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Resumen

En este trabajo de investigacidon, se desarrolld6 un método de
cromatografia liquida en fase reversa para la separacién simultanea de
acetaminofén, fenilefrina, clorfeniramina y los posibles productos de degradacion
del acetaminofén (Dimeros) y la fenilefrina (o-pc, ciclacion en la posicion “orto”
del anillo fendlico) y (p-pc, ciclacién en la posicion “para” del anillo fendlico),
mediante el uso de un software especializado (OptichromLC) en el modelado de
la cromatografia liquida en fase reversa a través de la construccién y evaluacién

de los perfiles de retencién (log k Vs %B) de los analitos de interés.

La instrumentacién empleada para la separacion cromatogréfica de estos
siete (7) compuestos fue una columna Waters Xbridge de 150 mm de longitud,
4,6 mm de diametro interno y 3,5 um de tamano de particula. Ademas, se utilizd
un flujo de fase de mévil de 1 mL min "' con un gradiente de solvente constituido
por metanol/solucion de tetraborato de sodio (10 mM) a pH 9,38.

Adicionalmente, se evalud figuras de mérito como la especificidad,
linealidad, intervalo lineal de respuesta, limite de cuantificacion, limite de

deteccion, exactitud y precision del método cromatografico.

Finalmente, se aplic6 el método cromatografico para el monitoreo de los
analitos de interés en un producto farmacéutico comercial. Encontrando que el
método cromatografico desarrollado y optimizado con el uso de OptichromLC, es
adecuado para el andlisis simultaneo de acetaminofén, fenilefrina,
clorfeniramina y los productos de degradacién propuestos en este trabajo

(dimeros del acetaminofén, o-pc y p-pc).
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1. Introduccion

El hombre ha sufrido de ciertas enfermedades patolégicas a través del
tiempo, muchas de estas enfermedades pueden conducir a la muerte pero
también pueden ser tratadas e incluso erradicadas con el uso de medicamentos
naturales y sintéticos. Por esta razon, la aparicion de medicamentos destinados
al tratamiento de sintomas de gripe, migrana y problemas estomacales entre
otros, ha sido parte fundamental en el alcance de una mejor calidad de vida.
Dichos medicamentos estan constituidos por compuestos quimicos que cumplen
una funcién especifica en el organismo, estos se denominan “componentes
activos”. No obstante, estas sustancias pueden experimentar transformaciones
quimicas a través de su vida Uutil, estos nuevos compuestos se denominan
productos de degradacién y con frecuencia carecen de beneficio biolégico e
incluso pueden ser nocivos para la salud del paciente.

Debido a que los componentes activos pueden degradarse, diferentes
organismos internacionales como la Pharmacopoeia Europea y la Conferencia
Internacional de Harmonizacibn &6 ICH (International Conference of
Harmonization, por sus siglas en inglés) ofrecen lineamientos para el estudio de
estabilidades quimicas y validacibn de métodos entre otros, con el fin de
asegurar que la concentracién de los componentes activos y sustancias afines

no exceda un valor limite regulado en medicamentos.

Es por ello que en el presente trabajo de investigacion, se plantea el uso
de la Cromatografia Liquida en Fase Reversa 6 RPLC (Reverse Phase Liquid
Chromatography, por sus siglas en inglés) para desarrollar un método analitico
con el fin de determinar de manera simultanea acetaminofén, fenilefrina y sus
posibles productos de degradacion, ademas de clorfeniramina, en formulaciones
farmacéuticas para el resfriado comdn. Estos compuestos seran tratados a

continuacién.



1.1 Acetaminofén

El acetaminofén 6 paracetamol es un farmaco que muestra propiedades
analgésicas y antipiréticas, es decir, se utiliza para el tratamiento de la cefalea
comun, afecciones musculares y disminuciéon de la fiebre ' Los nombres de
paracetamol 6 acetaminofén provienen de la nomenclatura quimica de este
compuesto, el cual se puede nombrar quimicamente de dos formas, N-acetil-
para-aminofenol (acetaminofén) y para-acetil-aminofenol (paracetamol). En la

figura 1, se presenta la estructura molecular:
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Figura 1. Estructura del Acetaminofén

Dicho farmaco se presenta comercialmente en capsulas, comprimidos,
supositorios o gotas de administracion oral. EI hecho de tener un amplio
espectro de formas comerciales se debe a que es ingrediente frecuente de
productos contra el resfriado comun y la gripe. La ventaja de este farmaco es
que a diferencia de los analgésicos opioides, no provoca euforia o altera el

estado animico del paciente .

Cuando se hace referencia a los analgésicos opioides, se apunta a los
productos naturales derivados del opio como la morfina y codeina, o que son
compuestos semisintetizados a partir de estos ultimos como la heroina vy
oxicodona . Los cuatro compuestos anteriormente mencionados son drogas
ampliamente conocidas por su poderoso efecto analgésico. Sin embargo,
también son capaces de producir adiccion, a diferencia del Acetaminofén .



1.2Historia del Acetaminofén

En la antigledad y durante el Medioevo (siglo V — XV), los Unicos
agentes antipiréticos se extraian de la corteza del sauce y la quina, de esta
tltima se extrajo la quinina, compuesto con actividad antimalarica . Ante la
escasez de la quinina en la década de 1880, y el aumento de la mortalidad como
consecuencia de la alta incidencia de casos de malaria, fue necesario aislar un
ingrediente activo alterno. Dos agentes antipiréticos alternativos fueron la
acetanilida en 1886 y la fenacetina en 1887 2. La figura 2 representa la

estructura molecular de ambos compuestos:
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Figura 2. a) Acetanilida; b) Fenacetina

En 1946, Bernard Brodie y Julius Axelrod !, se propusieron estudiar la
razdn por la cual compuestos como la fenacetina y la acetanilida producian
deformaciones en la molécula de hemoglobina (patologia conocida como

metahemoglobinemia) B4

, causante de la deficiencia de oxigeno en el
organismo. Este estudio finalizé en 1948 y llevd a la conclusion de que la
ingesta de fenacetina y acetanilida estaba relacionada con la
metahemoglobinemia y dedujeron que su efecto analgésico era debido a su
metabolito paracetamol 4. Por lo tanto, propusieron el uso de paracetamol 6
acetaminofén ya que no contenia los efectos téxicos de la fenacetina y la

acetanilida .

El paracetamol fue comercializado en los Estados Unidos a partir de 1955

extendiéndose por todo el mundo, suplantando a otros analgésicos con acido




acetilsalicilico como constituyente. Este Ultimo compuesto, genera problemas
gastrointestinales pero sigue siendo muy efectivo para evitar la formacion de
coagulos sanguineos, por lo cual hoy en dia es ampliamente usado para

prevenir el infarto agudo al miocardio !".

1.3 Farmacocinética del Acetaminofén

El acetaminofén se absorbe rapida y completamente por via oral e
intravenosa. Se metaboliza principalmente en el higado donde la mayor parte se
convierte en compuestos inactivos por formacién de sulfatos y glucorénidos,
posteriormente excretados por los rifiones ™. Sélo una pequefa porcién se
metaboliza en el higado mediante el sistema enzimatico del citocromo P-450,
por accion de las oxidasas mixtas, originando la N-acetil-p-benzoquinonimina
(NAPQI, por sus siglas en inglés) . Este altimo compuesto es inactivado por
reaccion con el grupo sulfhidrilo de la glutationa y eliminado en la orina como

acido mercapturico .

Hasta hace pocos afos se especulaba que el mecanismo de accién del
paracetamol es similar al del &cido acetilsalicilico, lo que significa que actia
reduciendo la sintesis de prostaglandinas, compuestos relacionados con los
procesos febriles y el dolor. La sintesis de prostaglandinas se detiene o
desacelera debido a la inhibicién de la ciclooxigenasa (COX) ™, enzima que
permite al organismo producir prostaglandinas. No obstante, hay diferencias
importantes entre los efectos del acido acetilsalicilico y el acetaminofén, lo que
sugiere que estos compuestos actian de forma diferente dentro del organismo

[ como se expone a continuacion:

1) Las prostaglandinas participan en procesos inflamatorios, pero el

acetaminofén no presenta actividad antiinflamatoria apreciable.



2) El acido acetilsalicilico y otros antiinflamatorios no esteroides son perjudiciales
para la mucosa gastrica, donde las prostaglandinas desempefan un papel

protector, pero el acetaminofén no produce dafos en la mucosa gastrica.

3) Mientras el acido acetilsalicilico actia como un inhibidor irreversible de la
COX y bloquea el centro activo de la enzima directamente, el acetaminofén la
bloguea indirectamente y este bloqueo es inutil en presencia de peréxidos. Esto
explica por qué el acetaminofén es eficaz en el sistema nervioso central y en
células endoteliales pero no en plaquetas y células del sistema inmunolégico, las
cuales poseen niveles altos de peréxido.

En realidad no se conoce exactamente como opera el acetaminofén
dentro del organismo pero se sabe que es dafiino a concentraciones

relativamente altas !'*. Este sera el tema de estudio en la siguiente subseccién.

1.4 Problemas relacionados con la sobreexposicion al Acetaminofén

El higado es un 6rgano presente en los vertebrados, ademas de ser la
glandula mas voluminosa también es uno de los 6rganos mas importantes.
Dentro del higado se sintetizan proteinas plasmaticas. EI mismo cumple
funciones desintoxicantes, almacena vitaminas, glucégeno y ademas elimina de
la sangre las sustancias que pueden ser nocivas para el organismo,
transformandolas en sustancias inocuas . El acetaminofén es un compuesto

que afecta este 6rgano.

El mecanismo de defensa del higado se basa en reacciones quimicas
mediante liberaciéon de acido glucorénico y compuestos azufrados para convertir
el exceso de acetaminofén en productos que son facilmente desechados en la
orina . El remanente de acetaminofén es oxidado a NAPQI por el sistema

enzimatico del citocromo P-450 ¥, como se muestra en la figura 3:
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Figura 3. Produccion de NAPQI por el sistema enzimatico

No obstante, las células hepéticas poseen un ultimo recurso para evitar la
producciéon de compuestos daninos en el organismo, la glutationa (GSH) es un
tripéptido azufrado que reacciona con el NAPQI y produce acido mercapturico
que es desechado por accién de los rifiones ! pero, existe la posibilidad de que
la concentracion de NAPQI sea demasiado elevada y no pueda ser eliminada
por el organismo. EI NAPQI genera especies oxigenadas altamente reactivas
como aniones superéxidos (O2) los cuales producen oxidacidén acelerada de las
células hepaticas !, provocando la muerte celular en el higado. Este proceso se
denomina necrosis hepética y es una causa potencial de la muerte del individuo.
La produccién de especies O, se debe a que el mecanismo de reaccion para la

transformacioén de acetaminofén a NAPQI incluye un proceso redox ..

