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RESUMEN

La validacién del método analitico es parte integral del sistema de control
de calidad, puesto que confiere fiabilidad a los resultados analiticos
obtenidos en un laboratorio de analisis, a fin de asegurar que un
medicamento cumpla los pardmetros de calidad establecidos. En este
trabajo presentamos la validacion de un método analitico de cuantificacion
de Nifedipino de 10 mg en tabletas, con el empleo de etanol al 96 % como
solvente, utilizando la técnica de espectrofotometria ultravioleta visible
segun las especificaciones técnicas sefialadas para este producto
farmacéutico en la USP 39. Se determinaron los parametros de linealidad;
obteniéndose un coeficiente de determinacion r= 0,9983, siendo el valor
minimo permisible de 0,997, exactitud obteniéndose en la investigacion un
porcentaje de recuperacion de 98,3%, precision siendo los valores de
Coeficiente de variacion (CV) obtenidos 0,83% para repetibilidad y 0,12%
para precision intermedia donde el valor maximo permitido es un CV = 3%
y robustez obteniendo un CV= 0,8, donde el valor maximo permitido es
CV< 2. Se comprob6 que el método es lineal, exacto, preciso y robusto en
un rango de 85 a 115 %, lo que demuestra la fiabilidad del método y su
posibilidad de empleo en el control de la calidad de la forma terminada.
PALABRAS CLAVE

Linealidad, precision, exactitud, robustez, nifedipino, espectrofotometria
UV-VIS, validacion.



ABSTRACT

The validation of the analytical method is an integral part of the quality
control system, since it confers reliability to the analytical results obtained
in a laboratory, to ensure that a drug meets the established quality
parameters. In this paper we present the validation of an analytical method
of quantifying Nifedipine 10 mg tablets, with the use of 96% ethanol as a
solvent, using spectrophotometry ultraviolet visible according to the
technical specifications indicated for this pharmaceutical product in the
USP 39. linearity parameters were determined; obtaining a determination
coefficient r = 0.9983 being the minimum permissible value of 0.997,
accuracy obtained in the investigation a recovery percentage of 98.3%,
accuracy values being Coefficient of variation (CV) obtained 0.83% for
repeatability and 0.12% for intermediate precision where the maximum
value is a CV = 3% and robustness obtaining a CV =, where the maximum
allowed value is CV< 2. it was found that the method is linear, accurate,
precise and robust in a range of 85 to 115%, demonstrating the reliability
of the method and its possible use in controlling the quality of the finished
form.

KEYWORDS Linearity, precision, accuracy, robustness, nifedipine, UV-
VIS spectrophotometry validation.
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INTRODUCCION

La espectrofotometria UV/VIS es una técnica analitica que se utiliza pe x
identificar algunos grupos funcionales de moléculas, y para determinar el
contenido de compuestos en distintos tipos de sustancias. Esta basada en
el proceso de absorcion de la radiacion ultravioleta-visible, radiacion con
longitud de onda comprendida entre los 160 y 780 nm. La absorcion de
esta radiacion causa el paso de un electron a un estado excitado. Los
electrones que se excitan al absorber radiacién de esta frecuencia son los
electrones de enlace de las moléculas, por lo que los picos de absorcion
se pueden correlacionar con los distintos tipos de enlace presentes en el
compuesto. “Las bandas que aparecen en un espectro UV-Vis son anchas
debido a la superposicion de transiciones vibracionales y electrénicas” (1).
Se usa principalmente en analisis medioambiental, farmacéutico y de
alimentos, asi como en la industria de polimeros y plasticos, en la
Industria farmacéutica principalmente para la determinacién de pureza de
productos manufacturados, nitritos, nitratos en agua y carnes,
oligoelementos en plantas, conformacion de proteinas globulares, glucosa
en vinos, determinacion de principios activos, entre otros.

El nifedipino pertenece al grupo de las dihidropiridinas o antagonista de
calcio. Actua sobre la circulacion periférica relajando la musculatura lisa
vascular y produciendo vasodilatacion arterial a dos niveles:
Vasodilatacion periférica, con una reducciéon de la resistencia periférica o
postcarga, lo que es util en el tratamiento de la hipertension arterial y el
sindrome de Raynaud y Vasodilatacion coronaria, con un aumento del
flujo sanguineo coronario y la oxigenacion del miocardio, que sirve para el

tratamiento de la angina de pecho.

La validacion de un método analitico es la confirmacion mediante el
suministro de evidencia objetiva de que se han cumplido todos los

requisitos del método, para utilizarlo o aplicarlo en una determinada

Xl



prueba; examina las caracteristicas de desempefio de un método para
identificar y establecer cualquier limitacion que pueda darse, asi como los
diferentes factores que pueden influir en el cambio de dichos parametros
y limitaciones; permite demostrar que el método es adecuado para el
propoésito solicitado. “La validacion trata de disminuir o controlar los
factores que llevan a la imprecision o inexactitud de un dato obtenido, a
través de la realizacion de un trabajo analitico dentro de unos parametros
definidos generando una mayor fiabilidad y aceptacion de los datos, al
estar en proporcién con la calidad del proceso de obtencién de los
mismos” (2). Entre los pardmetros analiticos mas utilizados se
encuentran: linealidad, exactitud, precision intermedia, repetibilidad,
especificidad y robustez, entre otros. El presente trabajo tiene como
objetivo realizar la validacion de una técnica espectrofotométrica para la
determinacion de nifedipino en la forma farmacéutica de tableta y

proponer este método para su control quimico de calidad.

Xl



1.1

CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la Realidad Problematica

El analisis de los medicamentos se considera de suma importancia,
para lo cual se requieren técnicas analiticas confiables. Es por ello
que en los laboratorios farmacéuticos como en todo
establecimiento de salud donde se utilizan medicamentos
(hospitales, puestos de salud y centros de salud), es primordial
contar con técnicas analiticas para la determinacion de principios
activos a fin de verificar la calidad de ellos y que sean confiables
para su uso; ademas de contar con métodos de analisis rapidos
para la identificacion y cuantificacion de dichos compuestos. La
confiabilidad de una metodologia se puede lograr mediante los
adecuados procesos de validacion analitica. La Norma Oficial
Mexicana NOM-059-SSA1-2006 indica que los métodos analiticos
utilizados para cuantificar principios activos en materia prima y en
productos farmacéuticos deben estar validados adecuadamente de
forma obligatoria (3). De esta manera se garantiza la
reproducibilidad de los métodos analiticos; por otro lado, la
evolucién de los equipos analiticos cada vez mas sofisticados,
sensibles y modernos hacen necesario el empleo de técnicas
analiticas que presenten mayores ventajas, incluyendo el volumen
de manejo de muestras, sin perder eficiencia con respecto a las
condiciones originales. Pero son de elevado costo y muchas veces
son dificiles de adquirir ya que no se cuenta con los equipos
necesarios para su realizacion, es por ello que la
espectrofotometria ultravioleta-visible es una técnica de eleccion
para el analisis de identificacion y el contenido de principios de
medicamentos por ser mucho mas sencilla, rapida, confiable y

sobre todo menos costosa.
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1.2 Formulacion del Problema:
¢ Se podra validar el método por Espectrofotometria UV-VIS para
cuantificacion de tabletas de nifedipino de 10mg en el Hospital

Nacional Guillermo Almenara Irigoyen, junio a agosto 20167

1.3 Objetivos de la Investigacion:

1.3.1 Objetivo General

Efectuar la validacion del método por Espectrofotometria UV-
VIS para la cuantificacion de tabletas de nifedipino de 10mg en
el Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen junio a agosto
2016.

1.3.2 Objetivos Especificos
OEL. Desarrollar un protocolo de validacion del método pro-
puesto.
OE2. Determinar los parametros de validacion para el
protocolo del método propuesto.
OE3. Corroborar la validez del método en la cuantificacion de
tabletas de nifedipino de 10mg dispensadas en el

Hospital Guillermo Almenara Irigoyen.

1.4 Hipétesis de la Investigacion:

1.4.1 Hipétesis General

El método por Espectrofotometria UV-VIS para la determinacion
de Nifedipino de 10mg podra ser validado mediante la
aplicacién del protocolo de validacién propuesto.

1.4.2 Hipdbtesis Secundarias
HE1l.Es posible disefiar un protocolo de validacion para el

método propuesto.
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HE2. Los parametros de validacion especificados en el
protocolo para las pruebas de linealidad, exactitud, precision y
robustez se encontrarian dentro de los limites establecidos.
HE3.Es posible corroborar la validez del método en la
cuantificacion de tabletas de nifedipino de 10mg dispensadas
en el Hospital Guillermo Almenara Irigoyen.
1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion
1.5.1 Justificacién de la Investigacion
Existen muchos métodos para la cuantificacion del principio activo
nifedipino, como la Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC), Espectrofotometria Infrarroja (I.R.), Espectrofotometria de
Masas (MS), entre otros. Estas técnicas a pesar de ser muy
confiables, son costosas y muchas veces no se cuenta con el equipo
para realizar los analisis necesarios para determinacion vy
cuantificacion de principios activos y asi demostrar la calidad del
producto, en muchos centros de salud. Es por eso que se requiere
implementar un método alternativo para cuantificar nifedipino en
tabletas de forma mas rapida y precisa, capaz de ser utilizado en
pruebas in situ en el hospital. Por lo que en el presente trabajo se
propone efectuar la validacion de un método por Espectrofotometria
UV-VIS para la determinacién de nifedipino procedentes del Hospital

Guillermo Almenara Irigoyen.
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1.5.2 Importancia de la Investigacion

El presente trabajo nos permitira brindar un método alternativo de
bajo costo, eficiente, confiable y rapido, por ser una técnica sencilla
que puede ser realizado por el personal capacitado en el area de
control de calidad y de esta forma cuantificar las tabletas de nifedipino
a nivel hospitalario y asi brindar un medicamento de buena calidad
gue ayudara a la mejora de la salud ya que se administrara una dosis
correcta y sobre todo que no produzca efectos adversos indeseables
en el paciente que puedan llevar a empeorar el cuadro clinico que

estan atravesando.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.2.1 A nivel Nacional
1.- Morales De La Cruz C. “Desarrollo y Validacién
Prospectiva de una Técnica Analitica Por Cromatografia
Liquida de Alta Performance (HPLC) para Enalapril 10mg
Tabletas Cubiertas”, Pert-2004: En este trabajo se demostré
la aplicabilidad del método analitico propuesto por la USP 26,
mediante el cual se valid6 y se estableci6 una evidencia
documentada de que el método analitico fue capaz de cumplir
en forma consistente y repetitiva las especificaciones
establecidas. EI método fue validado siguiendo una
metodologia de trabajo prevista en un protocolo de validacién
donde se analizaron parametros como son: selectividad,
linealidad, exactitud, rango y seleccibn de sistema,
concluyéndose que el método analitico propuesto fue “selectivo
porque se evidenciaron que los productos de degradacion no
interfirieron en el analisis del principio activo, fue lineal porque
se obtuvo un coeficiente de correlacién r=0,99987, preciso ya
que para la repetibilidad se obtuvo una RSD de 0.64% vy
reproducible con una RSD de 0,88% y ademas exacto porque

se obtuvo un porcentaje de recuperacion de 99,88%” (4).

