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RESUMEN

Introduccidn: El clorhidrato de papaverina es un alcaloide obtenido de forma natural a partir del opio
proveniente del Papaver somniferum. Su principal efecto farmacolégico consiste en la relajacion no
especifica del musculo liso, razén por la cual es empleado como vasodilatador para el tratamiento de

patologias como disfuncién eréctil y espasmos musculares, entre otras.

Objetivos: Desarrollar y validar un método analitico por CLAR, para aplicarlo en el control de la
calidad y estudio de estabilidad del clorhidrato de papaverina.

Métodos: En el estudio de validacion del método se evaluaron los pardmetros especificidad,
linealidad, exactitud, precision, limite de deteccién y limite de cuantificacién; con el objetivo de
aplicarlo al control de calidad del clorhidrato de papaverina en forma de Ingrediente Farmacéutico
Activo (IFA), y al control de calidad y estudio de estabilidad del producto terminado denominado
clorhidrato de papaverina-100 inyectable. Ademas se realiz6 el estudio de comparacion estadistica
entre el método desarrollado y el método espectrofotométrico establecido en la empresa productora

para el producto terminado, empleando el estadigrafo t-student.

Resultados: Los resultados obtenidos en las validaciones realizadas se encontraron dentro de los
limites establecidos para los estudios de validacion. No se evidenciaron diferencias significativas

entre los métodos analiticos evaluados ya que el valor de t calculado fue menor que el tabulado.

Conclusiones: Se demostrd la confiabilidad del método por CLAR, tanto para el IFA como para el
producto terminado. Se comprob6 que el resultado obtenido por el método desarrollado y validado por
CLAR y el método espectrofotométrico establecido en la empresa productora de clorhidrato de
papaverina-100 inyectable, no se diferenciaban de manera significativa.

Palabras claves: clorhidrato de papaverina, cromatografia liquida de alta resolucién, validacion.

) e o e o e o ¢ .o e o o . o o
40


http://www.rcfa.uh.cu/
http://www.losmedicamentos.net/medicamento/papaverina-clorhidrato#glosario

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 5/ No. 2 — 2019
Enero —Junio

z{e)n/u{e)n=(e)nmle)nxie)nx(e)nu(e)n uien e nnle)nnls s nlenxlen=le s a6 =eniesxnn@m
Validation of an analytical method by High Performance Liquid Chromatography for papaverine

hydrochloride
ABSTRACT

Introduction: Papaverine hydrochloride is an alkaloid obtained naturally from opium from Papaver
somniferum. Its main pharmacological effect is the non-specific relaxation of smooth muscle, which is
why it is used as a vasodilator for the treatment of pathologies such as erectile dysfunction and

muscle spasms, among others.

Objectives: To develop and validate an analytical method by CLAR, to apply it in quality control and
stability study of papaverine hydrochloride.

Methods: In the method validation study, the parameters specificity, linearity, accuracy, precision,
detection limit and quantification limit were evaluated; with the objective of applying it to the quality
control of papaverine hydrochloride in the form of an Active Pharmaceutical Ingredient (IFA), and to
the quality control and stability study of the finished product called injectable papaverine-100
hydrochloride. In addition, a statistical comparison study was carried out between the method
developed and the spectrophotometric method established in the producing company for the finished
product, using the t-student statistic.

Results: The results obtained in the validations performed were within the limits established for the
validation studies. There were no significant differences between the analytical methods evaluated
since the value of t calculated was lower than the tabulated one.

Conclusions: The reliability of the CLAR method was demonstrated, both for the IFA and for the
finished product. It was found that the result obtained by the method developed and validated by
CLAR and the spectrophotometric method established in the company producing injectable

papaverine hydrochloride-100, did not differ significantly.

Keywords: papaverine hydrochloride, high resolution liquid chromatography, validation
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INTRODUCCION

Las plantas son responsables de sintetizar compuestos quimicos que cumplen funciones no
esenciales en ellas denominados metabolitos secundarios, los cuales intervienen en las interacciones
ecoldgicas entre la planta y su ambiente. Dichos metabolitos poseen un valor comercial y son

empleados en la industria farmacéutica por sus propiedades farmacoldgicas (1).