1.5 Fenilefrina
La fenilefrina es un compuesto organico empleado para aliviar la
congestion nasal y como componente activo en soluciones oftalmolégicas . La

figura 4 es una representacion de la estructura molecular:

OH

H
HO i J\V_N.\
J

Figura 4. Estructura de la Fenilefrina
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Este compuesto se usa frecuentemente como descongestionante y se
expende en diferentes formas comerciales tales como gotas nasales
(descongestion nasal) y gotas oculares (descongestion ocular) . También, es
utiizado en soluciones oftalmolégicas para inducir la hemostasis en

intervenciones quirlrgicas via laser .

Anteriormente, se empleaba como agente dilator de las pupilas para
facilitar la visualizacién de la retina @, pero con el tiempo fue descartado para

esta funcidon debido a sus efectos colaterales en el sistema cardiovascular.

1.6 Farmacocinética de la Fenilefrina

La fenilefrina es un compuesto antagonista alfa-adrenoreceptor, es decir,
es una sustancia capaz de unirse a un receptor y provocar una respuesta en la

célula ™.

Tras su administracion tdépica sobre la mucosa nasal, actua
directamente sobre los receptores alfa-1, dando lugar a una vasoconstriccién de
las arteriolas, disminuyendo el contenido de sangre y la inflamacién de la

mucosa 2, lo que produce un efecto descongestionante de las vias nasales.

1.7 Contraindicaciones de la ingesta de Fenilefrina

Este farmaco se debe emplear con precaucion en pacientes de edad
avanzada o que sufran de enfermedades cardiovasculares, ya que tiene efectos

perjudiciales sobre el sistema cardiovascular ©

tales como: hipertensién,
taquicardia y otros problemas relacionados con el mal funcionamiento del
corazén. Es por ello que se utiliza en una concentracion de 10% v/v en
soluciones oftalmolégicas para intervenciones quirdrgicas via laser, donde se
preescribe utilizar una gota del medicamento por cada hora. En cambio, en
gotas nasales se encuentra en una concentracion de 0,12 % v/v ya que se

requiere de dosis repetidas del producto farmacéutico ™.
En nifos recién nacidos, se han reportado problemas tan graves como
edema pulmonar ®. Por ello, se utiliza como Gltimo recurso ya que existen otros

productos que pueden ser mas seguros aunque no tan eficientes como la
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1 A su vez, es importante resaltar que el uso de fenilefrina en

fenilefrina
soluciones pediatricas es restrictivo debido a la incertidumbre alrededor de la

dosis correcta suministrada.

1.8 Clorfeniramina

Este compuesto quimico se encuentra comercialmente disponible como
maleato de clorfeniramina, actia como un agente antihistaminico dentro del
organismo, por lo cual se usa comunmente para prevenir condiciones alérgicas
como rinitis y urticaria, las cuales forman parte de los sintomas del resfriado

comun. También, muestra efectos sedativos 2.

En este trabajo, se estudid la separacion cromatografica de la
clorfeniramina por presentarse como parte de la composicion quimica de la
formula farmacéutica seleccionada. Sin embargo, los productos de degradacion
de la clorfeniramina aun no se encuentran bien definidos debido al poco
conocimiento que se tiene sobre la ruta de degradacion mas probable para este
compuesto, por lo cual en este trabajo so6lo se ofrece la separacion

cromatografica para dicho compuesto.

En este orden de ideas, el acetaminofén y la fenilefrina son compuestos
de gran interés para la industria farmacéutica debido a sus diversas bondades
biolégicas. Sin embargo, pueden sufrir transformaciones quimicas que los
conviertan en otros compuestos daninos para la salud del paciente.
Adicionalmente, esto se traduce en la disminucién de la eficiencia del
medicamento. De alli la gran importancia de ejercer un estricto control de calidad
sobre la cantidad de los componente activos, y a su vez, estudiar y cuantificar

sus posibles productos de degradacion, lo cual sera tratado a continuacion.
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1.9 Productos de Degradacion

El acetaminofén es una molécula muy estable quimicamente, por lo cual
es necesario forzar la degradacién de este compuesto quimico en un medio
acido o basico a una temperatura determinada .. La figura 5 muestra uno de los
posibles mecanismos de degradacion del acetaminofén. Los productos de
degradacién son el 4-aminofenol y el acido acético. Debido a que ambos
compuestos se producen en muy bajas cantidades, es importante resaltar que a
estas concentraciones la formacién de acido acético no es nociva para el
organismo. No obstante, el 4-aminofenol es conocido por presentar un efecto
mutagénico y teratogénico dentro del organismo 2. Adicionalmente, el sistema
enzimatico puede oxidar este compuesto a 4-nitrofenol, compuesto quimico
conocido por inducir la metahemoglobinemia ?. No obstante, el 4-aminofenol y
el acido acético no fueron seleccionados como los productos de degradacion
para el acetaminofén debido a las fuertes condiciones de reaccidon que se

requieren para la formacion de estos compuestos a partir del acetaminofén [,

o]
| Q OH OH H
S O+H O+

CH X N

HN 3 HN CHg\_\ e H My

=
\,l HN"  CHs N CHa )
/ A
+ H+ — sz » - H,0
OH
oH OH OH
OH (" OH

Figura 5. Mecanismo de Degradacion del Acetaminofén

En cambio, los productos de degradacion reportados por David Potter et.

al. '® fueron seleccionados porque requieren condiciones suaves de formacion.
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Por lo tanto, son mas faciles de sintetizar y tienen mayor probabilidad de
formaciébn en el ambiente quimico en el cual se encuentra un producto
farmacéutico comercial. La figura 6 muestra la estructura molecular de ambos

dimeros, productos de degradacion propuestos en este trabajo:

i
e ™ e i
_r Hig E
g "’_‘:H"E'-i
L iy
Hy
L=2 1

Figura 6. Estructura Molecular de los dimeros del Acetaminofen

Por otro lado, la fenilefrina es un compuesto muy inestable y puede sufrir
de degradacién quimica bajo diferentes condiciones de reaccion. En la literatura
se han reportado diferentes productos de degradacion de la fenilefrina, la figura
7 muestra dos de los posibles productos de degradacion para este compuesto .
A la izquierda se observa el producto de la interaccion entre el i6n maleato
proveniente de la clorfeniramina y la fenilefrina, mientras el compuesto de la
derecha se ha encontrado en formulaciones farmacéuticas que poseen
fenilefrina y maleato de dexbromofeniramina. La toxicidad de ambos compuestos
no ha sido reportada en la literatura pero se sabe que disminuyen la eficiencia

del medicamento .
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Figura 7. Productos de Degradacion de la Fenilefrina

Es importante resaltar que en este trabajo de investigacion no se
estudiaron los productos de degradacion antes mencionados debido a que aun
no se conoce la ruta de sintesis para la formacién del producto de degradacién
ubicado a la izquierda de la figura 7. Mientras que el otro compuesto no es
relevante a la composicion estudiada debido a que el maleato de
dexbromofeniramina no forma parte de la composicion. Por otro lado, los
productos de degradacién reportados por Hagen Trommer et. al. '¥ (figura 8)
ademas de ser relevantes en términos de la composicién a estudiar, la sintesis
de los mismos se puede realizar con relativa facilidad y con una conversion del
100% respecto al componente activo, sin la necesidad de condiciones severas
de reaccion. En la figura 8, el compuesto de la izquierda se conoce como
ciclacién en la posicidn “para” del anillo fendlico (p-pc, para- phenolic ciclyzation)
y el compuesto de la derecha se conoce como ciclacidén en la posiciéon “orto” del
anillo fendlico (o-pc, ortho-phenolic ciclyzation). A partir de este momento, se les
denominara como “p-pc” al compuesto de la izquierda y “o-pc” al compuesto de
la derecha.
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Figura 8. Estructura Molecular de los ciclos fenolicos de la fenilefrina

En este orden de ideas, hasta ahora se ha visto la importancia del
acetaminofén y la fenilefrina como componentes activos. Sin embargo estos
compuestos pueden degradarse en otras sustancias, disminuyendo la eficiencia
del medicamento y en algunos casos perjudicando la salud del paciente. Por
esta razon, es importante el desarrollo de métodos analiticos para la
cuantificacion de estas sustancias. Lo cual se tratara en la siguiente seccion.

17



2. Revision Bibliografica

2.1 Técnicas de uso comun en la separacion de activos en la industria

farmacéutica

La técnica de separacion analitica de mayor uso en la industria
farmacéutica es la Cromatografia Liquida en Fase Reversa 6 RPLC, esto se
debe a la alta robustez de la técnica y simplicidad del instrumental.

En esta seccidn se trataran los aspectos mas importantes de dicha

técnica.

2.1.1 Cromatografia Liguida en Fase Reversa 6 RPLC

La RPLC es la técnica cromatografica de mayor uso a nivel mundial,
posee una gran versatilidad y aplicabilidad en los trabajos analiticos rutinarios
de cardcter industrial y académico "', Esto ha favorecido la comercializacion de
equipos electrénicos basados en esta técnica analitica.

Entre las columnas mas utilizadas en RPLC se encuentra la Cqg, cuya
fase estacionaria estd compuesta por una cadena lineal de 18 atomos de
carbono. Las columnas de RPLC tienen diametros internos que oscilan entre 1y
4,6 mm y se rellenan con particulas de tamaro de 1,7 ym (Ultra Performance
Liquid Chromatography) a 10 ym. Su longitud es de 2,5 a 30 cm, las columnas
mas cortas presentan la ventaja de la rapidez y el minimo consumo de solvente.
La ultima propiedad es considerablemente importante puesto que los solventes
de alta pureza que se requieren en RPLC son muy costosos ',

2.1.2 Componentes del equipo de RPLC

Un aparato moderno de RPLC por lo general esta equipado con cuatro (4)
recipientes de vidrio donde estan contenidos los disolventes que componen la
fase mévil, cada uno contiene entre 200 a 1000 mL de disolvente. Estos

recipientes se equipan con un sistema para eliminar los gases disueltos que
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interfieren en el andlisis ya que forman burbujas en la columna y en el detector
[ En el caso del equipo de RPLC que ser4 utilizado en esta investigacion, se
cuenta con un sistema de degasificacion en linea pero, también se dispone de
bombas de vacio para pre-degasificacion y filtros millipore. El previo filtrado con
vacio elimina el particulado en suspensién y cierta porcion de los gases disueltos
en los disolventes. En la figura 9, se representa un esquema de los
componentes de un equipo de RPLC:

Fuente reguladora
de helio , |

% |
Yilvula de salida :
— ‘l
L] i = B,
\ ,'a'-'f.'f L. Al
| Amortiguador desecho
‘ de impulsos
n| ] T vilvula ; : . ’
Recipientes de los % e SN TSRS
l disolventes Purga Filtro l
de T
W entrada l
J

L
Jeringa para cebar
——— i

WVilvula de mezcla de los disolventes

= Al deteclor —ECH: —L.:_;‘i__.j"