2.- Silva Campos, N. “Validacion de un método analitico por
espectrofotometria visible para la cuantificacion de
Memantina clorhidrato 5 mg en tabletas recubiertas”, Peru-
2014: Mediante esta investigacion se realizo
la validacién de una técnica analitica para su cuantificacion de
Memantina por espectrofotometria UV. La técnica de andlisis
se realizo por una reaccion de color con

purpura de bromocresol (BCP). ElI complejo coloreado se
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extrajo en cloroformo utilizando un agitador magnético mdaltiple,
y se midié su respuesta a 412nm, demostrando estabilidad de
las lecturas por 24 horas. Las caracteristicas de rendimiento
del método se probaron estadisticamente, revelando una
optima linealidad, lo que fue corroborado con evaluaciones
estadisticas; asi como la exactitud y la especificidad que
demostraron que los excipientes no interfieren en la
cuantificacion de Memantina HCI en tabletas recubiertas de 5
mg. La precision se demostrd con los estudios de repetibilidad
y precision intermedia, cuyos valores se encuentran dentro de
los intervalos de confianza. “Mediante los estudios realizados
se estableci6 que las caracteristicas de desempefio analitico
cumplen con los requisitos para la aplicacion analitica
propuesta; siendo confiable para ser utlizado en la

comprobacién de las especificaciones de calidad” (5).
2.1.2 A nivel Internacional

1.- Cardenas Castafieda D. “Validaciéon de un método UV-
VIS para la cuantificacion de fenoles totales en Jarabe
Vimang” Cuba-2006: Mediante esta investigacion se realiz6 la
validacion de un método espectrofotométrico UV-VIS para la
determinacion de fenoles totales en el jarabe Vimang 5%. Se
evaluaron los pardmetros de linealidad, precision, (expresada
como repetibilidad y productibilidad), exactitud y selectividad.
Concluyéndose que en el método analitico propuesto se
demostré la proporcionalidad y linealidad en el intervalo
estudiado, con un coeficiente de correlacion r= 0,997 , los
coeficientes de variacion obtenidos en los estudios de
repetibilidad y reproductibilidad estuvieron por debajo del limite
maximo establecido (1,5% y 2% respectivamente) y no influyé
en la precision, el porcentaje medio de recuperacion no difirio

significativamente del 100% por lo que fue exacto y fue
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selectivo porque mediante la comparacion de los espectros del
jarabe recién preparado, degradado y placebo no se evidencio
gue los productos de degradacion interfirieron en el analisis de

fenoles (6).

2.-Mora C., Tello M. y Martinez F. “Validacion de una
metodologia analitica para la cuantificacion de Naproxeno
en estudios de reparto liquido/liguido mediante
espectrofotometria ultravioleta”, Colombia-2006: Se realizé
la validacion de la metodologia analitica para la cuantificacion
de Naproxeno (NAP) en medios acuosos de pH 1,2 y fuerza
i6nica 0,15 p mol L=ty de pH 7,4 y 0,15 g mol L™, los cuales
son empleados en estudios de la transferencia de este farmaco
entre fases liquidas inmiscibles. ElI método analitico fue la
espectrofotometria UV, en razén de que el NAP presenta en su
estructura molecular grupos cromoforos compatibles (naftilo y
carbonilo), los cuales permiten obtener una adecuada
absorcion en la region UV. Los parametros validados en cada
uno de los sistemas buffer fueron: especificidad, linealidad,
repetibilidad del instrumento de medida y del método, y
precision intermedia. Adicionalmente se presentaron los
resultados del reparto de NAP en diferentes sistemas
liquido/liquido a 25,0 °C a los dos valores de pH. Finalmente,
de todo lo expuesto anteriormente puede concluirse que “el
método propuesto en esta investigacion es adecuado para la
cuantificacion de este farmaco en los dos buffers utilizados v,
por tanto, resulta atil en el estudio de los coeficientes de
distribucion en los sistemas de reparto evaluados” (7).
2.2 Bases Tedoricas
2.2.1 Validacion de Métodos
2.2.1.1 Concepto: La validacion de un método analitico es el
proceso por el cual se establece, mediante estudios de

laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método
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cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas
previstas (8). Estd implicita la necesidad de evaluar las
capacidades de desempeiio del método y es un paso
fundamental para asegurar que los resultados entregados por
dicho método son confiables (9). Cuando se realiza la
validacion de un método por parte del laboratorio, lo que se
busca es poder determinar con fundamento estadistico que el
meétodo es adecuado para los fines previstos. En este sentido,
es importante que para el proceso de validacion se asigne a un
responsable de realizar dicha tarea. De manera que, la
validacion se efectie en forma metodica, ordenada, trazable y
confiable (10).

La validacion de procedimientos analiticos requiere:
Instrumentos calificados y calibrados, métodos documentados,
patrones de referencia confiables, analistas calificados,
integridad de la muestra (11).

El protocolo de validacion para un método analitico debe
especificar: El propésito y el alcance, responsabilidades y
competencias del equipo de trabajo, método de ensayo
normalizado y documentado, lista de materiales y equipos, las
caracteristicas de desempefio que se evaluaran: especificidad,
linealidad, entre otros y el procedimiento para evaluarlas,
analisis estadistico o férmulas y el criterio de aceptacion para
cada parametro de desempefio (11).

Un método debe validarse cuando sea necesario verificar que
sus parametros de desempefio son adecuados para el uso en
un problema analitico especifico. Los siguientes son ejemplos
gue requieren de una validacion como: un nuevo método
desarrollado para un problema especifico, un método ya
establecido revisado para incorporar mejoras o extenderlo a un
nuevo problema, cuando el control de calidad indica que un

método ya establecido estd cambiando con el tiempo, un
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método establecido usado en un laboratorio diferente o
diferentes analistas o diferente instrumentacion, para demostrar
la equivalencia entre un método nuevo y uno de referencia
(12).

El objetivo de la validacion de un método analitico es dejar
evidencia, mediante documentacion, del cumplimiento de las
condiciones de exactitud, precision y confiabilidad, asi como de
la integridad y recuperabilidad de los resultados de los ensayos
efectuados. De este modo queda demostrado que se puede
confiar en un método para producir el resultado esperado

dentro de limites definidos (13).

2.2.1.2 Tipos de Validacion: La validacion de proceso se clasifica

atendiendo al momento en que se realiza la validacion en

relacion con la produccion, puede ser prospectiva, concurrente,
retrospectiva o revalidacion (14)

1.- La validacién prospectiva: se aplica sobre un producto

nuevo involucra una fase experimental, se realiza en

conjunto con el desarrollo de nuevos productos y

procesos. Se hace antes de wuna fabricacion

convencional. Se lleva a cabo durante la etapa de

desarrollo y es el resultado de un analisis de riesgo en el

proceso productivo. También puede realizarse cuando

se prevé efectuar cambios en el proceso de fabricacion

gue pueden afectar las caracteristicas del producto. (15)

2.- La validacion concurrente es la forma de validacion

gue se lleva a cabo durante la produccién normal. Es el

establecimiento documentado de que un proceso

especifico cumple con su propésito. Para que

este método sea efectivo es necesario que los aspectos

criticos hayan sido evaluados en la etapa de desarrollo.

Los tres primeros lotes de produccion deben ser
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seguidos y controlados. La evaluacion de los resultados
es empleada para establecer Ila naturalezay Ilas
especificaciones subsecuentes de los controles del
proceso y del producto final. La validacion concurrente,
combinada con otros andlisis, incluyendo la estabilidad,
debe efectuarse durante toda la vida en produccion del
medicamento. (14, 15)

3.-La validacion retrospectiva: consiste en establecer una
evidencia documentada de la idoneidad de un producto
0 proceso basandose en las evaluaciones de
los datos histéricos acumulados existentes. Es la forma
de validacion que mira atrds a las experiencias
obtenidas durante la produccién; se sustenta en la
condicién de que la composicion, los procedimientos vy el
equipamiento permanezcan sin cambios, y que la
experiencia con la instalacion y los resultados del control
de procesos y del producto final sean evaluados. Se
compilan los resultados de los andlisis y se determina si
el proceso se encuentra dentro de los limites permisibles
(14, 16).

4.- La revalidacion: es necesaria para asegurar que
cualquier cambio introducido intencionalmente o no, no
varie la consistencia del proceso de produccion, lo que
permitira que no existan variaciones en la calidad del
producto. La revalidacién puede ser clasificada en dos
grandes categorias: revalidacion en casos de cambios y
revalidacion periddica. La revalidacion en casos de
cambios debe ser realizada después de cualquier
cambio que afecte las caracteristicas establecidas del
producto. Estos cambios pueden incluir las materias
primas, los materiales de envase, los procesos de

produccion, el equipamiento, los controles del proceso,
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las areas de produccion, o los sistemas de apoyo (agua,
vapor, entre otros). La revalidacion periddica es
necesaria incluso si no se han introducido cambios
intencionales porque se pueden producir cambios en los
procesos aun en los casos en que operadores
experimentados trabajen correctamente de acuerdo a los
meétodos establecidos, el equipamiento durante su uso

puede producir cambios graduales (14).

2.2.1.3 Etapas de la validacion: La validacion transita por cuatro
etapas o fases que son: la calificacion de disefio (CDi),
calificacion de la instalaciéon (Cl), calificacion de la operacion
(CO), y calificacion del desempefio (CD).

1.- La calificacion de disefio (CDi) es evidencia
documentada de que las instalaciones, sistemas de
apoyo, equipos y procesos hayan sido disefiadas en
correspondencia con los requerimientos de las Buenas
Practicas. Asi como también se debe incluir factores que
serviran de apoyo para las etapas posteriores de la
validacion. En el protocolo de evaluacion
correspondiente al disefio en proyecto estan
comprendidos todos los criterios de calidad a cubrir
planteados de la manera mas objetiva y concreta
posible.

Una vez que el proyecto quedo concluido a nivel de
disefio, se documentara en el reporte de validacion de
manera que los requisitos de calidad queden cubiertos
en esa etapa (18, 19).

2.- La calificacién de la instalacion, (Cl) es la evidencia
documentada de que las instalaciones, sistemas de
apoyo, equipos y procesos hayan sido construidas e

instaladas en correspondencia con sus especificaciones
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de disefio. Estas especificaciones pueden
ser: descripcion de equipo y su capacidad de trabajo,
informacion de fabricante, informacion de
mantenimiento, lista de procedimiento de operacion,
lubricantes, especificaciones del sistema de apoyo
critico, caracteristicas de los sistemas de control y
monitoreo, planos de la instalacion y disefio entre otros.
Se debe establecer por evidencia objetiva que todos los
aspectos claves del equipo de proceso y la instalacion
de sistemas de proceso y la instalacion de sistemas
auxiliares cumplan con las especificaciones aprobadas
del fabricante, y las recomendaciones del proveedor del
equipo (15, 18).

3.- La calificacién de la operacién (CO) es la evidencia
documentada de que las instalaciones, sistemas de
apoyo, equipos y procesos operen en correspondencia
con sus especificaciones de disefio. Demuestra que el
sistema, maquinaria y/o equipo involucrado opera
correctamente una vez que se ha concluido la
calificacion de la instalacion. Establecer por medio de
evidencia objetiva los limites de control de proceso y los
niveles de accion que resultan en un producto que
cumpla con todos los requerimientos predeterminados
(15, 17, 18).

4.- La calificacion del desempefio (CD) Establecer por
medio de evidencia objetiva que los procesos, bajo
condiciones anticipadas, producen de manera
consistente un producto que cumple con todos los
requerimientos predeterminados. Demuestra la
efectividad y reproductibilidad del proceso bajo

condiciones limites de operacion (15, 18).
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2.2.1.3 Parametros de Validacion

1.- Linealidad: es su capacidad de producir resultados
gue son directamente proporcionales o mediante una
transformacion matematica bien definida se convierten
directamente proporcionales a la concentracion de
analito dentro de un intervalo dado. La linealidad
generalmente se expresa en funcion de la varianza
alrededor de la pendiente de la recta de regresion
calculada, segun una relacibn matematica establecida, a
partir de los resultados obtenidos mediante el andlisis de
muestra con diferentes concentraciones de analito. Esta
relacion matematica se expresa de la siguiente manera:
Célculo de larecta de regresion:
Ecuacion de la Recta:

y=bx + a

Doénde:

X: Concentracion de analito

Y: Valor de la respuesta en area de pico

b : Valor de la pendiente de la recta

a : Valor del intercepto de la recta con eje “y”

El rango de un método analitico es el intervalo entre los
niveles superior e inferior del analito, incluyendo estos
valores, que se ha demostrado son determinados con
precision, exactitud y linealidad, empleando el método tal
cual esta escrito. La linealidad de un método analitico se
determina mediante el tratamiento matematico de los
resultados obtenidos a partir del analisis de muestras
con concentraciones de analito a lo largo del rango
propuesto por el método. El rango del método se valida
comprobando que el método analitico proporciona una

precision, exactitud y linealidad aceptables (20).
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2.- Exactitud: La exactitud de un método analitico es la
proximidad entre los resultados, obtenidos por ese
meétodo y el valor real. La exactitud puede a menudo
expresarse como un porcentaje de recuperacion, por
medio de la valoracion de cantidades conocidas
agregadas de analitos. Representa el grado en que un
método analitico es exacto para los fines propuestos.
Para formulaciones como tabletas, esto puede significar
una evaluacion potencial de la interaccion del principio
activo con los excipientes en un diluyente. Para el
analisis de un producto farmacéutico la exactitud es
evaluada por el andlisis de una mezcla con cantidades
conocidas de componentes.