Uno de los tipos de metabolitos secundarios sintetizados a partir de aminoacidos son los alcaloides.
Estos se clasifican en diversos grupos que incluyen a los alcaloides de tipo bencilisoquinolinas,
comunmente usados con propésitos medicinales. El opio, polvo obtenido de las capsulas de las
semillas verdes de la planta adormidera (Papaver somniferum), se considera actualmente como la
Unica fuente natural de diversas bencilisoquinolinas tales como el vasodilatador clorhidrato de
papaverina y el potente agente anticancerigeno noscapina ambos de alto valor e importancia a nivel

farmacéutico (2).

El clohidrato de papaverina, en forma de clorhidrato, es también empleado como un relajante de la
musculatura lisa en casos de disfuncion eréctil, tratamientos de espasmos en el tracto intestinal y
urinario, migrafias, etc. Todos los usos de este alcaloide son atribuidos a los efectos inhibitorios que
produce sobre las fosfodiesterasas que incrementan los niveles de adenosinmonofosfato ciclico
(AMPc) (2, 3).

El clorhidrato de papaverina puede ser encontrado en forma de tabletas e inyectables
fundamentalmente. Las preparaciones inyectables son soluciones, emulsiones o suspensiones
estériles. Estan preparadas de manera que permiten la disolucion, emulsion o la dispersién de los
principios activos y eventualmente, de las sustancias auxiliares afiadidas en agua para preparacion
inyectable, en un liquido no acuoso apropiado o en una mezcla de estos dos vehiculos. Pueden ser

clasificadas en unidosis o multidosis (4).

El clohidrato de papaverina- 100 inyectable, es una solucion estéril producida en nuestro pais en la
Unidad Empresarial de Base (UEB) Eduardo Reyes Canto perteneciente a Empresa AICA, en la
provincia La Habana. Dicho producto se comercializa en forma de estuche con 100 ampolletas de

vidrio de tipo incoloro o transparente. Cada ampolleta presenta una capacidad de 2 mL.

Segun la informacién que aparece en las revisiones de la literatura cientifica correspondientes al tema

de clorhidrato de papaverina, los métodos analiticos mas difundidos tanto para identificar como para
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cuantificar dicho analito son los métodos espectrofotométricos (5, 6). En la Farmacopea de los

Estados Unidos, 2015, aparece reportada la monografia oficial para clorhidrato de papaverina en el
IFA por Volumetria de Neutralizacion No Acuosa, y en tabletas y preparaciones inyectables por
Espectrofotometria UV-VIS. (7)

Sin embargo, a pesar de que el analisis por CLAR se ha encontrado bastante difundido para
determinaciones en tabletas que contienen clorhidrato de papaverina como IFA (8, 9) se reportan muy
pocos casos de la utilizacién de este método en inyectables (6). Por tales motivos fue desarrollado un
método analitico por CLAR en el departamento de investigaciones analiticas del Centro de
Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM).

Los métodos por CLAR, al igual que todos los métodos analiticos desarrollados o reportados en
monografias oficiales, requieren ser validados. La validacién es el procedimiento cientifico llevado a
cabo mediante estudios en el laboratorio que proporciona la evidencia documental para demostrar la
confiabilidad, reproducibilidad y efectividad de cualquier operacién o proceso (10). Es exigida
rigurosamente por los 6rganos rectores nacionales e internacionales. Incluye el andlisis estadistico de
todos los datos obtenidos durante la ejecucion de los estudios de laboratorio, de manera tal que
puedan establecerse las variables que proporcionan la informacion sobre las posibilidades de

aplicacion del método analitico seleccionado (10, 11).