Columna

Regulador de Filtro

Detector contrapresion

de presidn

Vilvula del inyector

Figura 9. Componentes del equipo de HPLC

Adicionalmente, se cuenta con una valvula de mezcla de disolventes y
con una bomba reciproca, que consta de una pequefia camara en la que el
disolvente es impelido por el movimiento de vaivén de un pistén accionado por

un motor de arrastre, como se muestra en la figura 10. La introduccién de fase
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movil a la columna es producto del movimiento de vaivén de dos valvulas con
cierre de bola, que se abren y cierran alternativamente, controlan el flujo del
disolvente hacia afuera y hacia adentro de un cilindro, por lo que el disolvente
esta en contacto directo con un piston "', A pesar de que las bombas reciprocas
tienen la desventaja de producir un flujo pulsado, entre las ventajas se pueden
citar sus altas presiones de salida (por encima de los 10000 psi), su facil
adaptacién a la elucién con gradiente y sus caudales constantes, que son
practicamente independientes de la contrapresion de la columna y de la

viscosidad del disolvente [,

Mitor Junta de cierre

vﬁ‘]"!uimj
de bola
Pistén de vaivén

= Disolvenie

Figura 10. Bomba reciproca de HPLC

El instrumento empleado en este estudio cuenta con un amortiguador de
impulsos, una valvula de drenaje, un filtro, un regulador de contrapresién, un
detector de presion (el cual digitaliza el valor de la presion en una pantalla
electrénica) pero no cuenta con una valvula de inyeccibn manual como se
muestra en la figura 9. En su lugar, cuenta con un sistema de inyeccién

automatizado.
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2.2 Técnicas de Deteccion

2.2.1 Espectroscopia de Absorcién Molecular UV-Visible

La absorcion molecular UV-Visible se basa en la interaccién entre la
radiacion electromagnética y la materia, en este caso la materia esta
representada por las moléculas organicas de interés. Estas interacciones se
deben a la excitacién de los electrones que se encuentran en los diferentes tipos
de orbitales moleculares, los cuales son designados como sigma (o),

[12]

antienlazantes (n) y pi () V', cada uno de ellos posee un orbital molecular

antienlazante o*, n* y T* segun la teoria de orbitales moleculares "%,

Asimismo, las excitaciones electrénicas de interés son las transiciones
permitidas por la mecanica cuantica ya que estas generan el mayor coeficiente
de absortividad molar 123, Es por ello que se utilizara un detector de arreglo de
diodo (PDA), el cual permite la mediciéon simultanea de los analitos a su maxima
longitud de onda de respuesta . Este tipo de detector cuenta con una fuente
continua de radiacién, una celda por donde circula la muestra, un divisor de
longitudes de onda y una red de dispersion la cual dirige la radiacién dispersada
directamente sobre el arreglo de diodos . La figura 11 muestra el detector
PDA:

Figura 11. Detector de arreglo de diodo
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Debido a la sencillez del equipo y la rapida adquisicion de datos, el
detector de arreglo de diodo es uno de los instrumentos analiticos que con
mayor frecuencia se usan en el analisis de multicomponentes en la industria

farmacéutica en general ',

2.3 Antecedentes

Lotfi Monser y Frida Darghouth ") trabajaron en el 2002 con el desarrollo y
la validacién de un método de RPLC para la determinacién de paracetamol y sus
productos de degradacion en formulaciones farmacéuticas. En este trabajo se
utilizé una columna PGC (Porous Graphitized Carbon, por sus siglas en inglés),
un detector de arreglo de diodo (PDA, por sus siglas en inglés) y elucidén
isocratica con acetonitrilo-bufer de fosfato acido de potasio en una relacién 80:20
(v/v). Se empled un rango de soluciones de trabajo para el paracetamol de (1 —
50) ygmL™. Debido a la alta estabilidad del paracetamol, estos investigadores
forzaron la degradacion de 100 mg del compuesto con 20 mL de acido sulfarico
(4M) en un bano de agua calentando a 50 C por 30 minutos. Confirmaron la
presencia de una sefial cromatografica referente al 4-aminofenol y otra a la 4-
cloroacetanilida, este ultimo no es un producto de degradacion del paracetamol
pero es un contaminante proveniente del proceso de manufactura. Ademas,
estudiaron el efecto del modificador organico en la elucién cromatografica,
llegando a la conclusion que el uso de acetonitrilo generaba los mejores
resultados, como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Coeficiente de retencion para cada compuesto segun el modificador organico

Compounds THF /buffer 40/60 ACN buffer 80,20 MeOH /buffer 80,20
4-Aminophenol 0.04 0.33 0.53
Paracetamol 0.39 0.97 4.46
4-Chloroacetanilide 314 4.88 17.08

Por ultimo, observaron el comportamiento cromatografico de los analitos
con el uso de una columna ODS (Octadecylsiloxan, por sus siglas en inglés). En
comparacién con la columna ODS, la ventaja de utilizar una columna PGC es la
rapida obtencién de resultados (7,5 minutos) mediante elucion isocratica, lo cual
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resulta adecuado para procesos rutinarios como el control de calidad. A
continuacién se presentan los cromatogramas obtenidos con el uso de cada fase

estacionaria:
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Figura 12. Cromatograma obtenido con el uso de la columna PGC. Compuesto 1: 4-
aminofenol, 2: Paracetamol, 3: 4-cloroacetanilida
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Figura 13. Cromatograma con la columna ODS

Garcia et al. " en el 2003, desarrollaron y validaron un método de RPLC
con el uso de elucion isocratica para la determinacién de acetaminofen,
clorofeniramina y fenilefrina asi como las impurezas relacionadas a estos
compuestos en capsulas como forma farmacéutica. Para ello usaron las

condiciones cromatograficas mostradas en la tabla 2:
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Tabla 2. Condiciones Cromatograficas del Método desarrollado por Garcia et. al. ™

Tipo de fase estacionaria: Columna de Polietilenglicol

Detector UV: 310nm para el acetaminofén

Fase movil: Solucién Amortiguadora de fosfato (20mM): acetonitrilo (90:10, v/v)

Se utilizé una columna con caracteristicas polares, la cual les permitié
realizar una elucién cromatografica en un tiempo de aproximadamente 13
minutos, eligieron este tipo de columna debido a la gran diferencia de polaridad

de los analitos.

En resumen, estos investigadores obtuvieron excelentes resultados con el
uso de una columna de polaridad mixta y la técnica de Cromatografia Liquida en

fase reversa. En la figura 14 se representa el cromatograma obtenido.
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Figura 14. Cromatograma obtenido con la columna de Polietilenglicol

B. Olmo et al.!"® en el 2005, investigaron el efecto de un gradiente de pH
a composicion constante de modificador organico con el objetivo de separar
acetaminofen, fenilefrina y maleato de clorfeniramina como componentes activos
en formulaciones farmacéuticas para el resfriado comun. Ademas, lograron la

separacién de los productos de degradacidén, p-aminofenol, p-nitrofenol y p-
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cloroacetanilida en una muestra sintética. Para ello emplearon dos métodos
cromatograficos, la diferencia entre los métodos se encuentra en la fase

estacionaria y la fase mévil, como se muestra en la tabla 3:

Tabla 3. Fases Estacionarias y Méviles empleadas por B. Olmo et. al. /"
Especificacion Método 1 Método 2
Tipo de Columna Discovery Cyanopropy! Zorbax SB-CN
Fase Movil H3PO,/Acetonitrilo 95:5 H3PO,/Acetonitrilo 96:4

Como se observa en la figura 15, el primer método no fue especifico. Sin
embargo, la columna tipo Zorbax SB-CN fue capaz de separar todos los
compuestos de interés (figura16) debido a que ofrece una mejor separacién para
muestras con un rango variable de polaridades como en este caso. Finalmente,
la importancia de este trabajo de investigacién radica en el uso de un gradiente
de pH obtenido a través de la optimizacién mediante un modelo matematico "

en lugar de la clasica optimizacién mediante ensayo y error experimental.
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Figura 15. Cromatograma obtenido por el método 1, sdélo se logré la separacion de los
componentes activos.
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Figura 16. Cromatograma obtenido con el uso de una columna Zorbax SB-CN. 1) p-
aminofenol, 2) fenilefrina, 3) maleato, 4) acetaminofen, 5) sacarina, 6) clorfeniramina, 7) p-

nitrofenol, 8) p-cloroacetanilida, 9) acetanilida.

A Marin et al. "® en el 2005, analizaron un producto de degradacion,
mediante el uso de técnicas analiticas como la Extraccion en Fase Sdlida,
Cromatografia Liquida en Fase Reversa y otras técnicas espectroscopicas como
la Absorcién Molecular UV-Visible, RMN-H', RMN-C'™ y espectrometria de
masas. El producto de degradacién fue encontrado en un estudio de estabilidad
quimica en un producto farmacéutico que contenia acetaminofen, fenilefrina y

maleato de clorfeniramina. La figura 17 muestra el cromatograma obtenido.

26



mAU]
] ACETAMINOPHEN
- . 25°C  60% R.H.
4{]0_ ConDar, 1 B3 (el A, A o B D
30°C 60% R.H.
- 40°C 75% RH.
Mi. CHLORPHENIRAMINE
2001 =
1001 [
1
¥ i A S
D_.
IS e e . L S B EE S S S S B S S
0 1 2 3 4 5 6 ; S

Figura 17. Cromatograma obtenido en el sexto mes del estudio de estabilidad
quimica. Condiciones Cromatograficas: Columna PEG (150x4.6 mm, 5 um), fase movil
compuesta por solucion amortiguadora de fosfato (20 mM)/acetonitrilo a pH 7 en una
relacion 90:10 y un flujo de fase movil de 1 mL min™ (35 "C)

Para determinar la masa molecular de la sustancia desconocida, utilizaron
un espectrémetro de masas acoplado a un equipo de RPLC. Propusieron dos
isdmeros como posibles moléculas (figura 18). Ambos isbmeros provienen de la
interaccién i6nica de la fenilefrina con el maleato proveniente de la
clorfeniramina, es por ello que el producto de degradacion posee una polaridad
parecida a estos compuestos. Por tal motivo, utilizaron la técnica de extraccién
en fase solida (SPE, por sus siglas en inglés) y la RPLC para separar el
producto de degradacion. Posteriormente, emplearon técnicas espectroscdpicas
como la resonancia magnética nuclear de protones (RMN-H'), de carbono
(RMN-C') y técnicas mas avanzadas como la resonancia magnética nuclear en
dos dimensiones (COSY-HMBC-HSQC) para elucidar la molécula, la figura 19
muestra el resultado obtenido mediante RMN-H'. Con el uso de técnicas
cromatograficas y espectroscopicas, estos investigadores lograron identificar el
isdbmero B como un producto de degradacién que no habia sido reportado
previamente en la literatura.
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Figura 19. Resultado obtenido mediante la técnica de RMN-H'

En conclusién, la técnica analitica de RPLC se emplea con frecuencia
para la cuantificacibon de componentes activos y sustancias afines en
medicamentos. Una de las razones es la facil adaptacion de esta técnica en la
separacién de compuestos polares, los cuales forman parte del 90% de los
compuestos quimicos utilizados en la actualidad por la industria farmacéutica. El
desarrollo de métodos analiticos de separacion, responde a la creciente
necesidad por ofrecer productos farmacéuticos mas eficientes y con menor
repercusion sobre la salud del paciente, lo cual es la esencia de los rigurosos
controles de calidad en la industria farmacéutica. Por esta razén, en este trabajo
de investigacidon se plantea el desarrollo de un método analitico mediante
modelado cromatografico para la separacion simultanea de acetaminofen,
fenilefrina y sus posibles productos de degradacién, ademas de clorfeniramina,
en una muestra sintética. Luego se estudia la aplicabilidad de este método en un
producto farmacéutico seleccionado.
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2.4 Justificacion

En la actualidad existen muchas casas farmacéuticas que ofrecen sus
productos para el alivio o tratamiento de diversas patologias, por lo cual hay un
gran numero de medicamentos disponibles en los anaqueles comerciales. Por
esta razdn, los organismos regulatorios de cada pais estan siendo mas estrictos
en el cumplimiento de ciertos pardmetros de calidad para el registro de los
productos farmacéuticos.