Entre los procedimientos para determinar la exactitud de
un método de analisis cabe citar:

- Comparar el método propuesto con otro cuya exactitud
haya sido ya establecida.

- Comprobar este pardmetro, utilizando como muestra un
patron de calidad certificada.

- Aplicar el método analitico a una muestra o mezcla de
excipientes a las que se afladen cantidades conocidas
de un analito.

Mediante este ultimo método se agregan cantidades
conocidas de analito o mezcla de excipientes, tanto por
encima como por debajo del nivel normal previsto. A
partir de los resultados obtenidos luego de aplicar el
método propuesto, se calcula la exactitud como el
porcentaje de analito recuperado por medio de la

valoracion mediante la siguiente férmula (20):

%R = Xh x 100
Xa
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Donde:

%R: Porcentaje de recuperacion

Xh : Cantidad de analito hallado

Xa : Cantidad de analito afiadido

Donde el RSD de la cantidad de analito afiadido con la
cantidad de analito recuperado debe ser menor al 2%.

3.- Precision: es el grado de concordancia o de dispersion
de los resultados de la prueba, cuando el procedimiento
se aplica repetidamente a muestras mdultiples de una
muestra homogénea. Es la medida de cuan cerca estan
los valores unos de otros para un numero de mediciones
bajo las mismas condiciones analiticas. La precision de
un método analitico generalmente se expresa como la
desviacion estandar relativa (RSD) cuyo valor debe ser
menor o igual al 2%. La ICH (International Conference of
Harmonization), se utilizan dos componentes para definir
la precision:

a.-Repetibilidad o Capacidad de Repeticion: expresa la
precision del método de andlisis cuando es realizado por
un mismo analista bajo condiciones iguales como
equipo, reactivo e intervalos de tiempo. La repetibilidad
mide las variaciones dentro de un mismo laboratorio. Se
determina analizando un numero significativo de
muestras tomando de un lote homogéneo.

Los resultados se acompafian del valor medio,
desviacion estandar que debe ser menor o igual al 2%,
coeficiente de variacion deben ser menores o iguales al
1,5%

b.-Precision intermedia: expresa la precision del método
de analisis cuando es realizado por diferentes analistas y

bajo condiciones ligeramente diferentes, tales como
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distintos dias, diferentes instrumentos, entre otros. La
precision intermedia mide las desviaciones
interlaboratorios y se determina analizando un nuamero
significativo de muestras, tomadas de un lote
homogéneo, en diferentes dias, por distintos analistas y
utilizando distintos equipos, aplicando el mismo
procedimiento analitico (20).

4.- Especificidad: Este parametro se relaciona con el
grado en que otras sustancias interfieren en la
identificacion y, si procede, en la cuantificacion de los
analitos de que se trate. Mide la capacidad del método
para identificar/cuantificar los analitos en presencia de
otras sustancias, enddgenas o0 exdgenas, en una
muestra de la matriz en las condiciones exigidas por el
método. La especificidad se determina afadiendo
materiales que podrian encontrarse en la muestra. Por
ejemplo, para hacer un ensayo de la especificidad de un
método inmunoldgico aplicado a especimenes bioldgicos
pueden utilizarse sustancias que potencialmente
reaccionen entre si; una prueba de la especificidad de
un método visual seria afiadir sustancias interferentes
que puedan ocultar o enmascarar la reaccién de color;
un meétodo cromatografico para determinar la
concentracion de drogas ilicitas en muestras clinicas no
debe admitir interferencias por parte de los farmacos que
guepa esperar que se utilicen simultdneamente. La
especificidad depende de la concentracion y debe
determinarse el margen de error de calibracion en su
nivel mas bajo. La validacion debe garantizar el buen
funcionamiento del método, y que éste distingue los
efectos de las impurezas, las sustancias que reaccionan

entre si, que podrian estar presentes en la matriz (20).
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5.-Robustez: es la medida de su capacidad para
permanecer inafectado por pequefias variaciones
deliberadas en el método y provee un indicio de su

veracidad durante su uso normal (20).

2.2.2 Espectrofotometria Ultravioleta Visible

2.2.2.1 Concepto: El estudio a nivel bioquimico de cualquier
biomolécula requiere la utilizacién de técnicas analiticas que
permitan su determinacién cualitativa y cuantitativa, asi como
su caracterizacion fisico-quimica y biolégica. Uno de los
métodos mas sencillos, accesibles, utiles y utilizados es la
espectroscopia, en general, y la espectroscopia ultravioleta-
visible, en particular. Se pueden identificar y cuantificar
biomoléculas en solucibn y en muestras biolégicas, con el
empleo de reactivos especificos que reaccionan con el
compuesto a analizar y forman un producto coloreado que
permite detectarlo en muestras complejas.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de
las moléculas para absorber radiaciones, entre ellas las
radiaciones dentro del espectro UV- visible. Las longitudes de
onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la
eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura
atomica y de las condiciones del medio (pH, temperatura,
fuerza ionica, constante dieléctrica), por lo que dicha técnica
constituye un valioso instrumento para la determinacion y
caracterizacion de biomoléculas. Las moléculas pueden
absorber energia luminosa y almacenarla en forma de energia
interna. Esto permite poner en funcionamiento ciclos vitales
como la fotosintesis en plantas y bacterias.

Cuando la luz (considerada como energia) es absorbida por una
molécula se origina un salto desde un estado energético basal

o fundamental, E1, a un estado de mayor energia (estado
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excitado), E2. Y solo se absorbera la energia que permita el
salto al estado excitado. Cada molécula tiene una serie de
estados excitados (o bandas) que la distingue del resto de
moléculas. Como consecuencia, la absorcion que a distintas
longitudes de onda presenta una molécula -esto es, su
espectro de absorcion constituye una sefia de identidad de la
misma. Por ultimo, la molécula en forma excitada libera la
energia absorbida hasta el estado energético fundamental (21).
En espectroscopia el término luz no sélo se aplica a la forma
visible de radiacién electromagnética, sino también a las
formas UV e IR, que son invisibles. En espectrofotometria de
absorbancia se utilizan las regiones del ultravioleta (UV
cercano, de 195-400 nm) y el visible (400-780 nm). A
continuacion, se muestra en la figura 1 el espectro
electromagnético (22).
GRAFICO N° 1: Espectro Electromagnético
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Fuente: Fundamentos de la Espectroscopia UV-visible de Tony Owen

La region UV se define como el rango de longitudes de onda de
195 a 400 nm. Es una regiéon de energia muy alta. Provoca
dafio al ojo humano, asi como quemadura comun. Los

compuestos con dobles enlaces aislados, triples enlaces,
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enlaces peptidicos, sistemas aromaticos, grupos carbonilos y
otros heterodtomos tienen su méxima absorbancia en la regién
UV, por lo que ésta es muy importante para la determinacion
cualitativa y cuantitativa de compuestos organicos. Diversos
factores como pH, concentracion de sal y el disolvente- que
alteran la carga de las moléculas, provocan desplazamientos
de los espectros UV. La fuente de radiacion ultravioleta es una
lampara de deuterio. En la region visible apreciamos el color
visible de una solucion y que corresponde a las longitudes de
onda de luz que transmite, no que absorbe. El color que
absorbe es el complementario del color que transmite. Por
tanto, para realizar mediciones de absorcion es necesario
utilizar la longitud de onda en la que absorbe luz la solucion
coloreada. La fuente de radiacion visible suele ser una lampara
de tungsteno y no proporciona suficiente energia por debajo de
320 nm (22). En la tabla 1 podemos apreciar los colores que se
reflejan segun las longitudes de onda

TABLA N° 1: Transmision de colores segun longitudes de onda en la

region Ultravioleta visible

Longitud de onda Color de luz que se Color de luz que se
aproximada absorbe refleja o ve

390 - 435 Violeta Amarillo verdoso
435 — 490 Azul Amarillo
490 - 580 Verde Rojo
580 — 595 Amarillo Azul
595 - 650 Naranja Azul verdoso
650 — 780 Rojo Verde azulado

Fuente: Fundamentos de la Espectroscopia UV-visible de Tony Owen

Elaboracién: Propia
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2.2.2.2 Transmitancia y Absorbancia: Cuando un rayo de luz de
una determinada longitud de onda de intensidad incide
perpendicularmente sobre una disolucibn de un compuesto
guimico que absorbe luz o cromoforo, el compuesto absorbera
una parte de la radiacién incidente (la) y dejar4 pasar el resto
(It), de forma que se cumple: lo = la + |t
1.- La Transmitancia (T) de una sustancia en solucion es
la relacion entre la cantidad de luz transmitida que llega
al detector una vez que ha atravesado la muestra, I, y la
cantidad de luz que incidi6 sobre ella, lo, y Se representa
normalmente en tanto por ciento: % T = I/lo x 100. La
Transmitancia nos da una medida fisica de la relacion de
intensidad incidente y transmitida al pasar por la
muestra. La relacion entre %T y la concentracion no es
lineal, pero asume una relacion logaritmica inversa.
2.- La absorbancia (A) es un concepto mas relacionado
con la muestra puesto que nos indica la cantidad de luz
absorbida por la misma, y se define como el logaritmo de
1/T, en consecuencia: A = log 1/T = -log T = -log It/ lo.
Cuando la intensidad incidente y transmitida son iguales
(lo = It), la Transmitancia es del 100% e indica que la
muestra no absorbe a una determinada longitud de
onda, y entonces A vale log 1 = 0.
La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia
gue atraviesa la luz a través de la solucién del cromoforo

y de la concentracion de éste (21).

2.2.2.3 Ley de Lambert-Beer: Esta ley expresa la relacién entre
absorbancia de luz monocromatica (de longitud de onda fija) y
concentracion de un croméforo en solucién: A = log I/lo = €-c-l.

La absorbancia de una solucion es directamente proporcional a

su concentracion a mayor numero de moléculas mayor
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interaccion de la luz con ellas; también depende de la distancia
que recorre la luz por la solucién a igual concentracion, cuanto
mayor distancia recorre la luz por la muestra mas moléculas se
encontrara; y por ultimo, depende de ¢, una constante de
proporcionalidad denominada coeficiente de extincién que es
especifica de cada cromoéforo. Como A es adimensional, las
dimensiones de ¢ dependen de las de c y |. La segunda
magnitud () se expresa siempre en cm mientras que la primera
(c) se hace, siempre que sea posible, en M, con lo que las
dimensiones de ¢ resultan ser M-t-cm™.

Este coeficiente asi expresado, en términos de unidades de
concentracion molar (o un submultiplo apropiado), se denomina
coeficiente de extincion molar (em). Cuando, por desconocerse
el peso molecular del soluto, la concentracién de la disolucion
se expresa en otras unidades distintas de M, por ejemplo, g-L?,
las dimensiones de ¢ resultan ser distintas, por ejemplo g
L.L.cm, y al coeficiente asi expresado se denomina coeficiente
de extincion especifico (€s). La ley de Lambert-Beer se cumple
para soluciones diluidas; para valores de c altos, € varia con la
concentracion, debido a fenomenos de dispersion de la luz,

agregacion de moléculas, cambios del medio, entre otros (21).

2.2.2.4 Obtencion de un espectro de absorcion: El espectro de
absorcion es una representacion grafica que indica cantidad de
luz absorbida (¢) a diferentes valores de A. A partir de una
solucion diluida de un compuesto, cuya absorbancia maxima
entra dentro del rango de medida del espectrofotometro, se
vera el valor de absorbancia a diferentes longitudes de onda
frente a un blanco que contenga el disolvente de la solucion de
la muestra a caracterizar. A partir del espectro de absorcion se
obtendra el valor de A al que el compuesto presenta la mayor

absorbancia (Amax). Dicho A se utilizara a la hora de hacer
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determinaciones cualitativas y cuantitativas del compuesto. El
espectro de absorcibon de un cromoforo depende,
fundamentalmente, de la estructura quimica de la molécula.
No obstante, hay una gran cantidad de factores que originan
variaciones en los valores de Amax y &em, entre los que se
incluye el pH, la polaridad del solvente o moléculas vecinas y la
orientacion de los cromoforos vecinos; y cada uno afecta de
forma particular. Por ejemplo, variaciones originadas por
cambios de pH son debidas al efecto de éste sobre la
ionizacion del compuesto (21). A continuacion, en la Figura 2
se muestran como ejemplo los espectros de absorcion de
HNTS (reactivo empleado para la determinacion de especies
oxidantes) y comprobandose que por espectrofotometria se
puede seguir el efecto que ejercen el pH y los oxidantes (22).
GRAFICO N° 2: Espectros de absorcion de HNTS vy el efecto que ejercen

el pH y los oxidantes

Efecto del pH en la absorcion de HNTS. Desplazamiento del maximo de absorcion y
Espectros 1y 2 en medio acido (maximo de descenso de absorbancia cuando el HNTS se
absorcion a 370 nm); espectros 3y 4 en incuba con H,0, a distintos tiempos (0, 5,10y
medio basico (méaximo a 410 nm). 15 minutos).

