 80% comparado con el método actual.
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Extender la caducidad de la solucion estandar disminuye la compra de patrones de los
principios activos, que cuando son de un alto grado de pureza o de uso segun alguna

farmacopea especifica pueden llegar a ser muy caros.

Aungue estos ahorros puedan parecen pequefios, cuando se realizan miles de analisis por
afo, suponen una cantidad importante del presupuesto analitico que se puede desviar a otros

usos.

6.1.3. Mejoras en ergonomia

Los matraces de 1 litro son pesados cuando estan llenos; y si se considera el hecho de la
agitacion para la homogeneizacién final, mas el traslado, subidas y bajadas a lo largo de los
6 ciclos de agitacion del método actual, puede resultar en cansancio para el analista (sobre
todo si se hacen muchos lotes el mismo dia) y en lesiones a mediano o largo plazo en hombros
y espalda. Reduciendo el volumen a 500 mL o 200 mL, se nota bastante el cambio en el peso
de los matraces, haciendo el trabajo de agitacion y transporte mucho méas sencillo para el

analista.

Finalmente, el tltimo ahorro significativo es el posible uso de filtros de jeringa mas econémicos

que a largo plazo suponen un ahorro importante.

6.2. Investigaciones futuras

Las mejoras de los métodos propuestos en este proyecto se puede pesar en extender a otros
métodos dentro del mismo producto, ya que este aparte del andlisis de contenido de los
principios activos, lleva ensayo de disolucion, impurezas y sustancias relacionadas tanto del

paracetamol como de todos los principios activos.

Puede evaluarse la extension a otras familias de antigripales de la empresa, una de ellas es
de aplicacion automatica porque solo contiene APAP, DEX y PHE por lo que el analisis de
contenido desarrollado es valido para este. Otras familias sustituyen el DEX por guaifenesina
o DOX por clorfeniramina, por lo que deben evaluarse, aparte del método de extraccion, el
gradiente cromatografico y la estabilidad del estandar para adaptar los métodos nuevos a

estos productos.
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Finalmente, tal y como se discutio antes, la forma mas adecuada de estudiar en este caso la
estabilidad del estandar es hacer la preparacion en cada punto del estudio medirla frente a
una recién preparada, se puede empezar a realizar y ver hasta qué punto dejan de ser
equivalentes vy fijar inequivocamente una fecha de estabilidad de la solucion estandar de

trabajo.

7. CONCLUSIONES

Se proponen 4 métodos alternativos de extraccién para el andlisis de contenido de los

principios activos de un antigripal en capsula de gelatina blanda (tabla 28).
Se propone un método alternativo de separacién cromatografica utilizando la técnica UPLC.
Se propone un método alternativo de cuantificacién a una sola longitud de onda por HPLC.

La agitacion orbital permite una extraccion cuantitativa de los principios activos en dos ciclos,

con duracion de 1 hora y 5 minutos.
No es necesario someter la muestra a ultrasonidos para la extraccién de los principios activos.

Se logran importantes mejoras en ergonomia, asi como ahorro importante de tiempos de
extraccion (de mas de 3 horas a 1 hora y 5 minutos), de analisis (de 30 a 10 minutos), de
procesado y revisién (se genera un cromatograma en vez de 2). También se genera un
importante ahorro de dinero ya que se generan menos residuos para gestionar (entre 50% y

80% menos), se utiliza un solo equipo en vez de varios.

La solucién estandar de trabajo es estable en congelador a -20°C por al menos 67 dias.
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Anexo 1: Datos experimentales de la precisién de método (seccion 5.4)

Tabla Al-1: Resultados 10 cdpsulas en 500 mL (Método 1)
10 CAPSULAS EN 500 mL — METODO 1

Muestra PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX

1 98,465 99,284 99,348 98,573 98,232

2 98,694 99,425 99,431 98,544 98,241

3 99,310 99,993 99,950 99,439 98,991

4 98,127 99,008 99,127 98,329 98,043

5 98,189 99,060 99,321 98,149 97,892

6 98,315 99,041 99,116 98,540 98,179
Promedio 98,517 99,302 99,382 98,596 98,263
Desv. Estandar 0,439 0,376 0,305 0,445 0,381
Coef. Variacion 0,446 0,378 0,307 0,451 0,387

Tabla Al-2: Resultados 10 capsulas en 500 mL (Método 2)
10 CAPSULAS EN 500 mL — METODO 2