Por tal motivo, hoy en dia es necesario desarrollar métodos de separacion
analitica para la cuantificacidn de componentes activos y sus posibles productos
de degradacién. De alli la importancia que tiene para la industria farmacéutica el
desarrollo de métodos analiticos que permitan la determinacién simultdnea de
los compuestos quimicos de interés.

Debido que hasta ahora no se ha reportado en la literatura un método
analitico para la separacion simultdnea de acetaminofén, fenilefrina,
clorfeniramina como componentes activos, dimeros del acetaminofén, o-pc y p-
pc como productos de degradacion de la fenilefrina. En el presente trabajo se
plantea el desarrollo de un método cromatografico para la determinacién
simultanea de estos siete compuestos. Sin embargo, el método clasico de
optimizacidn univariante no es adecuado para estos fines debido al largo periodo
de tiempo que se requiere para encontrar las condiciones cromatograficas
deseadas. Es por ello que en este trabajo de investigacion se utilizara un
software que permite la optimizacion de las condiciones cromatogréaficas en la
cromatografia liquida tomando en cuenta parametros multivariantes
interdependientes, lo cual permite reducir el tiempo invertido por el analista en la
busqueda de las condiciones cromatograficas deseadas y ahorrar el consumo de

reactivos y solventes empleados para encontrar dichas condiciones.
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3. Objetivos

Objetivo General

Desarrollo de un método cromatografico para la determinacién simultanea
de acetaminofén, fenilefrina y sus productos de degradacion, ademas de
clorfeniramina, en muestras sintéticas, las cuales simulan formulaciones

farmacéuticas comerciales.

Objetivos Especificos

Optimizar las condiciones de separacion cromatograficas en fase liquida
mediante el uso de estandares de referencia y un software especializado
(OptichromLC) en el modelado de la cromatografia liquida en fase
reversa.

Validacién del método analitico mediante el uso de figuras de mérito, tales
como especificidad, intervalo lineal de respuesta, linealidad, limite de
cuantificacion, limite de deteccidn, exactitud y precision.

Aplicacién del método cromatografico optimizado al monitoreo de
componentes activos (acetaminofén, fenilefrina, clorfeniramina) vy
productos de degradacion (Dimeros, o-pc y p-pc) en una muestra

farmacéutica seleccionada.
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4. Procedimiento Experimental

Con la finalidad de obtener la separaciébn cromatografica de
acetaminofén, fenilefrina, clorfeniramina y los posibles productos de degradacion
del acetaminofén y la fenilefrina, se propusieron diferentes tipos de fase movil
como parametro determinante en el control de la selectividad. Entre los
solventes organicos empleados en cromatografia liquida en fase reversa se
encuentran el acetonitrilo, metanol y el tetrahidrofurano ['°\. De estos, el metanol
y el acetonitrilo fueron utilizados como modificadores organicos debido a que
brindan una polaridad intermedia para un método cromatogréafico destinado a la
separacién de compuestos con un rango variable de polaridades. Por otra parte,
en la literatura '¥ se recomienda que los solventes antes mencionados se usen
en el siguiente orden, acetonitrilo > metanol > tetrahidrofurano. Sin embargo, se
prefirié trabajar en un orden diferente, metanol > acetonitrilo, debido a la crisis
mundial de acetonitrilo 2%, la cual redujo la disponibilidad y aumenté el costo de
éste solvente, lo cual lo hace poco viable para el uso rutinario en la industria.
Adicionalmente, se prescindio del uso de tetrahidrofurano debido a que presenta
ciertas desventajas tales como una absortividad considerable en la region baja
del UV (212 nm), reactividad en presencia de oxigeno y un lento equilibrio del

sistema cuando se cambia la composicién de la fase mévil ['9.

También, se investigd el efecto de dos soluciones acuosas en el
comportamiento cromatografico de los analitos de interés, una solucion
amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio a diferentes valores de pH y

una solucion de tetraborato de sodio.

Seguidamente, se detallara el procedimiento experimental segun las
pautas establecidas anteriormente.
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4.1 Instrumentacion

Tabla 4. Instrumentacion

Instrumento Marca Modelo
Cromatografo Liquido de
Alta Eficiencia Waters Alliance 2695
Detector de Arreglo de
Diodo Waters 2996
Fase estacionaria C18, 150
Columna Cromatografica Waters Xbridge mm de longitud, 4,6 mm de
en Fase Reversa diametro interno, 3,5 um de
tamario de particula
Fase estacionaria C18, 250
Columna Cromatografica Waters Xbridge mm de longitud, 4,6 mm de
en Fase Reversa diametro interno, 3,5 um de
tamario de particula
Filtro Desionizador Millipore Milli-Q*
Filtros Porosos Acrodisc 25 mm de diametro, poros
de 45 ym

Vial de Vidrio Enroscable

Agilent Technolgy

1,5 mL de capacidad

Tapa para viales de vidrio
Enroscable

Agilent Technology

Septum de Politrifluoro de
etileno (PTFE)

Figura 20. Cromatografo Liquido de Alta eficiencia (HPLC)
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4.2 Reactivos

Figura 21. Filtro Millipore

Tabla 5. Reactivos

Reactivos Marca Especificacion Pureza (%)
Metanol Merck Grado HPLC N/A
Acetonitrilo Fisher Scientific Grado HPLC N/A
Agua Millipore Milli-Q>° N/A
Etanol Riedel De-Haén Grado HPLC 99 v/v
Formaldehido Fisher Scientific Grado HPLC 37 miv
Amoniaco Merck Grado HPLC 25 viv
Formiato de Amonio Sigma Aldrich Grado HPLC 97
Tetraborato de
Sodio Riedel De-Hagn Grado USP 99,5
Decahidratado
Acetaminofén Mallinckrodt Grado USP 99,9
Hidroclorato de Iwaki Seiyaku Co. Grado USP 99,8
Fenilefrina
Maleato de Kongo Chem. Grado USP 99,9

Clorfeniramina
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4.3 Busgueda de las Condiciones Cromatograficas

En esta primera etapa, se optimizan las condiciones cromatogréaficas para
la determinacién simultanea de acetaminofén, fenilefrina, clorfeniramina, dimeros

del acetaminofén, o-pc y p-pc (productos de degradacién de la fenilefrina).

4.3.1 Preparacidn de Patrones de Referencia

4.3.1.1 Hidroclorato de Fenilefrina y Maleato de Clorfeniramina

Se prepard6 una disolucion estandar de fenilefrina, maleato de
clorfeniramina y acetaminofén a una concentracion aproximada de 0,1 mg/mL
respectivamente, para ello se emple6 una solucion al 10% v/v de etanol como

solvente.

4.3.2 Preparacion de los Productos de Degradacion

4.3.2.1 Productos de Degradacion del Acetaminofén

Se pesd 2,0 gramos de acetaminofén y se disolvieron en 100 mL de
disolucién al 10% v/v de etanol. Esta disolucién se calenté durante cinco (5) dias
a 95°C. Luego, se dejé enfriar la mezcla a temperatura ambiente.

4.3.2.2 Productos de Degradacion de la Fenilefrina

Se peso6 0,3 gramos de fenilefrina y se disolvieron en 100 mL de agua
desionizada grado Milli-Q (18 MQ cm). Se tomé una alicuota de 25 mL de esta
disolucion y se disolvié en 100 mL de disolucion al 1% v/v de formalina. Se dej6
reaccionar durante seis (6) horas.

4.3.3 Preparacidn de la Muestra Sintética

En este trabajo se denomina “muestra sintética”, a la mezcla de
disoluciones estandar y productos de degradacion que fue utilizada para el
desarrollo del método cromatografico. Para ello, se tomaron alicuotas
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representativas de cada una de las soluciones y se agregaron en un vial para
inyectar directamente en el equipo cromatografico.

4.3.4 Modelado y Optimizacion del método analitico mediante OptichromLC

4.3.4.1 Uso del Software (OptichromLC)
El software empleado en este trabajo tiene como nombre “OptichromLC”,

es propiedad intelectual de Procter and Gamble Industrial y aun no ha sido
patentado por la compafhia. Este software utiliza un algoritmo generalizado de

gradiente reducido "

, lo cual permite que el software sea empleado para el
modelado de la cromatografia liquida en fase reversa a través de la construccién
y evaluacion de los perfiles de retencion (log k Vs %B) de los analitos de intereés,
tomando en cuenta el comportamiento no lineal de cada analito y las ecuaciones
fisicoquimicas de la teoria de separacién en fase liquida ampliamente reportadas

en diferentes textos especializados en este area #2.

El detallado registro de los tiempos de retencién es importante porque
permite la construccion de perfiles que son utilizados para minimizar el tiempo
de corrida cromatografica en funcién de un conjunto de variables que incluyen
un valor aceptable de la constante de selectividad alfa (a), la cual debe ser
aproximadamente 1,1. Esto se debe a que dicho valor garantiza una separacion
cromatografica con una resolucion mayor o igual a dos (2,0) entre el par critico,
con lo cual se asume que la integraciéon individual de ambos picos toma en

cuenta el 99,99% de sus areas 1?2,

Adicionalmente, el software considera las dimensiones de la columna, las
dimensiones de las tuberias del equipo cromatogréafico y las condiciones de la
corrida cromatografica tales como el flujo de fase movil, porcentaje de solvente
organico empleado y maxima presion observada al momento de recopilar los
datos cromatogréficos. A su vez, éste posee la capacidad de analizar multiples

variables durante el proceso de la optimizacién cromatografica.
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Para la obtencion de predicciones, es necesario registrar cuidadosamente
los tiempos de retencion de cada analito obtenidos experimentalmente mediante
eluciones isocraticas de la muestra sintética a diferentes concentraciones de
modificador organico. Por esta razén, se realizaron siete (7) eluciones
isocraticas a diferentes concentraciones de modificador organico para cada
sistema de separacién evaluado. Cada inyeccion se hizo por duplicado y los
tiempos de retencion obtenidos se utilizaron como datos de partida para la
optimizacién cromatografica mediante el uso del software. Para ejecutar el
modelado, el software es alimentado con las dimensiones y la temperatura de la
columna, las dimensiones de las tuberias del equipo cromatografico y la maxima
presion observada con el solvente organico empleado. Seguidamente, se fija la
resolucién cromatografica deseada y luego se ejecuta la optimizacion de ciertos
parametros cromatograficos, contemplando la variable “tiempo de elucién” como
variable de respuesta. Generalmente, los parametros cromatograficos que se
eligen son el flujo de fase movil, la longitud de la columna y el porcentaje de

modificador organico con que se inicia la corrida cromatogréfica.