Fuente: Fundamentos de la Espectroscopia UV-visible de Tony Owen
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2.2.2.5 Curvas de calibrado: Para obtener una curva de

calibrado de un compuesto se preparan soluciones de
diferentes concentraciones del mismo, determinandose para
cada una de ellas el valor de absorbancia a Amax. Estos
valores de absorbancia se representan en el eje de las
ordenadas (eje de y) y los de concentracion en el eje de
abscisas (eje de x). Se observard& que, a bajas
concentraciones, el aumento de concentracion se corresponde
con un incremento lineal en la absorbancia (zona de
cumplimiento de la ley de Lambert-Beer). A concentraciones
altas la linealidad se pierde y se observa que la linea se
aplana, por lo que las medidas son poco fiables. La
representacion de Lambert-Beer, A = ¢-cl, nos permitira
calcular el valor del coeficiente de extincion molar, que

corresponde a la pendiente de la recta (22).

GRAFICO N° 3: Curva de Calibracién
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Fuente: Fundamentos de la Espectroscopia UV-visible de Tony Owen

2.2.2.6 Tipos de Espectrofotometria: en la Tabla 2 se muestra

los principales tipos de espectrofotometrias agrupadas segun el

tipo de interaccion luz-molécula (absorcion o emision) y segun

la zona del espectro en la que se trabaja (22).

TABLA N° 2: Tipos de Espectrofotometria

ABSORCION

Molecular

UV-VIS (Ultravioleta visible)
IR (Infrarrojo)

RMN (Resonancia Magnética Nuclear)

Atémica

Llama EAA

Electrotérmica (GF)

EMISION

Atébmica

Llama (EAA)

Plasma (ICP)

Molecular

Fluorescencia (FS, XRF)

OTROS

Espectroscopia de Masas (EM)
Turbimetria
Refractometria

Polarimetria

Fuente: Fundamentos de la Espectroscopia UV-visible de Tony Owen

Elaboracién: Propia
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2.2.2.7Caracteristicas del Equipo de Espectrofotometria UV-VIS:

Se distinguen dos tipos de aparatos:

» Fotometro o Colorimetro: se caracterizan porque utilizan filtros

gue solo permiten el paso de una determinada longitud de onda.

» Espectrofotometros: utilizan cromadores. Con ellos se obtiene

un haz de luz monocromatico cuya longitud de onda se varia a

voluntad. Los monocromadores pueden ser de dos tipos:

prismas y redes de difraccion.

Las principales partes de un espectrofotdmetro son:

1.-
de

Fuente de luz: proporciona energia radiante en forma

luz visible 0 no visible.

Tipos de lamparas:

>

Lamparas de filamento de tungsteno: se utilizan para
longitudes de onda del espectro visible y el ultravioleta
préximo. Son fuentes de un espectro continuo de
energia radiante entre 360-950 nm.

Lamparas de filamentos de haluros de tungsteno: son
de mayor duracion y emiten energia radiante de mayor
intensidad.

Lamparas de Hidrogeno y Deuterio: producen un
espectro continuo en la region ultravioleta entre 220-
360 nm.

Lamparas de vapores de Mercurio: Emiten un
espectro discontinuo o espectro de lineas que se
utilizan para calibracién de longitudes de onda, se
emplean solo para espectrofotometros y cromatografia
HPLC.

2. Rendija de entrada: tiene como funcién reducir al

maximo la luz difusa y evitar que la luz dispersa entre en

el

sistema de seleccion de longitud de onda.

3. Monocromadores. Pueden ser:
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-Prismas: son fragmentos con forma de cufia de un
material que permite el paso de la luz. Ej. De vidrio para
trabajar en el espectro visible o cuarzo para trabajar en el
ultravioleta lejano.

*Redes de difraccion: son un gran numero de lineas
paralelas situadas a distancias iguales entre si y son
hendiduras sobre un vidrio o una superficie metélica.
Cada una de estas hendiduras se comporta como un
pequefio prisma.

4. Rendija de salida: tiene como funcién impedir que la luz
difusa atraviese la cubeta de la muestra, que provocaria
desviaciones a la Ley de Beer.

5. Cubeta: es el recipiente donde se coloca la muestra
para la medicién. Pueden ser de distintos tipos y tamafios
(cuadradas, rectangulares, redondas). Las cubetas deben
ser tan claras o transparentes como sea posible, sin
impurezas que puedan afectar a wuna lectura
espectroscopica. Se obtienen mejores resultados usando
cubetas de bordes paralelos. Si se utilizan cubetas
redondas se deben marcar e introducir en el aparato
siempre en la misma posicidn. Suelen estar fabricadas en
vidrio o en plastico. En este trabajo utilizaremos las

cubetas de cuarzo.

- Cuarzo: tienen trayecto interno de 1cm, pueden utilizarse
con fuentes luminosas que producen luz visible (longitud
de onda de 400 a 800nm) o para la region del ultravioleta
(bajo de 200 a 400 nm)

6. Detector. Puede ser de dos tipos:

» Fotocélulas o células fotovoltaicas: Es una lamina de
Cobre sobre la que se extiende una capa de Selenio o de

Oxido de Cobre. A esto se le conoce como
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semiconductor. Sobre el semiconductor hay una capa de
metal transparente que sirve de electrodo. La luz incide
sobre el Selenio y éste desprende electrones, que pasan
a la placa de Cobre originando una diferencia de
potencial por existir carga negativa sobre el Cobre y
positiva sobre el Selenio. El conjunto se conecta a un

amperimetro que sefiala el paso de corriente.

Caracteristicas: son resistentes; economicas; sensibles
desde el ultravioleta hasta los 1.000 nm de longitud de
onda; no se requiere bateria externa, ni vacio; la corriente
producida es directamente proporcional a la energia que
llega y tienen “efecto fatiga”, es decir, que presentan una
subida inicial de corriente, que luego decrece
progresivamente hasta el equilibrio. Por eso hay que

esperar entre 30-60 segundos entre una lectura y otra.

» Fototubos multiplicadores: es un tubo que contiene un
catodo que emite electrones de forma proporcional a la
energia que incide sobre él. Tiene un anodo que recoge
los electrones y la corriente se multiplica varias veces al
chocar los electrones sobre sucesivos anodos que van
teniendo un voltaje superior al precedente. La sefal se

amplifica en cientos o miles de veces.

Caracteristicas: el tiempo de respuesta es muy rapido, no
tienen “efecto fatiga” tan altos como la anterior y son muy

sensibles.

7. Medidor: son sistemas de lectura de la energia eléctrica
gue recoge el detector y que puede ser lectura directa (se
utiliza una célula fotovoltaica) o puede ser amplificadores
de sefial como en el caso del fototubo multiplicador. Los

actuales aparatos incorporan lectura digital y calculos
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automaticos de concentraciones con relacion a las curvas

de calibracion (22).

A continuacion en la Figura 3 se muestra las partes de un

espectrofotometro.

GRAFICO N° 4: Partes de un Espectrofotometro Ultravioleta visible
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(Fotocelda)
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Fuente de Luz (Prisma o Rejilla) Solucion
(en la Cubeta)

Fuente: Fundamentos de la Espectroscopia UV-visible de Tony Owen.
2.2.3 Nifedipino

2.2.3.1 Descripcion: ElI nifedipino, un derivado de
1,4=dihidropiridina de segunda generacion, es una antagonista
de calcio que bloquea la entrada de iones calcio (Ca? hacia el
interior de la célula dando lugar, principalmente, a efectos
vasodilatadores periféricos y coronarios). El nifedipino, junto
con otros antagonistas del calcio, se ha utilizado
frecuentemente con el fin de estudiar los mecanismos
reguladores calcio dependientes (23).

2.2.3.2 Estructura: El nifedipino presenta la siguiente estructura
quimica:

GRAFICO N° 5: Formula estructural del Nifedipino (24).

z—z
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Fuente: Ficha de Datos de Seguridad ACOFARMA Conforme al
Reglamento (CE) N° 1907/2006
Nombre quimico : 2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-1,4-dihidropiridina-3,5-
dicarboxilato de dimetilo.
Formula molecular: C17H18N20s
Peso molecular : 346,33
Punto de fusion : 172 -174°C
Caracteristicas  : El Nifedipino es un polvo cristalino, amarillo.
La relacién estructura-actividad que se ha observado en los farmacos que
actian bloqueando los canales de calcio, han permitido una mejor
comprension de su interaccion con dicho canal. En particular, se han
estudiado con detalle los requerimientos estructurales que conducen a
una actividad 6ptima en las 1,4- dihidropiridinas, como es el caso del
nifedipino. Asi, se ha observado que el anillo 1,4- dihidropiridina al igual
gue el hidrégeno situado sobre el &tomo de nitrégeno son esenciales para
su actividad. La sustitucion de los agrupamientos éster por sustituyentes
aceptores de electrones provoca una disminucién en su actividad. El
grupo nitro se asocia con una actividad estimulante y se ha sugerido que
las diferencias entre los puentes de hidrogeno, que se establecen con
participacion de los grupos éster y nitro, son los que inducen a una
conformacion  preferentemente cerrada (bloqueante) o abierta
(estimulante) (25).
2.2.3.3 Propiedades Fisicas y Quimicas (24)
TABLA N° 3: Propiedades Fisicas y Quimicas del Nifedipino

Estado Fisico Solido
Color Amarillo limon
Olor Inodoro
Valor pH (suspension acuosa 1%) Aprox. 6.0
Agua (20°C) | Préacticamente insoluble
Solubilidad Etanol Ligeramente soluble
Cloroformo Soluble
Eter Practicamente insoluble
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Fuente: Ficha de Datos de Seguridad ACOFARMA Conforme al
Reglamento (CE) N° 1907/2006

Elaboracién: Propia

2.2.3.4 Propiedades Farmacologicas

1.-Propiedades farmacodinamicas: Grupo
Farmacoterapéutico: derivados de la dihidropiridina,
cédigo ATC: C08 CA05 EI nifedipino es un
calcioantagonista del grupo de las dihidropiridinas que
inhibe el flujo de iones calcio al tejido miocardico y al
tejido muscular liso de las arterias coronarias y de los
vasos periféricos. De ello resultan los siguientes efectos
farmacologicos y terapéuticos: El nifedipino dilata las
arterias coronarias mejorando el suministro de oxigeno
al miocardio al aumentar el flujo sanguineo coronario. Al
mismo tiempo, reduce las necesidades de oxigeno del
miocardio por disminucion de la postcarga. Con el
empleo continuado de nifedipino puede prevenirse el
desarrollo de nuevas lesiones ateroscleroticas. El
nifedipino dilata los vasos arteriales periféricos,
reduciendo la resistencia periférica y disminuyendo la
presion arterial elevada (24).
2.- Propiedades farmacocinéticas El nifedipino se
absorbe con rapidez y casi completamente (aprox.
100%). Sin embargo, la biodisponibilidad del nifedipino
administrado por via oral (formulacion de liberacion
inmediata) es del 45-56% debido a un efecto de 1ler.
paso. La administracion simultanea con alimentos
retrasa, pero no reduce su absorcion. El nifedipino se
metaboliza en el higado y pared intestinal,

principalmente por procesos oxidativos. Los metabolitos
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resultantes no presentan actividad farmacodindmica. El
nifedipino se excreta principalmente por via renal en
forma de metabolitos, y alrededor del 5-15% por via
biliar con las heces. El principio activo inalterado solo se
recupera en trazas (por debajo de 0,1%) en la orina.
Durante el tratamiento a largo plazo con la dosis usual
no se ha observado acumulacién del principio activo
(24).