Muestra PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
1 100,140 97,159 98,787 99,899 102,251
2 ERROR DE INYECCION
3 97,722 94,952 96,326 97,825 99,918
4 100,213 97,794 99,175 100,577 102,954
5 99,920 97,449 99,193 100,420 102,043
6 100,252 97,715 99,282 100,468 102,605
Promedio 99,649 97,014 98,553 99,838 101,954
Desv. Estandar 1,085 1,179 1,259 1,155 1,190
Coef. Variacion 1,089 1,215 1,278 1,157 1,167

Tabla A1-3: Resultados 10 cdpsulas en 250 mL (Método 2)
10 CAPSULAS EN 250 mL — METODO 2

Muestra PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX

1 95,632 77,263 91,138 96,754 99,467

2 94,999 76,648 90,526 95,355 98,351

3 97,928 77,435 92,918 98,079 101,329

4 98,052 77,122 91,908 97,397 100,259

5 96,599 77,243 91,948 97,051 99,331

6 98,957 78,053 93,857 99,141 101,857
Promedio 97,028 77,294 92,049 97,296 100,099
Desv. Estandar 1,538 0,457 1,200 1,277 1,317

Coef. Variacion 1,585 0,592 1,304 1,312 1,316




Tabla Al-4: Comparacion de los métodos 1y 2 (500 mL)

Métodos 1y 2 (500 mL) PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
Promedio 99,032 98,262 99,005 99,160 99,941

Desv. Estandar 0,958 1,433 0,932 1,026 2,087
Coef. Variacién 0,967 1,459 0,941 1,035 2,088

Tabla A1-5: Comparacion de los métodos 1 (500 mL) y 2 (250 mL)

Método 1 (500 mL) y

método 2 (250 mL) PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
Promedio 97,772 88,298 95,716 97,946 99,181
Desv. Estandar 1,290 11,426 3,888 1,103 1,300

Coef. Variacion 1,319 12,940 4,062 1,126 1,311




Anexo 2: Datos experimentales de la precisién de método (seccion 5.5)

Tabla A2-1: Resultados 10 cdpsulas en 1000 mL

10 CAPSULAS EN 1000 mL

Muestra PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
1 99,390 99,912 99,843 98,746 98,303
2 99,495 99,391 99,413 98,165 97,956
3 97,888 98,232 98,158 97,317 96,503
4 97,572 98,025 97,765 96,866 96,091
5 98,634 99,247 99,159 98,058 97,064
6 98,713 99,253 99,344 98,154 97,636
Promedio 98,615 99,010 98,947 97,884 97,259
Desv. Estandar 0,775 0,728 0,805 0,676 0,859
Coef. Variaciébn 0,786 0,735 0,814 0,690 0,883
Tabla A2-2: Resultados 5 capsulas en 500 mL
5 CAPSULAS EN 500 mL
Muestra PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
1 98,470 98,648 98,744 97,098 97,39
2 98,094 98,646 98,658 96,919 97,167
3 97,855 98,342 98,631 96,579 97,235
4 99,746 99,850 99,747 98,406 98,590
5 99,172 100,083 100,067 98,820 98,857
6 100,262 100,833 100,632 99,198 99,472
Promedio 98,933 99,400 99,413 97,837 98,119
Desv. Estandar 0,955 0,998 0,855 1,106 0,981
Coef. Variacién 0,966 1,004 0,860 1,130 1,000
Tabla A2-3: Resultados 2 capsulas en 200 mL
2 CAPSULAS EN 200 mL
Muestra PHE APAP 270  APAP 300 DOX DEX
1 98,449 99,233 99,413 97,317 97,254
2 100,136 100,215 100,091 98,410 98,447
3 99,825 100,139 100,033 98,738 98,689
4 100,270 100,914 100,692 99,447 99,166
5 101,571 100,894 100,529 99,844 100,021
6 100,317 100,960 100,971 99,724 99,767
Promedio 100,095 100,393 100,288 98,913 98,891
Desv. Estandar 1,004 0,676 0,558 0,963 1,004
Coef. Variacion 1,003 0,673 0,556 0,974 1,015

63
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Tabla A2-4: Comparacion de los métodos de 10 cipsulas en 1000 mL y 5 capsulas en 500

mL
10 cépsulas en 1000
mL y 5 c4psulas en
500 mL PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
Promedio 98,774 99,205 99,180 97,861 97,689
Desv. Estandar 0,846 0,857 0,828 0,874 0,987
Coef. Variacién 0,856 0,864 0,835 0,893 1,011