La principal ventaja de usar un programa de optimizacion multivariante es
que se logra la obtencién de la mejor prediccién tomando en cuenta todos los
pardmetros que pueden afectar la cromatografia, en contraste con los
programas empleados en décadas anteriores ?® en los cuales sélo se puede
optimizar una (1) variable a la vez. Otra ventaja del software (OptichromLC) es
que las predicciones teoricas se ajustan al resultado experimental con un
porcentaje de certeza bastante elevado, gracias a la consideracién de los
efectos extra columna, tales como dimensiones de las tuberias, camino 6ptico

del detector, entre otros.
Es importante resaltar que la optimizacién cromatografica con el uso de

OptichromLC toma un estimado de tres dias por cada solvente organico utilizado

o sistema de selectividad (entendido como el conjunto fase estacionaria +
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solvente acuoso + modificador organico), a diferencia de la optimizacién
univariable en la cual el analista debe emplear semanas y hasta meses para

encontrar condiciones cromatograficas aceptables.

A pesar que el software empleado en este trabajo puede ahorrar el tiempo
invertido en optimizar las condiciones cromatograficas, también puede generar

predicciones incorrectas debido a las siguientes razones ¥

e Preparacion imprecisa de la fase mévil o ajuste del pH.

e No permitir que la columna se equilibre cuando la fase movil se cambia.

e Picos cromatogréficos desdoblados o con una simetria inaceptable.

e No realizar un ciclo de limpieza para facilitar la elucién de analitos o
sustancias afines a la fase estacionaria.

e Equivocacién en la asignacion de los picos cromatograficos al momento
de realizar las eluciones isocraticas de la muestra sintética.

Con el fin de extraer sustancias que pudiesen permanecer retenidas en la
columna, se realiza un ciclo de limpieza antes de iniciar cada elucion isocratica.
Ademas, la identificacion de los picos cromatograficos se realiza mediante el
monitoreo del espectro en el UV-Visible para cada molécula, siempre
considerando que dichos espectros pueden sufrir variaciones a medidas que se
cambia el pH de la fase mévil. Esto se hace con el fin de registrar datos
correctos en el software.

Es importante mencionar que el software es una herramienta que
disminuye el tiempo invertido por el analista en encontrar las condiciones
cromatograficas mas O6ptimas. No obstante, el analista debe tener un
conocimiento previo de la técnica de cromatografia de liquidos en fase reversa
debido a que el software funciona en base a los criterios establecidos por el
analista. Es decir, el software no es un programa autosuficiente, es necesario la
evaluacion critica del analista sobre las condiciones predichas por el software a
lo largo del desarrollo y optimizacion del método cromatografico.
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Finalmente, si la optimizacion via software no se adapta a las
necesidades experimentales, entonces el analista debe discernir que parametros
modificar (optimizacion reiterativa) con el fin de obtener soluciones teéricas que
se adapten a sus necesidades. En este sentido, el analista debe tener una
comprensién basica de todas las variables que afectan la cromatografia liquida
en fase reversa. A medida que la experticia del analista en este area aumenta,
existe mayor probabilidad de obtener condiciones cromatograficas optimizadas

en un corto periodo de tiempo.

4.3.5 Medicidén de las Figuras de Mérito

Para la medicién de las figuras de mérito tales como precision, linealidad
y especificidad del método se emplearon disoluciones estandar de
acetaminofén, fenilefrina, clorfeniramina, los dimeros del acetaminofén, o-pc y p-
pc como productos de degradacion de la fenilefrina. Mientras que otras figuras
de mérito tales como exactitud, limite de cuantificacion (LOQ) y limite de
deteccién (LOD) se realizaron sobre placebos de la muestra. Debido a que no
existen estandares de referencia comerciales para los dimeros del acetaminofen
ni para los productos de degradacion de la fenilefrina, es necesario conocer la
concentracion de cada uno de estos compuestos antes de realizar la medicion

de las figuras de mérito.

4.3.5.1 Concentracién de los Productos de Degradacién

4.3.5.1.1 Productos de Degradacion del Acetaminofén (Dimeros)

Para conocer la concentracion de los productos de degradacion, se
compard el area cromatografica de una disolucion estdndar de acetaminofén con
el area cromatogréfica obtenida para cada producto de degradacién, lo cual se
logré inyectando en el equipo cromatografico una disolucién de concentracion

conocida de acetaminofen y una alicuota, sin diluir, de la disolucién que contiene
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los productos de degradacion del acetaminofén. Esto se hace asumiendo que el
factor de respuesta relativo entre el producto de degradacién y el acetaminofén
es uno (1), procedimiento recomendado en la literatura para los casos en los

que no existe un estandar de alta pureza para los productos de degradacion
[25,26]

4.3.5.1.2 Productos de Degradacidn de la Fenilefrina (o-pc, p-pc)

Para conocer la concentracion de los productos de degradacion, se
comparé el area cromatografica de una disolucién estdndar de fenilefrina con el
area cromatogréafica obtenida para cada producto de degradacion, lo cual se
logré inyectando en el equipo cromatografico una disolucién de concentracién
conocida de fenilefrina y una alicuota, sin diluir, de la disolucion que contiene los
productos de degradacion de la fenilefrina. Esto se hace asumiendo que el factor
de respuesta relativo entre el producto de degradacion y la fenilefrina es uno (1),
procedimiento recomendado en la literatura para los casos en los que no existe

un estandar de alta pureza para los productos de degradacion 252!,

4.3.5.2 Fiquras de Mérito

Las figuras de mérito evaluadas fueron la especificidad, linealidad,

intervalo lineal de respuesta, limite de cuantificacién (LOQ), limite de deteccién
(LOD), precisiéon y exactitud.
4.3.5.2.1 Especificidad

La especificidad es la capacidad del método cromatografico para asignar

de manera inequivoca una respuesta a un analito en particular, en presencia de
otros componentes. La especificidad del método se estudi6 empleando la
muestra sintética. Como figura de mérito, se calculé el factor de resolucion entre

el par critico, cuyo valor debe ser mayor o igual a dos (2,0).
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4.3.5.2.2 Linealidad
Disoluciones de Acetaminofén

Se prepararon disoluciones estandar de acetaminofén a las
concentraciones de 1,200; 1,600; 2,000; 2,400; 3,000 y 4,000 mg/mL. Estas
concentraciones representan un rango de trabajo desde 60 hasta 200% de la

concentracion esperada del componente activo en la preparacion de la muestra.

El criterio de éxito es la obtencién de un coeficiente de determinacion (r?)
mayor o igual a 0,990.

Disoluciones de Fenilefrina y Maleato de Clorfeniramina

Se prepararon disoluciones estdndar de ambos componentes activos a
las concentraciones de 0,240; 0,320; 0,400; 0,480; 0,600 y 0,800 mg/mL. Estas
concentraciones representan un rango de trabajo desde 60 hasta 200% de la
concentracion esperada de los componentes activos en la preparacion de la

muestra.

El criterio de éxito es la obtencion de un coeficiente de determinacién (r°)

mayor o igual a 0,990.

Curva de Linealidad para los productos de degradacion

Se emplearon disoluciones estandar a las concentraciones de 1,20; 1,60;
2,00; 2,40; 3,00 y 4,00 upg/mL para los productos de degradacion del
acetaminofén. Para los productos de degradacion de la fenilefrina se utilizaron
disoluciones estandar a las concentraciones de 2,40; 3,20; 4,00; 4,80; 6,00 y
8,00 pg/mL. Es importante resaltar que las concentraciones empleadas
corresponden a porcentajes relativos a la cantidad del activo, establecidos por
organismos internacionales como la ICH ¥, los cuales indican que el método

analitico debe ser capaz de cuantificar el producto de degradacion al nivel de
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0,05% de la concentracién del componente activo en la muestra, de acuerdo con
la dosis diaria del medicamento.

El criterio de éxito es la obtencion de un coeficiente de determinacion (r°)
mayor o igual a 0,990.

Intervalo Lineal de Respuesta

Para determinar este parametro se inyectaron disoluciones estandar a
concentraciones mayores a 200% y menores a 20% de la concentracién de los
componentes activos esperada en la preparacion de la muestra, excepto para el
acetaminofén, en el cual s6lo se estudio la linealidad a concentraciones por
debajo del 20% de la concentracién de este activo en la preparacién de la
muestra. El criterio de éxito es la obtencién de un coeficiente de determinacion r?

> 0,990 para cada componente activo en el intervalo estudiado.

Cabe destacar que también se realiz6 un analisis grafico de la curva de
residuales en el intervalo de respuesta lineal, esto se hizo con el fin de observar

si realmente existe una correlacion lineal entre el area y la concentracion.

4.3.5.2.3 Limite de Cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion fue calculado utilizando una relacién senal-ruido
[26,27]

igual a diez (10) para el pico cromatografico seleccionado. Esto se logro
inyectando disoluciones estandar a diferentes concentraciones hasta conseguir
sefales cromatograficas con relacion sefal-ruido de aproximadamente diez.
Cabe destacar que este estudio se realizé empleando placebos, es decir, el
producto fue contaminado de manera controlada con los componentes activos y

los productos de degradacion propuestos.

Para todos los analitos de interés, se reporta la concentracion

determinada en el limite de cuantificacion.
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4.3.5.2.4 Limite de Deteccion

Para obtener este parametro se utilizé la relacion matematica en la cual el
limite de deteccion (LOD) es aproximadamente tres veces menor al limite de
cuantificaciéon (LOQ), es decir, LOD ~ LOQ/3 527 Esto es justificable cuando
consideramos el nivel de incertidumbre inherente a una senal del orden del limite
de deteccién, tipicamente de RSD~ 15-20% [2627],

Para todos los analitos de interés, se reporta la concentracion estimada
en el limite de deteccion.

4.3.5.2.5 Precision

Se inyectaron por triplicado disoluciones estandar de cada analito al
100% de la concentracidon esperada en la muestra y se calcul6 el coeficiente de
variacion del area cromatografica para las medidas. El criterio de aprobacion es
que el coeficiente de variacién no debe ser mayor a 2% para los componentes
activos 6 mayor a 5% para los productos de degradacion.

4.3.5.2.6 Exactitud

Se utilizaron placebos, se contaminaron deliberadamente bajo
condiciones controladas, con concentraciones conocidas de cada uno de los
analitos (80, 100 y 120% de la concentracion del analito esperada en la
preparacion de la muestra). Posteriormente, se inyectaron tanto las disoluciones
estandar de concentracibn conocida como las muestras contaminadas
previamente. Finalmente, se compara la cantidad de contaminante anadido o
esperado, versus la cantidad de contaminante recuperado. El criterio de éxito es
la obtencion de un porcentaje de recuperacidon de 95-105% para los

componentes activos y 90-110% para los productos de degradacién 22,
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4.3.6 Muestra

El producto farmacéutico seleccionado se utiliza para aliviar los sintomas
del resfriado comun, por lo cual contiene acetaminofén (400 mg), fenilefrina (4
mg) y maleato de clorfeniramina (4 mg) como componentes activos de esta
formula farmacéutica. Este  producto se presenta en capsulas como forma
farmacéutica.