2.2.3.5 Contraindicaciones

El uso de nifedipino para el tratamiento de la hipertension
en pacientes de mas 70 afios ha sido asociado a un
aumento del riesgo de mortalidad 4 veces mayor en
comparacién con otros antihipertensivos (como los beta-
bloqueantes, los inhibidores de la ECA o el verapamilo).
En los ancianos los niveles plasmaticos del nifedipino
son superiores a los de la poblacibn en general,
ocurriendo lo mismo en pacientes con insuficiencia
hepética o cirrosis. Estos pacientes se deberan vigilar
cuidadosamente para evitar la acumulacién de
nifedipino, con sus correspondientes efectos toxicos.

El nifedipino se clasifica dentro de la categoria C de
riesgo en el embarazo y solo debe utilizarse si los
beneficios para el paciente son claramente superiores a
los riesgos potenciales.

El nifedipino se excreta en la leche materna y podria
causar hipotension y taquicardia al lactante. No se
aconseja la lactancia durante el tratamiento con
nifedipino.

En base a la experiencia con otros calcioantagonista, no
se administrara nifedipino conjuntamente con rifampicina
(24).
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2.2.3.6 Efectos adversos

Vasculares: son frecuentes (10-25% de los pacientes) los
relacionados con un exceso de vasodilatacion periférica
(mareos, cefalea, sofocos, rubor facial, edema
periférico). Estos efectos son menores con las formas de
liberacion retardada porque proporcionan niveles
plasmaticos menos variables.
Cardiacos: ocasionalmente hipotension, palpitaciones,
insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio y edema
pulmonar. Raramente taquicardia y angina de pecho. La
taquicardia es un signo reflejo del sistema simpatico en
respuesta a la caida de la resistencia periférica y ocurre
mas acusadamente con las formas de liberacion rapida.

Digestivos: ocasionalmente nauseas, diarrea,
estrefiimiento, dispepsia, dolor abdominal. Raramente
vomitos.

Sistema nervioso: ansiedad, insomnio, somnolencia,
astenia, parestesia.

Otros:  erupcion  exantematica,  prurito, urticaria,
congestion nasal, tos, artralgias, calambres musculares,

sudoracion, hiperplasia gingival, aumento de peso (24).

2.3 Definicién de términos basicos

Ensayo: Operacion técnica realizada de acuerdo a un procedimiento
especifico, que consiste en la determinacion cualitativa y/o
cuantificacion de una o mas caracteristicas (propiedades o principio
activo) en un determinado producto, proceso o servicio.

Especificidad: Habilidad de evaluar inequivocamente el analito en
presencia de componentes que se puede esperar que estén
presentes. Tipicamente éstos pueden incluir impurezas, productos de

degradacion, la matriz, entre otros.
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Exactitud: Expresa la cercania entre el valor que es aceptado, sea
como un valor convencional verdadero, sea como un valor de
referencia aceptado y el valor encontrado (valor promedio) obtenido al
aplicar el procedimiento de analisis un cierto nimero de veces.

Limite maximo permitido (LMP): Nivel maximo o tolerancia establecida
para un analito en una reglamentacion.

Linealidad: Habilidad del procedimiento analitico de obtener
resultados de prueba que sean directamente proporcionales a la
concentracion de analito en la muestra.

Material de referencia certificado: Material en el que los valores de
una o mas de sus propiedades estan certificados por un
procedimiento técnicamente validado, bien sea que este acompafnado
de un certificado u otra documentacion emitida por un ente
certificador.

Método de ensayo validado: Método de ensayo aceptado en el que
se han llevado a cabo estudios de validacion con el fin de determinar
su precision y fiabilidad para un propésito especifico.

Precision: expresa la cercania de coincidencia entre una serie de
mediciones obtenidas de multiples muestreos de una misma muestra
homogénea bajo condiciones establecidas. Puede considerarse a tres
niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

Precision intermedia: Precision obtenida dentro del laboratorio por
diferentes analistas, diferentes equipos, dias distintos con la misma
muestra homogénea.

Robustez: Medida de la capacidad de un procedimiento analitico de
permanecer inafectado por pequefias pero deliberadas variaciones en
los parametros del método y provee una indicacion de su fiabilidad en
condiciones de uso normales.

Validacién: Verificacion de determinados parametros de un método en
la que los requisitos especificados para estos, demuestran que el

meétodo es idoneo para un uso previsto.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de Investigacion
3.1.1 Método
Cientifico: ya que se generd objetivos, hipotesis y conclusiones que
llevdo a cabo la validacion del método por Espectrofotometria
Ultravioleta visible.
Analitico: ya que se analizaron cada parametro de validaciébn como
linealidad, exactitud, precision y robustez para la validacion de la
metodologia.
Deductivo: porque del analisis obtenido de la muestra representativa
que seran 20 tabletas de Nifedipino se elaboraron las conclusiones.
Cuantitativo: se evalud las muestras de Nifedipino, de las cuales se
obtuvieron resultados porcentuales y se analizaron mediante métodos
estadisticos para obtener los resultados.
3.1.2 Técnicas
Observacion: ya que se registraron, analizaron e interpretaron los
datos obtenidos del andlisis de Nifedipino a través de la lectura del
espectrofotometro para elaborar las conclusiones.
3.1.3 Disefio
Transversal: porque los datos se obtuvieron en un periodo de junio a
agosto.
Descriptivo: porque se identificd la poblacion de estudio, se definieron
los objetivos, generaron hipoétesis, definieron las variables, y se
formularon conclusiones para realizacion de la validacion del método

por Espectrofotometria Ultravioleta visible.

3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion
3.2.1 Poblacion.
Tabletas de Nifedipino de 10mg distribuidas en el Hospital
Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.
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3.2.2 Muestra
20 tabletas de Nifedipino 10 mg dispensadas en el Hospital

Nacional Guillermo Almenara Irigoyen.

3.3 Variables e Indicadores
Variable Independiente (X)
Determinacion de contenido de Nifedipino por Espectrofotometria UV-
VIS

VARIABLE (X) INDICADORES

Cumple (90-110% de la
cantidad rotulada)

Determinacion de

contenido de Nifedipino

por Espectrofotometria
UV-VIS No cumple (90-110% de

la cantidad rotulada)

Variable Dependiente (Y):
Validacion del Método por Espectrofotometria UV-VIS

VARIABLE INDICADORES
Validacion del Cumple
Método No cumple
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3.4Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos

3.4.1 Técnica

PROTOCOLO DE VALIDACION
CONTENIDO

1.

. Alcance

ga A~ 0N

Objetivo

. Responsabilidad
. Justificacion

. Calificacion Instrumental

» Espectrometro

» Balanza analitica

. Validacién del método

6.1 Descripcion del método analitico propuesto
6.1.1 Materiales, reactivos y equipos
6.1.2 Condiciones de trabajo
6.1.3 Procedimiento analitico
6.1.4 Calculos

. Desarrollo de los parametros de validacion

7.1 Linealidad

7.2 Exactitud

7.3 Precision (Repetibilidad y Precision intermedia)
7.4 Robustez
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1.- OBJETIVO
Demostrar que la técnica de Cuantificacion de NIFEDIPINO de 10mg
tableta por el método de Espectrofotometria Ultravioleta Visible,
cumple con las exigencias dadas por la USP segun los parametros de
la validacion.
2. ALCANCE
Andlisis cuantitativo empleando el método de Espectrofotometria
Ultravioleta Visible para el principio activo Nifedipino en la forma
farmacéutica de tableta.
3. RESPONSABILIDADES
Corresponde al analista que realizara los pasos establecidos en este
protocolo.
4. JUSTIFICACION
La técnica por Espectrofotometria Ultravioleta Visible, es una técnica
gue por su naturaleza es muy fiable, es especifica, selectiva y de muy
buena exactitud.
5. CALIFICACION DEL INSTRUMENTO Y DE SU FUNCIONAMIENTO
Los instrumentos empleados en la validacién del método analitico son:
a) ESPECTROFOTOMETRO ULTRAVIOLETA / VISIBLE
Marca: Varian
Modelo: Cary 50
b) BALANZA ANALITICA
MARCA : RADWAG
MODELO : AS 220.R2
SENSIBILIDAD: 0.0001g
CAPACIDAD :200g
6. VALIDACION DEL METODO ANALITICO
6.1 DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO PROPUESTO
6.1.1 Materiales, reactivos, estandares y equipos.
Materiales:
e Mortero y pilon

e Pipetas volumétricas de 50mL, 10mL, 5mL.
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e Fiolas de 50mL, 100mL
e Embudos de vidrio

Otros:
e Papel filtro Whatman N°42
e Cubeta de cuarzo.
e Pipeteador
e Pizetas

Reactivos:

e Etanol 96%
e Metanol grado P.A.

Estandar:
Nifedipino
Lote: 0144-061A
Fecha de Expiracion: 31 Julio 2017
Potencia: 99,9%
6.1.2 Condiciones de trabajo
* Principio activo : NIFEDIPINO
* Especificaciones : 90 -110 % (Nifedipino)
» Técnica empleada: Espectrofotometria Ultravioleta Visible
» Condiciones Espectrofotométricas UV-VIS
Celda de cuarzo
Longitud de Onda 342 nm
Temperatura ambiente
6.1.3 Procedimiento analitico: Método espectrofotométrico
ultravioleta en medio alcohdlico utilizando como solvente
Etanol de 96%.
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE TRABAJO
Procedimiento:
1.-Preparacion de la disolucion de Nifedipino patron de
referencia: Se pesaron 25,2 mg de nifedipino sustancia de
referencia y se transfirié a un frasco volumétrico de 50 mL. Se

adicion6 30 mL de etanol 96 % y se agitO hasta total
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disolucion. Se enraso con el mismo solvente, se pipetearon 3
mL de la solucion, se transfirieron a un frasco volumétrico de
50 mL y se enraso con etanol al 96 %. Se obtuvo una solucién
con una concentracion de 30 pg/mL. Se determind la
absorbancia a 342 nm.

2.-Preparacion de la disolucién muestra de Nifedipino: Se peso
20 tabletas de nifedipino, se determiné el peso promedio y se
trituraron en un mortero. Se pesé polvo de tabletas
equivalente a 15 mg de nifedipino, se transfiri6 a un frasco
volumétrico de 50 mL y se le adicion6 30 mL de etanol al 96
%, lo cual se agit6 mecanicamente durante 30 min. Se enrasé
con etanol al 96 % y se filtrd, y se desecharon los primeros 15
mL del filtrado. Se pipetearon 5 mL del filtrado y se
transfirieron a un frasco volumétrico de 50 mL. Se enraso6 con
etanol al 96 %. Se obtuvo una solucidon con una concentracion
de 30 pg/mL. Se determiné la absorbancia a 342 nm. Una vez
determinada la absorbancia de la muestra y el patron de
referencia, se calcul6 el porcentaje de principio activo.

6.1.5 Célculos:

[MP]= AbsMP x [ST] PostStTC x Fd (MP) x PP
AbsST x mg/tab

Donde:

[MP] : Concentracion en miligramos de Nifedipino por tableta
AbsMP  : Absorbancia de la muestra problema

[ST] : Concentracion del estandar

AbsST : Absorbancia del estandar

Post St TC: Potencia del estandar tal cual

Fd(MP) : Factor de dilucion de la muestra problema.

PP : Peso promedio de las tabletas.
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7.- DESARROLLO DE LOS PARAMETROS DE VALIDACION

7.1 LINEALIDAD.- Se determina empleando estandares de referencia
en las concentraciones de 50, 70, 100, 125 y 150%; siendo el 100%
una concentracién final de 30 pg/mL, que corresponde a la
concentracion final de la muestra en el ensayo.
Leer a una longitud de onda de 342 nm, y usar como blanco Etanol
96%. Se construyeron curvas de absorbancia contra concentracion y
se efectu6 un analisis de regresion, calculando el coeficiente de
regresion (r), el coeficiente de determinacion (r?), coeficiente de
variacion de los factores de respuesta (CVi), las pendientes,
interceptos y significacion de estas.
Los criterios de aceptacion son:
CVi <5 %; r 2 0,99; r? 20,98; intercepto no significativamente diferente
de cero y la pendiente altamente significativa.
PREPARACION DE LAS DILUCIONES:
a.-Solucion Madre (concentracion = 30pg/mL)
Pesar 30mg de Nifedipino estandar colocar en una Fiola de 100mL y
enrasar con Etanol 96% y homogenizar.
a.1l Solucion Estandar al 50% (Concentracion = 15 pg/mL)
En una Fiola de 100 mL, colocar 5 mL de la solucién Madre
exactamente medidos, enrasa con Etanol 96% y homogenizar.
a.2 Solucion estandar al 70% (Concentracién = 21 pug/mL)
En una Fiola de 100 mL, colocar 7 mL de la solucibn Madre
exactamente medidos, enrasar y homogenizar.
a.3 Solucion estandar al 100%( Concentracion = 30 pg/mL)
En una Fiola de 100 mL, colocar 10 mL de la solucion Madre
exactamente medidos, enrasa con Etanol 96% y homogenizar.
a.4 Solucion estandar al 125% (Concentracion= 37,5 pg/mL)
En una Fiola de 100 mL, colocar 12,5 mL de la solucion Madre
exactamente medidos, enrasar y homogenizar.

a.5 Solucion estandar al 150% (Concentracion =45 pg/mL)
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En una Fiola de 100 mL, colocar 15 mL de la solucién Madre

exactamente medidos, enrasar y homogenizar.