Tabla A2-5: Comparacion de los métodos de 10 cipsulas en 1000 mL y 5 cdpsulas en 500

mL
10 cépsulas en 1000
mL y 2 c4psulas en
200 mL PHE APAP 270 APAP 300 DOX DEX
Promedio 99,355 99,701 99,618 98,399 98,075
Desv. Estandar 1,152 0,985 0,963 0,958 1,233

Coef. Variacion 1,160 0,988 0,966 0,974 1,257




Anexo 3: Resultados del ensayo de comparacion de filtros (seccion 5.6)

Tabla A3-1: Resultados del ensayo sin filtrar las soluciones de muestras

Sin filtro PHE APAP 270 DOX DEX

1 26394 3969749 79618 21448

2 26847 3963029 79496 21476

3 26911 3969984 79741 21533

4 26816 3956299 79527 21394

5 26926 3972984 79820 21482

6 26913 3972476 79785 21556

Promedio 26801,167 3967420,167 79664,500 21481,500

Desv. Estandar 204,088 6503,493 137,123 58,329

Coef. Variacion 0,761 0,164 0,172 0,272

Tabla A3-2: Resultados del ensayo utilizando filtros Phenomenex®

Phenomenex® PHE APAP 270 DOX DEX

1 26966 3989571 79158 21375

2 26893 3980481 78941 21334

3 26810 3963976 78671 21351

4 27789 4102599 81627 22215

5 26904 3980248 78934 21337

6 27068 4002948 79456 21570

Promedio 27071,667 4003303,833 79464,500 21530,333

Desv. Estandar 361,732 50293,894 1091,379 347,147
Coef. Variacion 1,336 1,256 1,373 1,612

Tabla A3-3: Resultados del ensayo utilizando filtros Andlisis Vinicos®

Analisis Vinicos® PHE APAP 270 DOX DEX
1 26868 3962261 79255 21644
2 26917 3972913 79542 21776
3 26919 3972674 79446 21622
4 27117 3992766 79928 21861
5 26909 3974154 79532 21759
6 26901 3966338 79327 21585
Promedio 26938,500 3973517,667 79505,000 21707,833
Desv. Estandar 89,388 10490,384 236,090 107,009

Coef. Variacion 0,332 0,264 0,297 0,493
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Tabla A3-4: Comparacion del filtro Phenomenex con la muestra sin filtrar

Phenomenex PHE APAP 270 DOX DEX
Promedio 26936,417 3985362,000 79564,500 21505,917
Desv. Estandar 313,633 38989,240 748,912 238,694
Coef. Variacién 1,164 0,978 0,941 1,110

Tabla A3-5: Comparacion del filtro Analisis Vinicos® con la muestra sin filtrar

Phenomenex PHE APAP 270 DOX DEX
Promedio 26869,833 3970468,917 79584,750 21594,667
Desv. Estandar 166,458 8909,935 202,041 143,953
Coef. Variaciéon 0,619 0,224 0,254 0,667
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Anexo 4: Resultados de los ensayos de estabilidad de la solucién estandar (seccion
5.7)

Tabla A4-1: Areas absolutas de la preparacion 1 (7 dias)

Inyeccién Area absoluta (pV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 4264087 535275 28679 85884 23235
2 4222463 529538 28329 85183 22911
3 4242163 532192 28530 85539 23141
4 4241208 531508 28540 85579 23086
5 4266128 533722 28731 86119 23182
6 4324149 541846 29058 87134 23532
Promedio 4260033,00 534013,50 28644,50 85906,33 23181,17
Desv. Estandar  35354,40 4304,65 246,26 680,91 204,76
Coef. Variaciéon 0,83 0,81 0,86 0,79 0,88

Tabla A4-2: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 1 (7 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX

1 7,9662 1,0000 0,0536 0,1604 0,0434
2 7,9739 1,0000 0,0535 0,1609 0,0433
3 7,9711 1,0000 0,0536 0,1607 0,0435
4 7,9796 1,0000 0,0537 0,1610 0,0434
5 7,9932 1,0000 0,0538 0,1614 0,0434
6 7,9804 1,0000 0,0536 0,1608 0,0434
Promedio 79774 1,0000 0,0536 0,1609 0,0434
Desv. Estandar 0,009 0,000 0,000 0,000 0,000
Coef. Variacion 0,118 0,000 0,213 0,188 0,171

Tabla A4-3: Areas absolutas de la preparacion 1 (20 dias)