4.3.6.1 Preparacion de la Muestra

Determinacion de Acetaminofén y sus Productos de Degradacion

Se toméd una capsula del producto farmacéutico y se disolvié en un baldn
de 100 mL con disolucion al 30% v/v de metanol. Esta disolucién se llevd a
ultrasonido durante quince (15) minutos y luego se filtr6 para la remocion del
s6lido suspendido en disolucion. La disolucibn remanente se inyectd
directamente en el cromatografo para la determinacion de los productos de
degradacién del acetaminofén. Mientras que para la determinacién del
acetaminofén, se tomé una alicuota de 25 mL de esta ultima solucién, se llevo a
50 mL con disolucién al 30% v/v de metanol y se inyect6 directamente en el
equipo cromatografico.

Determinacion de Fenilefrina, Clorfeniramina y productos de degradacion
de la Fenilefrina

Se tomé una capsula del producto farmacéutico y se disolvié en un baldn
de 10 mL con disolucion al 30% v/v de metanol. Esta disolucion se llevé a
ultrasonido durante quince (15) minutos y luego se filtr6 para la remocion del
s6lido suspendido en disolucion. La disolucibn remanente se inyecto
directamente en el cromatografo para la determinacion de fenilefrina,

clorfeniramina y los productos de degradacion de la fenilefrina.

43



5. Resultados Experimentales

5.1 Seleccion del Modificador Organico

Por las razones expuestas a principios de la seccion anterior, se
comienza con el uso de metanol como solvente organico. Mientras que el uso de
una solucién amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio se debe su
compatibilidad para la posible adaptacién del método cromatografico a la técnica
de espectrometria de masas 8.,

5.1.1 Metanol/Solucién amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio
10mM

En la literatura se han reportado métodos cromatograficos para la
determinacién simultanea de acetaminofén y fenilefrina a pH &cido . Sin
embargo, estos requieren del uso de un par iénico para aumentar el tiempo de
retencion de la fenilefrina. No obstante, éstos generan problemas inherentes a

su uso en la técnica de HPLC BY

. Por esta razén, en este trabajo se plantea el
estudio cromatogréafico de los analitos a pH neutro y basico, lo que evita el uso

de pares ibénicos.

El estudio cromatografico se inicié a pH 7,35. Para ello, se emplearon
diferentes concentraciones de solvente organico. En la figura 22 se muestran los
cromatogramas obtenidos. Como se observa en la figura, los picos
cromatograficos a porcentaje de modificador organico de 5, 10 y 15% muestran
poca definicion. Este problema podria atribuirse a la cercania entre el pH de la
fase moévil con el pKa de los analitos, esto hace que el analito se encuentre
dentro de la columna cromatografica en su forma ionizada y neutra, lo cual se
refleja en un pico cromatografico desdoblado y con un factor de asimetria

inaceptable en el cromatograma ",
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Figura 22. Cromatogramas para acetaminofen, fenilefrina, clorfeniramina y sus productos
de degradacion obtenidos a diferentes porcentajes de metanol/amoniaco-formiato de
amonio (10 mM) pH 7,35 a un flujo de fase mévil de 1 mL min ': a) 5%, b) 10%, c) 15%

Por otro lado, la clorfeniramina es un compuesto organico con un numero
relativamente alto de atomos de carbono (figura 23), es por ello que fue
necesario emplear un mayor porcentaje de solvente organico para obtener su

elucién cromatogréfica.
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CHs Cl

Figura 23. Estructura Molecular de la Clorofeniramina

En la tabla 6, se muestran los tiempos de retencién obtenidos para cada

analito a las diferentes concentraciones de solvente organico.

Los valores que se presentan en la tabla 6 fueron utilizados para
alimentar el software de modelado cromatografico, el cual ademas de toda la
informacién que se menciond en la seccidén previa (4.3.4), toma en cuenta el
porcentaje de solvente organico (fuerza de fase mévil), la longitud de la columna
y el flujo de fase mévil como parametros variantes (software de parametros
multivariantes) para la optimizacién del tiempo de la corrida cromatografica.
Seguidamente, el software resuelve la funcibn matematica para determinar la

mejor solucion, en base al algoritmo generalizado de gradiente reducido 21,

Tabla 6. Tiempos de Retencion obtenidos a diferentes porcentajes de metanol (B)
/amoniaco-formiato de amonio (10 mM) pH 7,35 y un flujo de fase moévil de 1 mL min !

Compuesto tr (Min) tr (Min) tr (Min) tr (Min)
B =5% B=10% B =15% B = 20%
Fenilefrina 3,575 2,323 1,995 1,790
Acetaminofén 7,595 4,696 3,486 2,452
Producto de
degradacion del 25,542 12,072 5,568 2,851
APAP
Producto de
degradacion del 43,612 42,983 18,967 5,580
APAP
Producto de
degradacion de 16,031 2,981 2,593 2,153
la Fenilefrina
Producto de
degradacion de 24,490 7,584 4,481 3,206
la Fenilefrina
Clorfeniramina 23,762 14,270 6,161
(B =37%) (B = 40%) (B = 50%)
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La primera prediccién se muestra en la figura 24, donde se observa la
mejor prediccién cromatografica generada a través del registro del perfil de
retencion de cada uno de los analitos de interés. El software contempla la
resolucién deseada entre los picos cromatograficos para optimizar el tiempo de

corrida.

A pesar de que ambas caracteristicas son alcanzadas con esta primera
prediccién, el uso de un flujo de fase mévil de 1,7 mL min ~' compromete la vida
atil de la columna debido a las altas presiones internas que se generan en la
columna cromatogréfica. Adicionalmente, un flujo de fase mévil de 1,7 mL min
supone un elevado consumo de solventes. Por tal motivo, se realizaron

optimizaciones reiterativas con la finalidad de ajustar la mejor solucién teorica.
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Figura 24. Primera Prediccion Cromatografica para Acetaminofen, Fenilefrina y sus
productos de degradacion con el uso de OptichromLC utilizando una fase movil
compuesta por metanol/ solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio (10mM)
apH7,35
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La figura 25 muestra una segunda prediccién donde se logré una mejor
resolucidén entre picos y una presién interna menor a la obtenida con la primera
prediccién, lo que se debe al uso de un menor flujo de fase mévil (0,8 mL min™).
Es importante resaltar que estas condiciones se adaptan a la instrumentacién

disponible en el mercado, por lo cual represento6 la mejor opcidon cromatografica.
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Figura 25. Segunda Prediccion Cromatografica para Acetaminofen, Fenilefrina y sus
productos de degradacion con el uso de OptichromLC utilizando una fase movil
compuesta por metanol/ solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio (10mM)
apH7,35

La figura 26 muestra el cromatograma obtenido experimentalmente bajo
las condiciones mostradas en la figura 25. A pesar de la prediccion
cromatografica, la separacién obtenida experimentalmente no coincide con la
observada tedricamente. Esto se debe a que el software no estima el factor de

asimetria (As) al momento de realizar el registro de los datos cromatogréficos.
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Figura 26. Cromatograma obtenido luego de la optimizacion via software con el uso de
metanol/solucion amortiguadora de amoniaco — formiato de amonio (10mM) pH 7,35
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Debido a que los resultados obtenidos a pH 7,35 no muestran una
resolucion cromatografica adecuada, se estudié el comportamiento de la

separacién de los componentes a pH 9,38.

Al realizar este estudio, se encontré que la fenilefrina y el acetaminofén
coeluyen a porcentaje de solvente organico entre 5y 15%, la figura 27 muestra
la comparacion cromatogréafica entre una inyeccion de la muestra representativa
y una disolucién estandar de fenilefrina, donde se observa la elucion de la
fenilefrina en el mismo tiempo de retencién del acetaminofén (alrededor de 9,00
minutos). Por lo tanto, se concluye que a pH bésico no hay mejora del
comportamiento cromatogréfico.
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Figura 27. Inyeccion Cromatografica utilizando una fase movil compuesta por
metanol/solucion de Amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase
movil de 1 mLmin 7, a) Muestra representativa y b) Solucion con los productos de
degradacion de la Fenilefrina

En busca de mejorar la resolucion cromatografica, se evalud el efecto de
mayores porcentajes de solvente organico. Al realizar esto, se logré la
separaciéon de los componentes activos (fenilefrina y acetaminofén) pero
desmejora la selectividad de los productos de degradacién propuestos. Por esta
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razén, la mezcla metanol/amoniaco-formiato de amonio a pH 7,35 y 9,38 fue
descartada como fase movil para la separacion de los analitos de interés. En
cambio, se utiliza acetonitrilo para observar el comportamiento cromatografico

de los analitos de interés con este solvente orgénico.

5.1.2 Acetonitrilo/Solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio
10mM

El acetonitrilo representé una opciéon prometedora por ser un solvente
aprotico que ofrece una selectividad diferente a la del metanol, ademas posee
una menor viscosidad y se usa de manera comun en la determinacién de
analitos a bajas longitudes de onda ' (180 a 210 nm). Por tal motivo, se inicié el
estudio cromatografico basado en los mismos parametros utilizados con metanol

como solvente organico, los cuales fueron explicados en la seccion anterior.

Al utilizar acetonitrilo/amoniaco-formiato de amonio 10 mM a pH 7,35
como fase mdévil, se observé que los picos cromatograficos carecian de la
simetria necesaria para la adecuada cuantificacion de los analitos, problema
similar al observado bajo estas condiciones con el uso de metanol.