7.2 EXACTITUD.- Se construyeron las curvas de calibracion (3 puntos
por triplicado de 50, 100 y 150 % y se calcul6 el % de recuperacion (%
recuperado vs. % tedrico de los puntos equivalentes al 50, 100 y 150
%). Los resultados fueron procesados estadisticamente de igual forma
que la curva de calibracién de la linealidad del sistema.

Los criterios de aceptacion son:

% R =97-103 %; CV < 3,0 %.

7.3 PRECISION. -Dentro del término de precision se pueden
distinguir dos estudios Repetibilidad y Precision intermedia.
-Repetibilidad: este ensayo se realiz6 con disoluciones muestras
de nifedipino con concentraciones de 21; 30 y 34,5 ug/mL
correspondientes al 70, 100 y 115 % de la concentracion de trabajo,
por el mismo analista, en el mismo laboratorio, el mismo dia y con el
mismo equipo Y reactivos, realizando cada nivel por triplicado.
Criterios de aceptacion:
Los coeficientes de variacion de los porcentajes de contenido para
cada nivel de concentracion deben ser menores o iguales al 1,5 %.
PREPARACION DE LAS DILUCIONES:
a.-Solucién Madre (concentracion = 30pg/mL)
Pesar 30mg de Nifedipino estandar colocar en una Fiola de 100mL
y enrazar con Etanol 96% y homogenizar.
a.1 Solucion estandar al 70% (Concentracion = 21 pg/mL)
En una Fiola de 100 mL, colocar 7 mL de la solucion Madre
exactamente medidos, enrasar y homogenizar.
a.2 Solucion estandar al 100%( Concentracién = 30 pg/mL)
En una Fiola de 100 mL, colocar 10 mL de la solucion Madre
exactamente medidos, enrasa con Etanol 96% y homogenizar.

a.5 Solucion estandar al 115% (Concentracion = 34,5 pug/mL)
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En una Fiola de 100 mL, colocar 11,5 mL de la solucién Madre
exactamente medidos, enrasar y homogenizar.
-Precisién intermedia: este ensayo se realiz6 con disoluciones
muestras de nifedipino con concentraciones de 30 pg/mL
correspondientes al 100 % de la concentracion de trabajo, por
triplicado, por 2 analistas, durante 3 dias sin variar las condiciones
experimentales.
Criterios de aceptacion:

El coeficiente de variacion debe ser menor o igual al 3,0 %.

ROBUSTEZ: en este ensayo se trabajo con una disolucién de
nifedipino de concentracién de 30 pug/mL correspondientes al 100%;
una diluida en alcohol de 96% y la otra diluida con metanol y se
determind la absorbancia a longitudes de onda de lectura de 342 + 3.

2.4.2 Instrumentos
Balanza
Mortero y pilén
Embudo y papel filtro

Espectrofotometro y hoja de registro de datos.
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CAPITULO IV
PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 Resultados

En la Tabla N° 4 se muestra el peso de las 20 tabletas de Nifedipino,
dando como resultado un valor de 232,14mg/tableta, con un peso minimo
de 227,1 mg y maximo de 239,3 mg, una DS de 3,0%; con una precision
expresada como CV% de 1.3%, por lo que el resultado cumple con lo
especificado en el protocolo de anlisis.

TABLA N° 4: Peso promedio del contenido de Nifedipino

N° Tableta Peso (mg)
Tableta N°1 2337
Tableta N°2 2327
Tableta N°3 2332
Tableta N°4 2328
Tableta N°5 2393
Tableta N°6 232.7
Tableta N°7 236.2
Tableta N°8 232.3
Tableta N°9 230,5
Tableta N° 10 233,7
Tableta N°11 231.6
Tableta N°12 2334
Tableta N°13 2297
Tableta N°14 230,0
Tableta N° 15 227.2
Tableta N° 16 2277
Tableta N°17 2351
Tableta N°18 230,6
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Tableta N°19 227.1
Tableta N° 20 233.3
Promedio 232,14
DS 3,0
CV% 1.3
Minimo 227,1
Maximo 239,3

Fuente y Elaboracion propia.

En la Tabla N° 5 se muestra los resultados de absorbancia obtenidos de
las Muestras N° 1, 2 y Estdndar preparados segun esquema experimental
y se hizo la lectura en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 342
nm.

TABLA N°5: Lectura de la muestra de Nifedipino

0.3352

M1 0.3324
Promedio M1 0.3347
0.3365

M2 0.3350
Promedio M2 0.3357
0.2947

0.2945

ST 0.2951
0.2946

0.2949

Promedio St 0.2948

Fuente y Elaboracion propia
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En la tabla N° 6 se muestra los resultados de cuantificacion de principio
activo contenido en la tableta de Nifedipino de 10mg, donde se observa
un valor de 10,94 mg/tab correspondiente al 109,4%, de la cantidad
rotulada el cual cumple con la especificacion establecida (90 — 110%)

TABLA N° 6: Cuantificacion de Nifedipino en tabletas del Laboratorio

Concentracion

Muestra % Nifedipino
mg / tab
M1 10.93 109.3
M2 10.96 109.6
PROMEDIO 10,94 109,4

Fuente y Elaboracién propia

Resultados de Validacion del Método Analitico
En la Tabla N° 7 se observan los resultados mostrando valores de
coeficiente de correlaciéon r igual a 0,9992, coeficiente de determinacion
de 0,9983 y coeficientes de variacion de los factores de respuesta de
0,7%. El andlisis estadistico de regresién ofrecié un intercepto que no es
estadisticamente diferente de cero: -0.0428. La pendiente resultdé ser
altamente significativa: 0,0085.
TABLA N° 7: Prueba de Linealidad

Conc (%) | C(x) pg/mL | Abs Factor de respuesta
0,0812 0,00541
15 0,0813 0,00542
50 0,0816 0,00544
Promedio | 0,0814 0,00542
0,1375 0,00655
21 0,1379 0,00657
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75 0,1377 0.00656
Promedio | 0,1377 0,00656
0,2098 0,00699
30 0,2102 0,00701
100 0,2097 0,00699
Promedio | 0,2099 0,00700
0,2813 0,00750
37,5 0,2807 0,00748
125 0,2803 0,00747
Promedio | 0,2807 0,00748
0,3339 0,00742
150 45 0,3342 0,00743
0,3340 0,00742
Promedio 0,3341 0,00742
Promedio Total 0,0068

DS 17,5

CV% 0,7
Coeficiente de correlacion 0,9992
Coeficiente de determinacién 0,9983
Intercepto -0,0428
Pendiente 0,0085

Fuente y Elaboracion propia.

Ecuacioén de la recta:

y = 0,0085X —0,0428
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GRAFICO N° 6: Curva de Calibracion de Nifedipino

Curva de Calibracion de Nifedipino
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Fuente y Elaboracién propia.

En la tabla N° 8 se muestra el porcentaje de recobro de la tableta de

Nifedipino donde hay una recuperacién cercana al 100%.

TABLA N°8: Prueba de Exactitud

50 0.0814 15 14,61 97,4
100 0.2099 30 29,73 99,1
150 0.3341 45 44,34 98,5
98,3
0,9
0,9

Fuente y Elaboracion propia.

En la Tabla N° 9 se muestra los resultados de coeficiente de variacion

0,83%, o0 sea, menor de 1,5% limite establecido para este método.

59



TABLA N°9: Prueba de Repetibilidad

70

21

0,1419

0,1413

0,1418

PROMEDIO

0,1417

100

0,2134

30

0,2137

0,2138

PROMEDIO

0,2136

115

0,2541

34,5

0,2534

0,2544

PROMEDIO

0,2540

14,2

0,83

Fuente y Elaboracion propia.

En la Tabla N° 10 se muestra el resultado del coeficiente de variacion

igual a 0,12; y fue menor al limite superior establecido para el método

(CV<3%).
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TABLA N° 10: Prueba de Precisiéon Intermedia

1 0,2146 0,2149
2 0,2144 0,2154
I 3 0,2147 0,2146
PROMEDIO 0,2146 0,2150
1 0,2145 0,2152
2 0,2148 0,2150
Il 3 0,2145 0,2146
PROMEDIO 0,2146 0,2149
1 0,2150 0,2148
2 0,2150 0,2158
[l 3 0,2156 0,2146
PROMEDIO 0,2152 0,2151
0,00033
0,12

Fuente y Elaboracion propia
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En la Tabla N° 11 se muestra el resultado del coeficiente de variacion

igual a 0,8; y fue menor al limite superior establecido para el método

(CV<2%).
tabla n® 11: Prueba de Robustez
Solvente N° de Abs a Abs a Abs a
Replicas 339nm 342nm 345nm
1 0,4237 0,4291 0,4228
2 0,4235 0,4293 0,4227
ETANOL 3 0,4234 0,4286 0,4229
PROMEDIO | 0,4235 0,4290 0,4228
1 0,3415 0,3453 0,3404
2 0,3413 0,3450 0,3399
METANOL 3 0,3414 0,3449 0,3399
PROMEDIO | 0,3414 0,3451 0,3401
DS 0,0034 0,0026
CV% 0,80 0.76

Fuente y Elaboracién propia.
4.2 Analisis e Interpretacion de Resultados
Para la validacion del método analitico por Espectrofotometria UV-VIS se
analizaron los parametros siguientes parametros:
Linealidad como se observa en la Tabla N°7 el valor del coeficiente de
correlacion r=0,9992 por lo que se acerca a la unidad y coeficiente de

determinacién R?=0,9983 siendo el valor minimo permisible de 0,997; asi
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como también el valor de la pendiente e intercepto estan dentro de los
limites exigidos: por lo que queda demostrado que hay una buena
correlacion entre la concentracion y la respuesta obtenida (valores de
absorbancia) por lo tanto el método es lineal ya que cumple con las
especificaciones exigidas.

Exactitud como se observa en la Tabla N° 8 los resultados estan en
funcidén del porcentaje de recuperacion y el coeficiente de variacion, asi
gueda demostrado que el método es exacto ya que los valores de

porcentaje de recuperacién son cercanos al 100% (%R=98,3%).

Repetibilidad como se observa en la Tabla N° 9 en los resultados se
analizaron los niveles de concentracion equivalentes al 70, 100 y 115 %
de la concentracion de trabajo. Se considera bajo el 70 % ya que el limite
de aptitud del producto terminado es entre 90 y 110 % de la cantidad
establecida. El valor de 115 % se considera alto pues constituye el limite
superior establecido para la uniformidad de contenido. Cuando se
compararon las dispersiones para los 3 niveles de concentraciones
estudiadas, se demostrd la no existencia de diferencias estadisticamente
significativas. El valor total de CV fue menor del 1,5 % (CV=0,83%), limite
establecido para este método. Estos resultados nos permiten afirmar que
el método es repetible en los 3 niveles de concentracion estudiados, por
cumplir los pardmetros establecidos como limite de aceptacion.

Precision Intermedia como se observa en la tabla N° 10 los resultados
indican que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
desviaciones estandares de los resultados obtenidos en los 3 dias
ensayados y por los 2 analistas. Se obtuvo un valor de CV menor del
limite establecido para este método que es CV<3, lo que demuestra que
los resultados son independientes del dia en que se haga el analisis y de
la habilidad del analista que lo ejecute.

Robustez como se observa en la Tabla N°11 los resultados obtenidos

demuestran la no existencia de diferencias estadisticamente significativas
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para cada uno de los pardmetros estudiados. Esto permite afirmar que el
método es robusto en las condiciones de estudio.