Inyeccion Area absoluta (uV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 3941736 494948 26327 78939 21504
2 3937442 494440 26259 78784 21315
3 3956951 496717 26455 79489 21579
4 3981529 500180 26601 79975 21860
5 3967846 498068 26538 79658 21715
6 3968320 498074 26553 79645 21782
Promedio 3958970,67 497071,17 26455,50 79415,00 21625,83
Desv. Estandar 16968,54 2155,02 136,09 459,51 200,41

Coef. Variacion 0,43 0,43 0,51 0,58 0,93




Tabla A4-4: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 1 (20 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 7,9639 1,0000 0,0532 0,1595 0,0434
2 7,9634 1,0000 0,0531 0,1593 0,0431
3 7,9662 1,0000 0,0533 0,1600 0,0434
4 7,9602 1,0000 0,0532 0,1599 0,0437
5 7,9665 1,0000 0,0533 0,1599 0,0436
6 7,9673 1,0000 0,0533 0,1599 0,0437
Promedio 7,965 1,000 0,053 0,160 0,044
Desv. Estandar 0,003 0,000 0,000 0,000 0,000
Coef. Variacion 0,033 0,000 0,141 0,175 0,528

Tabla A4-5: Areas absolutas de la preparacion 1 (35 dias)

Inyeccién Area absoluta (pV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 4526522 567206 30252 92552 24204
2 4523876 567721 30263 92951 24296
3 4535623 567579 30251 93032 24310
4 4549958 570439 30718 93625 24454
5 4558446 570801 30736 93982 24573
6 4538413 568042 30538 93465 24356
Promedio 4538806,33 568631,33 30459,67 93267,83  24365,50
Desv. Estandar ~ 13372,99 1567,81 234,34 518,63 130,36
Coef. Variaciéon 0,29 0,28 0,77 0,56 0,54

Tabla A4-6: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 1 (35 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 7,9804 1,0000 0,0533 0,1632 0,0427
2 7,9685 1,0000 0,0533 0,1637 0,0428
3 7,9912 1,0000 0,0533 0,1639 0,0428
4 7,9762 1,0000 0,0538 0,1641 0,0429
5 7,9861 1,0000 0,0538 0,1646 0,0431
6 7,9896 1,0000 0,0538 0,1645 0,0429
Promedio 7,982 1,000 0,054 0,164 0,043
Desv. Estandar 0,009 0,000 0,000 0,001 0,000

Coef. Variacion 0,109 0,000 0,521 0,333 0,288
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Tabla A4-7: Comparacion de las areas absolutas de la preparacién 1 a lo largo del estudio

Preparacion 1 Area absoluta (uV s)
APAP 270  APAP 300 PHE DOX DEX
Promedio 4252603,333 533238,667 28519,889 86196,389 23057,500
Desv. Estandar 244673,673 30191,678 1696,193 5846,965 1166,957
Coef. Variacién 5,754 5,662 5,947 6,783 5,061

Tabla A4-8: Comparacion de las areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 1 a lo
largo del estudio

Preparacion 1 Area relativa a APAP (300 nm)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
Promedio 7,975 1,000 0,053 0,162 0,043
Desv. Estandar 0,010 0,000 0,000 0,002 0,000
Coef. Variacion 0,130 0,000 0,471 1,171 0,768

Tabla A4-9: Areas absolutas de la preparacion 2 (0 dias)

Inyeccién Area absoluta (LV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 4371241 544811 29424 87695 24305
2 4375193 545111 29539 87601 24428
3 4354767 542232 29420 87172 24297
4 4347034 541727 29261 87314 24177
5 4368876 544099 29418 87559 24362
6 4387373 546034 29582 87850 24474
Promedio 4367414,00 544002,33 29440,67 87531,83  24340,50
Desv. Estandar ~ 14497,92 1693,00 112,38 249,12 105,67
Coef. Variacion 0,33 0,31 0,38 0,28 0,43

Tabla A4-10: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacién 2 (0 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)

APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX

1 8,0234 1,0000 0,0540 0,1610 0,0446

2 8,0262 1,0000 0,0542 0,1607 0,0448

3 8,0312 1,0000 0,0543 0,1608 0,0448

4 8,0244 1,0000 0,0540 0,1612 0,0446

5 8,0296 1,0000 0,0541 0,1609 0,0448

6 8,0350 1,0000 0,0542 0,1609 0,0448

Promedio 8,03 1,00 0,0541 0,161 0,0447
Desv. Estandar 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Coef. Variacién 0,06 0,00 0,19 0,10 0,22