A consecuencia de los resultados obtenidos con la fase moévil a pH 7,35,
se decidié estudiar el efecto de wuna fase mébvil compuesta por
acetonitrilo/amoniaco-formiato de amonio a pH 9,38. Como se puede observar
en la figura 28, a pH 9,38 se obtiene una mejor resolucion cromatogréfica,

especialmente a 15% de acetonitrilo/solucién de amoniaco-formiato de amonio.
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Figura 28. Cromatogramas obtenidos a diferentes porcentajes de acetonitrilo/solucion

amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase movil
de 1 mLmin™, a) 5%, b) 10% y ¢) 15%

En la tabla 7 se muestran los tiempos de retencion obtenidos para cada
analito, segun la concentracion utilizada de modificador organico. En la figura 29
se muestra el resultado de la prediccion cromatografica obtenida luego de

realizar una serie de optimizaciones hasta alcanzar una resolucion teérica de
2,33 entre el par critico.
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Tabla 7. Tiempos de Retencion obtenidos con acetonitrilo (B)/solucion de amoniaco-
formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase mévil de 1 mL min™

Compuesto tg (min) B = 10% tg (min) B= 15% tr (min) B = 20%
Fenilefrina 2,798 2,201 1,959
Acetaminofén 2,484 1,979 1,707
Producto de
Degradacién del APAP > 484 1.979 1707
Producto de
Degradacién del APAP 10,404 5014 3,271
Producto de
degradacion de la
Fenilefrina 4,766 3,032 2,382
Producto de
degradacién de la
Fenilefrina 6,773 3,678 2,502
CPM 36,767 (%B = 25) 3,691 (%B = 50) 2,440 (%B = 65)

OptiChromLC, Version 4.04 for SEWP5 Office 2003 (11)
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Figura 29. Prediccion Cromatografica para Acetaminofén, Fenilefrina y sus productos de
degradacion con el uso de OptichromLC utilizando una fase movil compuesta por
acetonitrilo/solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38

En la figura 30, se muestra el cromatograma obtenido experimentalmente.
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Figura 30. Cromatograma obtenido con el uso de un gradiente de solvente compuesto por

acetonitrilo/solucion de amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase

movil de 0,5 mL min

Como se observa en la figura 30, existe un ligero solapamiento entre la
fenilefrina y el acetaminofén, lo cual resulta en una resolucion entre el par critico
menor a dos (2,0). A pesar que la resolucibn entre el par critico es
aproximadamente 1,5, organismos internacionales como la ICH [25] sugieren una
resolucion mayor o igual a dos (2,0) para el uso de métodos analiticos
destinados a la cuantificacién de componentes activos y posibles productos de
degradacioén en formulaciones farmacéuticas. Por lo que intentando mejorar este
resultado, se realiz6 otra serie de optimizaciones reiterativas con el software. Sin

embargo, no fue posible obtener una mejor resolucién cromatografica.

Debido a esta situacion, se empled una columna de 25 cm de longitud
con la finalidad de aumentar la cantidad de platos tedricos y asi mejorar la
resolucién cromatografica. Siguiendo el procedimiento descrito anteriormente, se
obtuvo la prediccién cromatografica (figura 31). Pero cuando se inyectd la
muestra sintética para observar el cromatograma, el resultado no fue
satisfactorio (figura 32). Como se puede observar en la figura 32, algunos
productos de degradacién asi como la clorfeniramina muestran una resolucién

adecuada, pero otros como la fenilefrina y el acetaminofén, no la tienen.
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Figura 31. Prediccion Cromatografica para Acetaminofén, Fenilefrina y sus productos de

degradacion con el uso de OptichromLC utilizando una fase movil compuesta por

acetonitrilo/solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y

un flujo de fase movil de 0,6 mL min', columna de 25 cm
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Figura 32. Cromatograma obtenido con el uso de un gradiente de solvente compuesto por

acetonitrilo/solucion de amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase

movil de 0,5 mLmin ™', columna de 25 cm
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Segun los resultados obtenidos, la fase movil compuesta por
acetonitrilo/amoniaco-formiato de amonio no fue satisfactoria, por lo que se
continudé evaluando otros tipos de fase movil que permitiera obtener una mejor
resolucion de los picos cromatograficos. Para ello, se utilizdé una mezcla de
metanol/tetraborato de sodio a pH 9,38. A continuacién, se presentan los
resultados obtenidos con el uso de esta fase movil.

5.1.3 Metanol/Solucién de Tetraborato de Sodio (10mM) a pH 9,38

El tetraborato de sodio se escogié por ser un compuesto salino
frecuentemente utilizado para obtener soluciones a pH basico ! las cuales han
mostrado mejores resultados sobre la selectividad y resolucion cromatografica
que las soluciones a pH neutro. Ademas, esta sal posee un bajo costo, se
encuentra ampliamente disponible en el mercado y no es tbéxica. Esta ultima
cualidad hace que el uso de esta especie quimica no sea dafino para el

ambiente ni para el personal de laboratorio.

En la figura 33 se muestran los cromatogramas obtenidos a diferentes
porcentajes de solvente organico. En estos cromatogramas se puede observar
que las bandas cromatograficas poseen una definicion adecuada y una

resolucidén aceptable entre los picos cromatograficos.

1.60]
1.407
1.20] &
1.007 o
Q 0.807 0]
0.601
0.40]
0.20]
0.001 e

fPl—E— 10.1%5
}o-pc—23717

2 DOirrer 1-9.091

' 500 1000 1500 2000 2500 30.00 35.00  40.00
Minutes

55



} Diner2-10581

‘200 400 600 800 10,00 1200 14.00  16.00
Minutes
C)

0.201 ﬁ %

: 1 1 (\ll
0.107 o E %\
0.00 o
-0.10 g:

100 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00
Minutes

Figura 33. Cromatogramas obtenidos a diferentes concentraciones de metanol/tetraborato
de sodio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase mdvil de 1 mL min™, a) 5%, b) 15% y ¢) 20%

En la tabla 8 se muestran los tiempos de retencién obtenidos a los
diferentes porcentajes de solvente organico. A partir de estos datos se obtuvo la

mejor prediccidn tedrica a través de OptichromLC (figura 34).
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Tabla 8. Tiempos de Retencion obtenidos con metanol (B)/tetraborato de sodio (10mM) a
pH 9,38 y un flujo de fase movil de 1 mL min™

Compuesto tg (Min) tg (min) tg (min) tr (min)
B=5% B=10% B=15% B =20%
Fenilefrina 10,244 6,188 4,507 3,564
Acetaminofén 6,294 4,153 3.221 2,700
Producto de
Degradacion del 9,200 4,153 2,903 2,297
APAP
Producto de
Degradacion del NA 22,641 10,628 6,056
APAP
Producto de
degradacion de 23,807 11,691 7,215 5,007
la Fenilefrina
Producto de
degradacion de NA 21,682 12,095 6,056
la Fenilefrina
26,080 9,254 2,763
Clorfeniramina (B = 50%) (B = 60%) (B = 80%)

OptiChrom LG, Version 4.04 for SEWPS Office 2003 (1)

Results ara colorad

Systom paramesars:
display time-=
sample volume=
column lkength=
column diametar=

dy=
Flow Rate=  1.0000 mL/min
max Flow=

E!m.

25 mUmin  opt Aow= [JIGHE mL/min

final conditions=

[ _a.00]
[_3.00]
[ __3.00]
[_3.00]
[_3.00]
[__2.00]
[__2.00]
[__=2.00]
[__=2.00]
[__=2.00]
[__=2.00]
[_2.00]
[_2.00]
[_=2.00]
[ 2.00]
[ =.00]

RESTRICTED
T. L. Chestr, Aug. 2, 2008, The Procter & Gambla Company. Patent Pending.
Usar-dafinable calls ara colorad

Window Diagram

‘Wamning: do not make decisions outside the range of your own
=1

@ {minimym)

Predicted chromatogram

——signal ——% Bmixer ——2%B dotoctor

1000
80.0
80.0
40.0
20.0

l
|

el

30.00

00 1500  20.00
time (min}

Custom arsa:

Figura 34. Prediccion Cromatografica para Acetaminofén, Fenilefrina y sus productos de

degradacion utilizando una fase movil compuesta por metanol/tetraborato de sodio

(10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase moévil de 1 mLmin "

Como se puede observar, esta primera prediccion fue lo suficientemente

prometedora como para verificar el desempefio experimental.
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Por tal motivo, se inyectdé una muestra sintética para observar

experimentalmente la separacion cromatografica (figura 35).
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Figura 35. Cromatograma obtenido con el uso de un gradiente de solvente compuesto por

metanol/tetraborato de sodio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase movil de 1 mL min &

Segun el cromatograma mostrado en la figura 35, con las condiciones
experimentales mostradas en la figura 34, se logr6 obtener la separacion
cromatografica de siete (7) compuestos, tres componentes activos y cuatro
productos de degradacion. Ademas de una especificidad, resolucién y tiempo de
elucién adecuado para el uso de este método analitico en procesos rutinarios
llevados a cabo en la industria farmacéutica. Por otra parte, en la figura 35 se
encuentra un compuesto desconocido, el cual no habia sido separado
anteriormente con la metodologia utilizada. Dicho compuesto fue sefalado en el

cromatograma como “Unknown S”.

Para verificar la presencia de este compuesto se inyectaron, por
separado, las soluciones con los productos de degradacidén del acetaminofén y
la fenilefrina, obteniéndose la aparicién del pico correspondiente al compuesto
desconocido en la disolucion de los productos de degradacién del acetaminofén
(figura 36). Este resultado indica que posiblemente el acetaminofén puede
degradarse en otra sustancia ademas de los productos de degradacion

propuestos en este trabajo de investigacién. Ademas, es importante mencionar
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que esta sustancia se encuentra bien separada de los demas analitos (figura 35)
por lo cual podria ser objetivo de estudio en trabajos posteriores.
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Figura 36. Cromatograma obtenido con el uso de un gradiente de solvente compuesto por

metanol/tetraborato de sodio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase mévil de 1 mL min &

luego de inyectar la solucion con los productos de degradacion del acetaminofén, 1)
Unknown S., 2) APAP, 3) Dimero 1, 4) Dimero 2

En resumen, con la mezcla metanol/tetraborato de sodio 10 mM a pH
9,38 como fase mdvil se obtuvo una separacion cromatografica adecuada. Esto
debido a que el tetraborato de sodio 10 mM como fase acuosa, mostré una
mejor selectividad que la solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de
amonio a pH basico. Posiblemente, esta diferencia en el comportamiento
quimico entre ambas sustancias, se debe a la capacidad de formacion de
complejos entre el sistema tetraborato — eluyente, siendo el tetraborato el agente

acomplejante.
En la tabla 9 se encuentran resumidas las condiciones optimizadas via

OptichromLC para el andlisis cromatografico de acetaminofén, fenilefrina,

clorfeniramina, los dimeros del acetaminofén, o-pc y p-pc.
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Tabla 9. Condiciones Cromatograficas Optimizadas via OptichromLC

Instrumentacién del Tiempo de Gradiente %A %B
Método (min)

XBridge C18 Column 3.5
um, 4.6x150mm 0 95 5
FIujq de Fase Movil: 1mL 8,5 95 5
min
Temperatura  de la 9,5 80 20
Columna: 40 °C
Deteccion UV: 273 nm 14,5 80 20
Volumen de Inyeccién: 15,5 20 80
10 um
Tetraborato de Sodio
10mM (A) 18 20 80
Metanol (B) 19 95 5
Tiempo de Elucion: 25 25 95 5
min

5.2 Figuras de Mérito

Una vez optimizadas las condiciones cromatograficas, se determinaron

las figuras de mérito. En la tabla 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 10. Figuras de mérito para los componentes activos

Figuras de Mérito Acetaminofén Fenilefrina Clorfeniramina
Linealidad (r°) 0,997 0,994 0,992
Intervalo lineal de (0,03 —4,00) (0,003 - 10,000) (0,003 — 10,000)
respuesta (mg/mL)
Precision (CV) 0,09 0,21 1,67
Niveles
Exactitud (% de 80% 98,50 98,70 99,80
Recuperacion) 100% 99,30 99,40 99,30
120% 98,40 101,10 100,80
LOQ (ug/mL) 0,40 2,00 5,00
LOD (ug/mL) 0,10 0,70 2,00
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Tabla 11. Figuras de Mérito para los productos de degradacion