La cuantificacion de nifedipino como se observa en la Tabla N° 6 el
contenido de principio activo nos dio un valor de 10, 94 mg/tableta
equivalente al 109,4 %, podemos afirmar que se encuentra dentro del
limite permisible (90 — 110%), y por lo tanto se cumpli6 con las

especificaciones de calidad de la tableta.

64



DISCUSION

En el estudio de Morales De La Cruz C. “Desarrollo y Validacion
Prospectiva de una Técnica Analitica Por Cromatografia Liquida de Alta
Performance (HPLC) para Enalapril 10mg Tabletas Cubiertas”, Per(-2004
donde el método analitico propuesto fue “selectivo porque se evidenciaron
que los productos de degradacion no interfirieron en el andlisis del
principio activo, fue lineal porque se obtuvo un coeficiente de correlacion
r=0,99987, preciso ya que para la repetibilidad se obtuvo una RSD de
0.64% y reproducible con una RSD de 0,88% y ademas exacto porque se
obtuvo un porcentaje de recuperacion de 99,88%; a pesar que HPLC es la
técnica Gold estandar para validacion de métodos, en nuestro estudio al
analizar los resultados cumplen con los parametros exigidos y se afirma
qgue el método es lineal porque se pudo demostrar que el valor de r se
acercO bastante a la unidad (0,9992), CVf (0,7%), exacto porque se
obtuvo un porcentaje de recuperacion de 98,3%, preciso ya que para la
repetibilidad se obtuvo CV 0,83%.

En el estudio realizado por Silva Campos, N. “Validacion de un método
analitico por espectrofotometria visible para la cuantificacion de
Memantina clorhidrato 5 mg en tabletas recubiertas”, Perd-2014 donde la
exactitud (99,8%) y la especificidad demostraron que los excipientes no
interfieren en la cuantificacion de Memantina HCI en tabletas recubiertas
de 5 mg, obteniendo un porcentaje de recuperacion cercano al 100%;
siendo esta técnica de eleccion para el andlisis de identificacion y el
contenido de principios activos de medicamentos asi mismo el valor
obtenido para el parametro de exactitud fue 98,3%, cercano al 100%, que
se demuestra la cercania entre el valor real y el obtenido, a pesar que
fueron las mismas técnicas se observan que los resultados varian pero en

minima cantidad debido a las condiciones de trabajo.

En un estudio realizado por Cardenas Castafieda D. “Validacion de un

método UV-VIS para la cuantificacion de fenoles totales en Jarabe
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Vimang” Cuba, se demostrdé la proporcionalidad y linealidad en el
intervalo estudiado, con r= 0,997, los CV obtenidos en los estudios de
repetibilidad y reproducibilidad estuvieron por debajo del limite maximo
establecido (1,5 y 2% respectivamente), y selectivo porque mediante la
comparacion de los espectros del jarabe recién preparado, degradado y
placebo no se evidencié que los productos de degradacion interfirieron en
el analisis, con respecto a nuestro estudio en el parametro de precision,
medidos tanto como repetibilidad y precisién intermedia se obtuvo un
coeficiente de variacion 0,83% y 0,12% respectivamente, siendo el limite
méaximo permisible 1,5% y 3%, por lo que el método resulto preciso ya
gue se encuentro dentro de los rangos de aceptacion propuesto por la
reglamentaciones internacionales, se utilizaron la mismas técnica y se
pudo demostrar que en ambos casos la Espectrofotometria Ultravioleta
visible en un método seguro y confiable a pesar que fueron distintas

formas farmacéuticas.

En un estudio de Mora C., Tello M. y Martinez F. “Validacién de una
metodologia analitica para la cuantificacidon de Naproxeno en estudios de
reparto  liquido/liquido mediante  espectrofotometria  ultravioleta”,
Colombia-2006, se demostré6 que fue lineal obteniendo un r=0,9996 y
CVF= 1,6%, exacto porque €l % de recuperacion fue 98.75% y preciso ya
que para repetibilidad se obtuvo un CV de 1,02%, en comparacion a
nuestro estudio en el caso de linealidad se obtuvo valores de r =0,9992
cercano a la unidad, CV% 0.7%, siendo el criterio de aceptaciéon CV< 5%,
por lo que resulto satisfactoria ya que cumple con los rangos establecidos
segun USP 39, analizando los resultados se evidencia que ambos
estudios cumplen con las especificaciones establecidas y que la
Espectrofotometria Ultravioleta visible no garantiza resultados integros,

seguros y confiables.
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CONCLUSIONES

Se desarroll6 un esquema para la validacion verificAndose el
cumplimiento de los parametros de aceptabilidad y se comprobd la
metodologia para validar la técnica segun la USP 39, que ayudara para

futuras validaciones.

Se ha demostrado la validez de la metodologia y se ha verificado los
pardmetros de aceptabilidad para validar la técnica en funcion de los
criterios de la USP 39, y se ha establecido un protocolo de validacion por

Espectrofotometria Ultravioleta visible.

El método de validacion de Nifedipino de 10mg propuesto, cumple con las
exigencias dadas por la USP 39 en todos los parametros de validacion.
Produce resultados proporcionales a la concentracion del analito en la
muestra, por lo tanto el método es lineal; es preciso porque nos permite
obtener resultados repetitivos y reproducibles; es exacto porgue permite
la recuperacion de la totalidad del analito presente en las muestras y es

robusto porgue permanece inafectado frente a variaciones.

Se comprobd que el método analitico utilizado para la cuantificacién de
Nifedipino tabletas de 10 mg es seguro y confiable, ya que los resultados
obtenidos cumplen con los criterios de aceptacion establecidos como
coeficiente de correlacion cercano a la unidad (0,9%), porcentaje de

recuperacion de 98,3% siendo el limite permisible de 98-103%;
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RECOMENDACIONES

Se recomienda la validacion de métodos por Espectrofotometria

Ultravioleta visible, ya que es un método sencillo, rapido y econémico.

Se debe considerar la validacion de métodos analiticos a ser aplicados en
las labores de analisis; asi estos estén contemplados en las farmacopeas
oficiales, ya que las condiciones analiticas no son las mismas que
aguellas con las que fueron desarrolladas, ademas de ser una disposicion
de la autoridad sanitaria DIGEMID.
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ANEXO N° 2

Preparacion de la disolucion de Nifedipino patron de referencia

Pesar 25mg
de Nifedipino

Transferir a una Fiola
de 50mL y enrasar
con Alcohol 96%

Conc.=0,5mg/mL

Determinar la
absorbancia a
342 nm

( )

Tomar una
alicuota de 3mL
transferir a una
Fiola de 50mL y

enrasar con
Alcohol 96%

- J

Conc.=30ug/mL
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ANEXO N° 3

Preparacion de la disolucion muestra de Nifedipino

Nifedipino
Pesar 20 Expira: 31/07/2017

tabletas de Ne° de Lote:
Nifedipino y R.S: 1051285
determinar peso Lab.: IQFARMA

Triturar en

1IN mortero
PM tableta= 232,14

X= 348,21 mg

Pesar polvo de tableta

Transferir a una Fiola equivalente a 15 mg

de 50mL y enrasar con
Etanol 96% y agitar

Filtrar y desechar
15 mL del filtrado

Conc.=0,3mg/mL

Determinar la
absorbancia a
342 nm

Tomar una
alicuota de 5mL
transferir a una
Fiola de 50mL y

enrasar con

Alcohol 96%

Conc.=30ug/mL
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ANEXO N° 4

Diagrama de flujo del proceso analitico de Nifedipino de 10mg tableta
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ANEXO N° 5

Esquema de dilucién para Linealidad

Pesar 30mg de
Nifedipino Estandar

Transferir a una Fiola
de 100mL y enrasar
con Alcohol 96%

Conc.=0,3mg/mL

Fiola de 100mL v enrasar con alcohol 96%

VR VA v v I

12,5mL 15mL

[ Tomar una alicuota para los diferentes % solicitados, transferirlos a una ]

Sml 7mL 10mL

C=15 pg/mL C=21 pg/mL C=30 pg/mL C=37,5 pg/mL C=45 pg/mL
50% 70% 100% 125% 150%
\ J
||

Determinar la
absorbancia a
342 nm
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ANEXO N° 6

Esquema de diluciéon para Repetibilidad

Pesar 30mg de
Nifedipino Estandar

Transferir a una Fiola
de 100mL y enrasar
con Alcohol 96%

Conc.=0,3mg/mL

Tomar una alicuota para los diferentes % solicitados, transferirlos a una
Fiola de 100mL y enrasar con alcohol 96%

C=21 pg/mL C=30 pg/mL C=34,5 ug/mL
70% 100% 115%
\ J
Y

Determinar la
absorbancia a
342 nm
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ANEXO N° 7
Esquema de dilucion para Robustez

Pesar 30mg de
Nifedipino
Estandar

Transferir a una Fiola
de 100mL y enrasar
con Alcohol 96%

Conc.=0,3mg/mL

Transferir 10mL a una

Fiola de 100mL y enrasar Fzz:n;;elrg Oiolin L;:J;;r
con Alcohol 96% : y
con Metanol

C=30 pg/mL
100%

Determinar la
absorbancia a
342 nm 3
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ANEXO N° 8
INFORME TECNICO
PRODUCTO: NIFEDIPINO de 10 mg TABLETAS
METODO :ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA VISIBLE

PARAMETRO LIMITE RESULTADOS

1.-LINEALIDAD
Ecuacion de la Recta Y=bx +a Y= 0,0085x — 0,0428
Coeficiente de correlacion r=0.99 r=0,9992
Coeficiente de determinacion r’= 0,98 r’= 0,9983
Coeficiente de variacion de la CVi<5% CV=0,7%
respuesta
2.- EXACTITUD
Porcentaje de recuperacion 97 — 103% 98,3%
Coeficiente de variacién CV=3% CV=1,3%
3.- PRECISION
Repetibilidad
Método Espectrofotométrico CV<1,5% CV=0,83%
Precisién Intermedia
Método Espectrofotométrico CV< 3% CVv=0,12%
4.- ROBUSTEZ

CVetanoi= 0,80%
Coeficiente de variacion CV< 2%

CVmetano= 0,76%

Fuente y Elaboracion: propia.



ANEXO N° 9

uUspP 39

« VALORACION VOLUMETRICA CON ACIDO PERCLORICO |
Solucién muestra: Disolver 4 g de Nifedipinc en |
160 mL de acido acético glacial en un matraz Effenme-
sirer de 250 mL con ayuda de un bafio uitrasénico. |
stema volumétrico ‘
Modo: Valoracion directa
Solucién volumeétrica: Acido perclérico 0,1 N SV|
Punto final: Visual |
Andlisis: Agregar 3 gotas de p-naftolbenceina 5R a
Solucidn muestra y valorar con Solucién volumétrica
un punto final verde.
Criterios de aceptacién: Se consumen no mas de
0,12 mL de acido perclérico 0,1 N por cada g de
Nifedipino.

PRUEBAS ESPECIFICAS ,
« PERDIDA POR SECADO (731) .
Andlisis: Secar una muestra a 105° hasta peso
constante, |
Criterios de aceptacion: No mas de 0,5% |

REQUISITOS ADICIONALES L‘L
» ENVASADO Y ALMACENAMIENTO: Conservar en envases im-
rmeables y resistentes a la luz. =
» ESTANDARES DE REFERENCIA USP (11) |
ER Nifedipino USP i
ER Andlogo Niu‘ofenil!:liridhico de Nifedipino USP .
4-(2-Nitrofenil}-2,6-dimetilpiridina-3, 5-dicarboxilate de
dimetilo. {
CisHisN:Os 344,33 |
ER Analogo Nitrosofeg.ig)iridinico de Nifed_galnﬂ u
4-(2-Nitrosofenil)-2,6-dimetilpiridina-3, 5-dicarboxilato
de dimetilo.
C'I?HIDN20)

la
hasta

328,33

Nifedipino, Capsulas

DEFINICION

Las Capsulas de Nifedipino contienen no menos de 90,0% y
no mas de 110,0% de la cantidad declarada de nifedipino
(CizHyaN:O4). .