Tabla A4-11: Areas absolutas de la preparacion 2 (7 dias)

Inyeccién Area absoluta (uV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 4548958 569434 30336 90079 23343
2 4545076 569148 30275 89816 23233
3 4531169 567213 30329 89895 23082
4 4537367 566357 30236 89924 23176
5 4542099 568701 30281 90085 23529
6 4540565 569259 30204 89822 23224
Promedio 4540872,33 568352,00 30276,83 89936,83  23264,57
Desv. Estandar 6182,07 1266,98 51,41 119,89 154,89
Coef. Variacién 0,14 0,22 0,17 0,13 0,67

Tabla A4-12: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 2 (7 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)

APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX

1 7,9886 1,0000 0,0533 0,1582 0,0410

2 7,9858 1,0000 0,0532 0,1578 0,0408

3 7,9885 1,0000 0,0535 0,1585 0,0407

4 8,0115 1,0000 0,0534 0,1588 0,0409

5 7,9868 1,0000 0,0532 0,1584 0,0414

6 7,9763 1,0000 0,0531 0,1578 0,0408

Promedio 7,99 1,00 0,0533 0,158 0,0409
Desv. Estandar 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Coef. Variacién 0,15 0,00 0,27 0,25 0,58

Tabla A4-13: Areas absolutas de la preparacion 2 (17 dias)

Inyeccién Area absoluta (uV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 4518656 569089 30186 89385 24226
2 4512072 566371 30063 89468 24261
3 4530692 569108 30157 89921 24450
4 4526855 568455 30225 89833 24478
5 4551053 571960 30334 90346 24551
6 4550644 571831 30287 90456 24545
Promedio 4531662,00 569469,00 30208,67 89901,50 24418,50
Desv. Estandar  16206,79 2130,01 96,45 439,28 141,39

Coef. Variacion 0,36 0,37 0,32 0,49 0,58




Tabla A4-14: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 2 (17 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 7,9402 1,0000 0,0530 0,1571 0,0426
2 7,9666 1,0000 0,0531 0,1580 0,0428
3 7,9610 1,0000 0,0530 0,1580 0,0430
4 7,9634 1,0000 0,0532 0,1580 0,0431
5 7,9569 1,0000 0,0530 0,1580 0,0429
6 7,9580 1,0000 0,0530 0,1582 0,0429
Promedio 7,96 1,00 0,0530 0,158 0,0429
Desv. Estandar 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Coef. Variacién 0,12 0,00 0,14 0,25 0,39
Tabla A4-15: Areas absolutas de la preparacion 2 (28 dias)
Inyeccién Area absoluta (uV s)
APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
1 4352887 546137 29128 82255 23171
2 4338180 544282 29022 85029 23162
3 4352126 545036 29145 85323 23096
4 4350451 545069 29179 85376 23144
5 4348938 546638 29079 85110 23207
6 4357603 546203 29174 85128 23144
Promedio 4350030,83 545560,83 29121,17 84703,50 23154,00
Desv. Estandar 6506,89 900,82 60,60 1206,86 36,68
Coef. Variacién 0,15 0,17 0,21 1,42 0,16

Tabla A4-16: Areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 2 (28 dias)

Inyeccién Area relativa a APAP (300 nm)

APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX

1 7,9703 1,0000 0,0533 0,1506 0,0424

2 7,9705 1,0000 0,0533 0,1562 0,0426

3 7,9850 1,0000 0,0535 0,1565 0,0424

4 7,9815 1,0000 0,0535 0,1566 0,0425

5 7,9558 1,0000 0,0532 0,1557 0,0425

6 7,9780 1,0000 0,0534 0,1559 0,0424

Promedio 7,97 1,00 0,05338 0,155 0,0424
Desv. Estandar 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Coef. Variacién 0,13 0,00 0,23 1,49 0,16
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Tabla A4-17: Comparacion de las areas absolutas de la preparacién 2 a lo largo del estudio
Preparacion 2

Area absoluta (pV s)
APAP 270 APAP 300

PHE DOX DEX
Promedio 4447494,7917 556846,0417 29761,8333 88018,4167 23794,3917
Desv. Estandar 91618,50969 12429,5529 511,27102 2277,8722 609,8407

Coef. Variacién 2,060 2,232 1,718 2,588 2,563

Tabla A4-18: Comparacion de las areas relativas a APAP a 300 nm de la preparacion 2 a lo

largo del estudio

Preparacion 2 Area relativa a APAP (300 nm)