Figuras de Mérito Dimero 1 Dimero 2 0-pc p-pc
Linealidad (r°) 0,998 0,998 0,999 0,997

Intervalo lineal de N/A N/A N/A N/A

respuesta
Precision (CV) 3,51 2,34 0,83 2,52
Niveles

Exactitud (% de | 80% 102,10 97,90 96,90 97,90
Recuperacion) | 100% 102,50 92,10 96,70 99,20
120% 102,80 94,50 97,90 100,70

LOQ (ug/mL) 1,00 0,30 2,00 0,90

LOD (ug/mL) 0,30 0,10 0,80 0,30

En las figuras 37 y 38 se muestran algunas

obtenidas:

Calibration Plot

de las curvas de linealidad
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Name: o-pc; Processing Method: diatyl assay, Equation Y = 4 28e+006 X - 5.76e+002; R"2: 0998893

Figura 37. Curva de Linealidad para el Dimero 1 y el o-pc
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Calibration Plot
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Figura 38. Curva de linealidad para la Fenilefrina (PHE) y la Clorfeniramina (CPM)

Ademas de evaluar el coeficiente de determinacion, también se evalud el
gréfico de residuales para cada analito en el intervalo de linealidad estudiado.
Las figuras 39, 41 y 42 muestran algunos de los graficos de residuales
obtenidos. En general, existe una distribucion simétrica alrededor de cero,
confirmando que existe una correlacion lineal entre las areas cromatograficas
obtenidas y la concentracidn del analito. Sin embargo, es interesante observar el
grafico de residuales para el acetaminofén a concentraciones ubicadas en el
intervalo de trabajo (1,200 a 4,000 mg/mL). Para estas concentraciones se
puede observar un grafico de residuales que comienza con valores negativos,
alcanza un méaximo valor positivo y luego vuelve a valores negativos. Esto
sugiere que para estos valores, la relacion lineal entre el area y la concentracion
comienza a perderse aunque no lo suficiente para obtener un coeficiente de
determinacién menor a 0,990 como se muestra la tabla 10. Para confirmar esta

observacion, se inyectdé disoluciones estandar de acetaminofén a
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concentraciones mayores a las estudiadas en el intervalo de trabajo, obteniendo
una curva de linealidad con un coeficiente de determinacién menor a 0,990
(figura 40), esto concuerda con el grafico de residuales mostrado en la figura 39
(parte c) donde se observa que los valores son cada vez mas positivos,

(32]

sugiriendo que se deberia representar una curva diferente <. A su vez, este

fendbmeno también se puede explicar como una consecuencia de la ley de Beer
3] 13 cual describe en forma correcta el comportamiento de absorcién de un
medio que contiene concentraciones de analito relativamente bajas. A
concentraciones altas, la distancia media entre las moléculas responsables de la
absorcion disminuye hasta el punto en que cada molécula altera la distribucién

de carga de las moléculas vecinas B9

Esta interaccion puede alterar la
capacidad de las moléculas para absorber la radiacion de una determinada
longitud de onda. Debido a que la magnitud de la interaccion depende de la
concentracion, la aparicién de este fenémeno da lugar a desviaciones de la

33 No obstante, este

linealidad entre la absorbancia y la concentracion
problema puede solucionarse mediante dilucién del medio que contiene al
analito ¥, es por ello que en la figura 39 (parte “a” y “c”) se observan graficos de
residuales mas simétricos alrededor de cero y ademas se obtienen coeficientes
de determinacion mayores a 0,990 para ambas escalas de concentraciones, las
cuales se encuentran en el intervalo de trabajo y por debajo del intervalo de

trabajo.
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Figura 39. Grafico de Residuales para el Acetaminofén: a) Intervalo

a

concentraciones por debajo del intervalo de trabajo, b) Intervalo de trabajo, c) Intervalo

lineal a concentraciones por encima del intervalo de trabajo
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Figura 40. Curva de linealidad para el acetaminofén a concentraciones por encima del

intervalo de trabajo (r* = 0,984)
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Figura 41. Grafico de Residuales para la Fenilefrina: a) Intervalo lineal a concentraciones
por debajo del intervalo de trabajo, b) Intervalo de trabajo, c) Intervalo lineal a

concentraciones por encima del intervalo de trabajo
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Figura 42. Grafico de Residuales para a) Dimero 1 y b) Dimero 2 en el intervalo de trabajo

Debido a los argumentos expuestos anteriormente, se recomienda uitilizar
un intervalo de trabajo entre 1,200 y 2,400 mg/mL para el acetaminofén. En este

intervalo de concentraciones se observa una distribucidon normal de los puntos

alrededor de cero (figura 43) y un coeficiente de determinacion r* = 0,999 (figura

44).

X Variable 1 Residual Plot

200000
(1)
§ 100000 % 2
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Figura 43. Grafico de Residuales para concentraciones desde 1,200 hasta 2,400 mg/mL
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Linealidad en un Intervalo de Trabajo a partir de
1,200 - 2,400 mg/mL
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Figura 44. Curva de linealidad para concentraciones desde 1,200 hasta 2,400 mg/mL

Por otro lado, las figuras 45 y 46 muestran los cromatogramas obtenidos
del estudio de recuperacion para evaluar la exactitud del método:
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Figura 45. Representacion de Cromatogramas superpuestos para el estudio de exactitud
del p-pc y el Dimero 2
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Figura 46. Representacion de Cromatogramas superpuestos para el estudio de exactitud
de la Fenilefrina (PHE) y la Clorfeniramina (CPM)

En la figura 47 se muestra el cromatograma utilizado en el estudio de la

especificidad del método. La tabla 12 muestra la resolucién cromatografica para

los dos pares criticos observados en el cromatograma de la figura 47, donde se

nota que el factor de resolucién es mayor a dos (2,0) y por lo tanto se puede

asegurar que el método cromatografico desarrollado y optimizado mediante

OptichromLC posee una adecuada especificidad para la determinacién de

componentes activos y los productos de degradacion propuestos en este trabajo.
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Figura 47. Cromatograma obtenido luego de la inyeccion de una solucion representativa

de la muestra

Tabla 12. Factor de Resolucion para los pares criticos

Par Critico Resolucién Cromatografica
Dimero 1 - Fenilefrina 2,64
Dimero 2 — p-pc 3,90
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5.3 Aplicacion del método cromatoqgrafico en una muestra farmacéutica

comercial

Se aplicé el método cromatografico a una muestra farmacéutica comercial
que contiene los analitos de interés en esta investigacion. Las figuras 48, 49, 50
y 51 muestran los cromatogramas obtenidos a las concentraciones
representativas de los activos (acetaminofén, fenilefrina y Clorfeniramina
respectivamente) para el monitoreo de los degradantes de acuerdo a los

lineamientos de la ICH 2%

. Es importante resaltar que el método cromatografico
debe ser capaz de medir la concentracion de los productos de degradacién
correspondiente al 0.05% de la concentracion del activo en la preparacion de la

muestra ?°,

Como se observa, el método de cromatografia liquida en fase reversa
desarrollado y optimizado en este trabajo, es especifico para el analisis de
acetaminofén, fenilefrina y clorfeniramina en la muestra farmacéutica comercial
seleccionada, ademdas se detecta uno de los productos de degradaciéon del
acetaminofén (Dimero 1). Por otro lado, no se detectan picos cromatograficos

referentes a los productos de degradacién de la fenilefrina (figura 50 y 51).
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Figura 48. Cromatograma obtenido para el producto farmacéutico seleccionado a la
concentracion representativa de acetaminofén para el monitoreo de sus productos de

degradacion (dimeros) de acuerdo a los lineamientos de la ICH .,
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Figura 49. Ampliacion del cromatograma anterior
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Figura 50. Cromatograma obtenido para el producto farmacéutico seleccionado a la
concentracion representativa de fenilefrina y clorfeniramina para el monitoreo de los

productos de degradacion (o-pc y p-pc) de acuerdo a los lineamientos de la ICH 25,
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Figura 51. Ampliacion del cromatograma anterior.
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Conclusiones

El sistema metanol/solucion de tetraborato de sodio como fase mdévil es
adecuado para la separacion cromatografica simultanea de acetaminofén,
fenilefrina, clorfeniramina y los producuctos de degradacion del

acetaminofén y la fenilefrina seleccionados en este trabajo.

OptichromLC es una herramienta matematica que permite modelar y
optimizar condiciones cromatograficas en un tiempo menor que el
método clasico de ensayo y error, el cual toma desde semanas hasta
meses en lograr la optimizacién de dichas condiciones.

Las figuras de mérito evaluadas para cada analito, demuestran que el
método puede ser empleado para el analisis de acetaminofén, fenilefrina,

clorfeniramina y productos de degradacion (dimeros, o-pc y p-pc).

La aplicacién del método de separacion analitica sobre una muestra
farmacéutica comercial, demuestra que el método es especifico para el
analisis de acetaminofén, fenilefrina, clorfeniramina y los productos de
degradaciéon propuestos en este trabajo (dimeros, o-pc y p-pc). Por lo
cual, este método cromatografico puede ser empleado en andlisis
rutinarios de formulas farmacéuticas similares a la empleada en este
trabajo.
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Recomendaciones

Estudiar el comportamiento cromatografico del acetaminofén, fenilefrina,
clorfeniramina y los productos de degradacion del acetaminofén y la
fenilefrina, utilizando una fase maovil compuesta por acetonitrilo/solucion
de tetraborato de sodio 10mM a pH 9,38.

Purificar y caracterizar la sustancia desconocida, denominada en este

trabajo como “Unknown S.”

El software no contempla el factor de asimetria (As) de las bandas
cromatograficas. Esto genera la existencia de ligeras diferencias entre la
prediccién teodrica a través del software y el cromatograma obtenido
experimentalmente. Por lo tanto, es necesario que el analista tome en
cuenta este factor para discenir cuales condiciones cromatograficas le

seran mas utiles.
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Grafico 1. Cromatogramas obtenidos con el uso de una fase movil compuesta por Metanol
(B)/Solucion Amortiguadora de Amoniaco-Formiato de Amonio 10mM a pH 7,35; a) B= 5%,
b) B= 10%, ¢) B= 15%, d) B= 37%, €) B= 40%, f) B= 50%
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metanol/solucion de Amoniaco-formiato de amonio (10mM) a pH 9,38 y un flujo de fase
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Grafico 3. Cromatograma obtenido con el uso de una fase mdvil compuesta por
Acetonitrilo (5%)/Solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio 10mM a pH
7,35
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Grafico 4. Cromatogramas obtenidos con una fase movil compuesta por acetonitrilo
(B)/solucion amortiguadora de amoniaco-formiato de amonio 10mM a pH 9,38; a) B= 5%, b)
B= 10%, ¢) B= 15%, d) B= 20%, e) B= 25%, f) B= 50%, B= 65%
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