Cuando el Nifedipino se expone a la luz del dia y a cieftas
longitudes de onda de luz artificial, se convierte facil
mente en un derivado nitrosofenilpiridinico. La exposicién
a luz UV lleva a |la formacidn de un derivado nitro ﬂlpiri-
dinico. Realizar |as valoraciones y pruebas en la oscuridad
o bajo luz fluorescente dorada u otra luz con protecdién
actinica. Usar material de vidrio con proteccion actinjca,

IDENTIFICACION

Solucién estandar: 1,2 mg/mL de ER Nifedipino USP
en cloruro de metileno |
Solucién muestra: Usando la técnica descrita en 1a
prueba de Uniformidad de Unidades de Dosificacion,
Procedimiento paro uniformidod de contenido, transferir el
contenido de 3 Capsulas a un wbo de centrifuga, en-
juagando las tijeras con 20 mL de hidroxido de sodio
0,1 M. Pipetear y transferir 25 mL de cloruro de meti-
leno al tubo, tapar, invertido varias veces y liberar cui-
dadosamente la presién del tubo. Tapar nuevamel
con firmeza mgltar suavemente durante 1 hora. Cen-
trifugar el tubo durante 10 minutos a 2000-2500 rpm.
Retirar la fase acuosa sobrenadante mediante aspiracion
con una jeringa y transferir 5,0 mL de la capa infefor
clarificada a un vial adecuado.

Solucién mezcla: Mezcla de Solucidn estdndar y Salu-
cién muestra (1:1)

USP 39
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rafico
(621), Cromatografio en Capa Del-

Sisterna cromat

(Ver Cromatogra

ada.)

Adsorbente: Capa de mezcla de gel de silice para cro-
matografia de 0,5 mm

Volumen de aplicacién: 500 pL

Fase mévil: Acetato de elilo y ciclohexano (1:1)

Solucién madre de la solucién reveladora: Disolver
3 g de subnitrato de bismuto y 30 g de yoduro de

otasio en un matraz volumétrico de 100 mL, en
0 mt de dcido clorhidrico 3 N, y diluir con agua a
volumen.

Solucion reveladora: Antes de usar, mezclar 10 mL de
Solucién madre de lo solucidn reveledora en un matraz
volumétrico de 100 mL con 10 mL de acido clorhidrico
3 N y diluir con agua a volumen,

Analisis
Muestras: Solucidn estdndar, Solucién muestra y Solu-
cién mezcla

Dejar que las aplicaciones se sequen y desarrollar el
cromatograma en la Fase mﬁvi,gsﬁtegiendo de la luz
hasta gue el frente de la fase movil haya recorrido
tres cuartos de la longitud de la placa. Retirar la placa
de la cdmara de desarrollo, marcar el frente de la fase
mévil y secar la placa al aire hasta que no se detecte

nin?‘llﬁ\f"; olor. Inmediatamente, observar la placa bajo

luz UV de longitud de onda corta, registrar las bandas
coloreadas y luego rociar la placa con Solucidn
revefadora.

Criterios de aceptacion: Cada solucidn presenta una
banda principal de color azul oscuro al mismo valor
de 0,3 antes de tratarla con Solucién revelodora y cada
solucion presenta una banda compacta de color ana-
ranjado claro sobre un fondo amaritlo, después de tra-
tarla con Solucion reveladora.

« B. El tiempo de retencién de la Sofucién muestra corres-

Bonde al de la Solucidn estandar, segin se obtienen en la
‘aloracion.

VALORACION
» PROCEDIMIENTO: Proteger la Solucidn estdndar y la Solucidn
muestre de luz actinica. Realizar la Valoracidn répida-
mente después de preparar la Solucién estdndar y la Solu-
cidn muestra.
Fase movil: Acetonitrilo, metanol y agua (25:25:50)
Solucién madre del estandar: 1 mg/mL de ER Nifedi-
pino USP en metanol
Solucién estadndar: 0,1 m?ij de ER Nifedipino USP
en Fase movil, a partir de Solucidn madre del esténdar
Solucion muestra: 0,1 mg/mL de nifedipine gue se
prepara segln se indica a continuacién. Transferir el
contenido de 5 Capsulas con ayuda de una pequefia
cantidad de metanal a un matraz volumétrico adecuado
diluir con Fose madvil a volumen, Pasar a través de un
iltro resistente a los disolventes.
Sistema cromatografico
(Ver Cmmat%m 1 (621}, Aptitud del Sistema.)
Modo: HPL
Detector: UV 265 nm
Columnas
Guarda columna: Relleno L1
Columna analitica: 4,6 mm x 25 cm; relleno L1 de 5

m
Veliucidad de flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccién: 25ul
titud del sistema
estra: Solucidn estandar
Requisitos de aptitud &]1
Eficiencia de |la columna: No menos de 4000 platos
tedricos
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Factor de asimetria: Mo més de 1,5
Desviacion estandar relativa: No mas de 1,0%
Analisis
Muestras: Solucidn estdndar y Solucion muestra
Calcular el porcentaje de la cantidad declarada de nife-
dipiﬂg (Ci7H1eNO;) en la porcion de Capsulas
tomada:

Resultado = (ry/rs) x (Co/Cu) x 100

fu = respuesta del pico de nifedipino de la Solucidn
muestra

e = respuesta del pico de nifedipino de la Solucidn
esltdndar

C = concentracién de ER Nifedipino USP en la
Solucidn estandar (mg/mlL,

Cy = concentracion nominal de nifedipino en la

Solucién muestra (mgfmL)
Criterios de aceptacion: 90,0%-110,0%

PRUEBAS DE DESEMPENO
» DisoLucion {711}

Medio: Fluido gastrico simulado SR (sin pepsina);

900 mL
rato 22 50 rpm
empo: 20 min

Solucion estandar: Disolver una cantidad de ER Nifedi-
pina USP en una cantidad de metanol que no exceda el
2% del volumen final y diluir con Medio hasta obtener
una solucidn con una concentracion conocida
adecuada.

Solucidn muestra: Pasar una porcién de la solucidn en
analisis a través de un filtro adecuado y diluir con Me-
dig, segin sea necesario, en comparacidn con la Sol-
cidn estdndar. Se deben controlar los filtros para deter-

minar si hay pérdida de absorcién de nifedipina,
Condiciones instrumentales

Modo: LUV

Longitud de onda analitica: 340 nm
Analisis

Muestras: Solucién esténdar y Solucion muestra
Determinar la cantidad disuelta de nifedipino
(Cy7H1sNz054), como porcentaje de la cantidad decla-
rada, usando absorbancias UV a las longitudes de
onda especificadas.
Tolerancias: MNo menos de 80% (Q) de la cantidad de-
clarada de nifedipino (CizH1sN2Qs) |
« UNIFORMIDAD DE UNIDADES DE DOSIFICACION (905}
Procedimiento para uniformidad de contenido
Solucién estandar: 50 ug/mL de ER Nifedipino USP en
metanol
Solucién muestra: Hacer un pequefic agujero en el
extremo de 1 Cépsula con la punta de una tijera afi-
lada. Expeler la mayor garte el contenido en un ma-
traz volumétrico de 200 mL, cortar 1a Cdpsula por la
mitad y colocarla en el matraz. Enjuagar la tijera con
20 mL de metanol, recolectando cuantitativamente el
enjuague en ¢l matraz. Diluir con metanol a volumen.
Condiciones instrumentales
Modo: UV
Longitud de onda analitica: 350 nm
Celda: 1cm
Blanco: Metanol
Analisis
Muestras: Sofucidn esidndar, Solucion muestra y
Blanco
Calcular el porcentaje de la cantidad declarada de nife-
dipino [CwHuNzG:)eEﬂ la Cépsula tomada:

Resultado = (Au/As) = (G/Cu) = 100

Ay = absorbancia de la Solucidn muestra
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Usp 39
As = absorbancia de la Solucién estdndar
Cs = concentracién de ER Nifedipino USP en la
Solucidn esténdor (ug/mL)
Cu = concentracién nominal de nifedipino en la

Solucién muestra (ug/mL)
Criterios de aceptacion: Cumplen con los requisitos.

IMPUREZAS |
« IMPUREZAS ORGANICAS: Proteger la Solucidn estdndar g la

Solucién muestra de la luz actinica. Realizar esta prueba

rdpidamente después de preparar la Solucidn estdndar y

la Solucién muestra.

Fase maovil, Solucién muestra y Sistema cromatogra-
fico: Proceder segin se indica en la Valoracién.
Solucién madre del estindar A: 1 mg/mL de ER Nife-
dipino USP en metanol
Solucidn estandar A: 0,3 mg/mL de ER Nifediping USP,
a partir de Solucién madre dél estdndar A en Fase movil
Solucién madre del estdndar B: 1 mg/mL de ER Ana-
logo Nitrofenilpiridinico de Nifedipino USP en metanal
Solucion estandar B: 6 pg/mL de ER Analogo Nitrofe-
nilpiridinico de Nifedipino USP en Fase mdwil, a partir de
Solucidn madre del estdndar 8

Solucién madre del estandar C: 1 mg/mL de ER Ana-
logo Nitrosofenilpiridinico de Nifedipine USP en
metanol

Solucion estandar C: 1,5 ug/mL de ER Andlogo Nitro-
sofenilpiridinico de Nifedipina USP en Fase mdvil, a par-
tir de Solucién madre del estdndar C

Solucién estandar D: Mezcla de Selucidn estandar B,
Solucién estdndar C y Fase mévil (1:1:1)

Solucian de aptitud del sistema: Mezcla de Solucion
estdn%ar A, Solucidn estdndar By Solucidn estandor C
{1:1:

Proceder segan se indica en la Valoracidn.
titud del sistema
estra: Solucién de aptitud del sistema
Requisitos de ﬂ’m"d
Resolucién: No menos de 1,5 entre los picos de ana-
15%?0 nitrofenilpiridinico de nifedipino y andlogo nitro-
enilpiridinica de nifedipine, y no menos de 1,0 en-
tre los picos de andlogo nitrosofenilpiridinico de
nifedipino y nifedipino
Desviacion estandar relativa: No mas de 10% para
los picos de andlogo de nitrofenilpiridinico de nifedi-
no y de anédlogo nitrosofeniipiridinico de nifedipino

Analisis
Muestras: Solucidn estdndar D y Solucidn muestra
Calcular el porcentaje de andlogo nitrofenilpiridinico de

nifedipino y analego nitrosofenilpiridinico de nifedi-
pinc en la porcién de Céapsulas tomada:

Resultado = (rufrd) x (Csf Cy) x 100

fy = respuesta del pico de anélgé;o
nitrofenilpiridinico de nifedipino o de
anélo%u nitrosofenilpiridinico de nifedipino
de la Solucidn muestra

rs = respuesta del pico de anélggo
nitrofenilpiridinico de nifedipino o de
analogo nitrosofenilpiridinico de nifediping
de la Solucidn estdndar D

Cs = concentracion de ER Andlogo
Nitrofenilpiridinico de Nifedipino USP o de
ER Andlogo Nitrosofenilpiridinico de
Nifedipino USP apropiado en la Sofucidn
estdn:IEH O (mg/mL)

C: = concentracidn nominal de nifedipino en la
Solucién muestra (mg/mL)

Criterios de aceptacién: Ver la Tabla 1.
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Tabla 1
Tiempo de
Retenclon
f—Nombre Relativo
Andlogo nitrofenilpi-
ridinico de nifedipi-
| no 0.8 2.0
Andlogo nitrosofenil-
piridinico de nitedi- :
_ping: 09 05 |
Nifedipina 1.0 -

 4-{2-Nitrofenil)-2, 6-dimetilpiridina- 3, 5-dicarboxilato de dimelilo. I
b 4.(2-Nitrosofenil)-2,6-dimetilpinid na- 3, S-dicarboxilato de dmﬂlni

REQUISITOS ADICIONALES
» ENVASADO ¥ ALMACENAMIENTO: Conservar en emrasei im-
permeables y resistentes a la luz. Aimacenar a una tem-
£$r_atura entre 15° y 25°,
ANDARES DE mm USP (11)
ER Nifedipino USP
ER Andlogo Nitrofeni c!:mdm‘lcﬂ de Nifedipino USP {
4-(2- Hllirufenll] -2,6-dimetilpiridina-3,5 |(ﬂl'bﬂxih|u de
dimetilo
CisHigN:Os 344,33
ER Andlogo Nitrosofenilpiridinico de Nifedi uUs
4-(2-Nitrosofenil)-2,é-dimetilpiridina- 3, 5-:1 arboxflato
de dimetilo,
CisHisN:Os 328,33
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