APAP 270 APAP 300 PHE DOX DEX
Promedio 7,9873 1,000 0,053 0,159 0,043
Desv. Estandar 0,028 0,000 0,000 0,002 0,000
Coef. Variacién 0,353 0,000 0,793 1,471 3,265




Anexo 5: Resultados de la comparacion directa de las 3 soluciones estandar (seccion

5.7)

Tabla A5-1: Areas absolutas de la preparacion 1

Inyeccién Area absoluta (pV s)
PHE APAP DOX DEX
1 28536 4298518 85330 22981
2 28405 4279998 85065 23042
3 28579 4309568 85657 23138
4 28873 4349025 86486 23431
5 28652 4310000 85868 23170
6 28231 4254290 84493 22877
Promedio 28546,00 4300233,17 85483,17  23106,50
Desv. Estandar 218,38 31894,68 687,42 191,26
Coef. Variacion 0,77 0,74 0,80 0,83
Tabla A5-2: Factores de respuesta de la preparacion 1
Inyeccién Factor de respuesta
PHE APAP DOX DEX
1 570150,99 1321505,2 1362722 230113,68
2 567533,6 1315811,5 1358490 230724,48
3 571010,13 1324902,3 1367944,2 231685,75
4 576884,27 1337032,7 1381183,4 234619,62
5 572468,68 1325035,1 1371313,9 232006,17
6 564057,07 1307908  1349355,1 229072,3
Promedio 570350,79 1322032,46 1365168,08 231370,33
Desv. Estandar 4363,35 9805,47 10978,14 1915,15
Coef. Variacién 0,77 0,74 0,80 0,83
Tabla A7-3: Areas absolutas de la preparacion 2
Inyeccion Area absoluta (uV s)
PHE APAP DOX DEX
1 28821 4265366 85091 23157
2 28907 4271933 85172 23224
3 28814 4247247 84828 23067
4 28519 4221000 84190 22921
5 28804 4252608 84847 23118
6 28721 4248296 84677 23029
Promedio 28764,33 4251075,00 84800,83 23086,00
Desv. Estandar 133,92 17711,70 350,22 105,78
Coef. Variacién 0,47 0,42 0,41 0,46




Tabla A5-4: Factores de respuesta de la preparacion 2
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Inyeccién Factor de respuesta
PHE APAP DOX DEX
1 567195,85 1313265,3 1354970,8 232980,68
2 568888,33 1315287,2 1356260,7 233654,77
3 567058,09 1307686,6 1350782,9 232075,2
4 561252,51 1299605,4 1340623,5 230606,31
5 566861,29 1309337,2 1351085,4 232588,31
6 565227,86 1308009,6 1348378,4 231692,89
Promedio 566080,66 1308865,25 1350350,28 232266,36
Desv. Estandar 2635,52 5453,26 5576,89 1064,21
Coef. Variacién 0,47 0,42 0,41 0,46
Tabla A5-5: Areas absolutas de la preparacion 3
Inyeccién Area absoluta (pV s)
PHE APAP DOX DEX
1 28132 4268787 84929 22973
2 27986 4259405 84581 22823
3 28029 4268939 84850 22950
4 27913 4245468 84248 22809
5 27930 4248913 84287 22832
6 28028 4257002 84690 22869
Promedio 28003,00 4258085,67 84597,50  22876,00
Desv. Estandar 79,57 9783,37 283,21 69,52
Coef. Variacién 0,28 0,23 0,33 0,30
Tabla A6-6: Factores de respuesta de la preparacion 3
Inyeccién Factor de respuesta
PHE APAP DOX DEX
1 564105,77 1310175,9 1356707,6 231129,48
2 561178,17 1307296,4 1351148,5 229620,34
3 562040,41 1310222,5 1355445,6 230898,07
4 559714,36 1303018,8 1345828,9 229479,48
5 560055,25 1304076,2 1346451,9 229710,89
6 562020,35 1306558,8 1352889,7 230083,14
Promedio 561519,05 1306891,44 1351412,05 230153,57
Desv. Estandar 1595,62 3002,71 4524,16 699,48
Coef. Variacién 0,28 0,23 0,33 0,30




Tabla A5-7: Comparacion de los factores de respuesta de las tres preparaciones de

estandares.
Comparacion Factor de respuesta
global PHE APAP DOX DEX

Promedio 565983,50 1312596,38 1355643,47 231263,42
Desv. Estandar 4707,55 9354,31 9941,87 1532,83
Coef. Variacion 0,83 0,71 0,73 0,66
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