Los obijetivos del presente trabajo consistieron en validar el método analitico por CLAR aplicable al
clorhidrato de papaverina IFA y al producto terminado papaverina-100 inyectable; comprobar la
aplicabilidad del método para determinar cualitativamente los productos de degradacién en muestras
testigos de producto terminado de clorhidrato de papaverina; comparar el método analitico

desarrollado con el método analitico establecido oficialmente.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon la sustancia de referencia quimica de clorhidrato de papaverina, lote No. H11070, de
calidad USP y el clorhidrato de papaverina IFA perteneciente al lote 0910213 procedente de la India,

del fabricante Deccan Phytochemicals Hyderabad.
Todos los reactivos utilizados fueron de calidad analitica, procedentes de la Riedel —de Haen

(Espafia).
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Método para la cuantificacion del IFA aplicable al control de calidad del clorhidrato de

papaverina IFA

Para la determinacién del IFA, se emple6 la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién, se utiliz6 un
cromatégrafo (KNAUER) con detector UV/VIS (KNAUER) ajustado a 253 nm, un dosificador (Loop)
de 10 pL e integrador (SHIMADZU CR 8 A). La separacion se realiz6 isocraticamente sobre una
columna Lichrosorb RP- 18, con tamafio de particula de 5 pm (125 x 4 mm). La fase movil consistié
en una mezcla desgasificada de acetonitrilo-solucién acuosa 5 mM de &cido 1-heptano sulfonico sal
sddica (50:50) posteriormente ajustada a pH = 4 con &cido acético; con una velocidad de flujo de 0,8
mL/min. (7)

La sustancia de referencia quimica y las muestras fueron preparadas segun la metodologia que se
describe a continuacion: se pesaron independientemente, con exactitud, 10 mg de sustancia de
referencia quimica de clorhidrato de papaverina y de IFA, posteriormente se trasvasaron a un matraz
aforado de 100 mL al cual se le adicionaron 20 mL de fase movil; luego se colocé en un bafio
ultrasonico durante cinco minutos, para disolver la cantidad pesada y finalmente se completé volumen

con fase movil.
En el estudio de validacién se evaluaron los siguientes parametros:
Especificidad

Con el objetivo de evaluar la especificidad del método se analiz6: la sustancia de referencia quimica
de clorhidrato de papaverina; la muestra de IFA y muestras sometidas a condiciones drasticas tales
como: medio acido (HCL 5N), medio basico (NaOH 5N), oxidacion (H20), luz solar y temperatura (40

+ 2 °C). Las muestras de analisis permanecieron degradandose durante 7 dias.

Criterios: No se debe obtener sefial de los productos de degradacion en la zona de elusién del

ingrediente activo (7, 11-14).
Linealidad

Para evaluar el pardmetro linealidad se prepararon cinco disoluciones de concentraciones conocidas
de la sustancia de referencia quimica, correspondientes al 50, 80, 100, 120, y 150 % de la

concentracion tedrica. Se realizaron tres réplicas para cada una de las cinco disoluciones preparadas.

Criterios: ecuacion de la recta (Y= bX + a), coeficiente de correlacion (r > 0,999), coeficiente de
determinacién (r? > 0,980), desviacion estandar relativa de la pendiente: Sb (rel) < 2,0 %, coeficiente

de variacion de los factores de respuesta: CVs < 5,0 % (7, 11-14).
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Exactitud

En el estudio de la exactitud se emple6 el método de recuperacion, preparando muestras con
diferentes niveles de la concentracion tedrica del principio activo en la solucién: bajo, medio y alto

correspondiente con el 80, 100 y 120 %, respectivamente.

Criterios: recuperaciéon media entre un 98,0 — 102,0 %, la G calculada debe ser menor que G

tabulada, la t calculada debe ser menor que t tabulada, para un nivel de confianza de 95 % (7, 11-14).
Precision

Se evaluo la precision del método a través de los estudios de repetibilidad y precision intermedia. La
repetibilidad se llevdé a cabo por un mismo analista, el mismo dia y a través del analisis de diez
réplicas de la muestra con un solo nivel de concentracion correspondiente al 100 %. Se determinaron

los valores medios, la desviacién estandar y el coeficiente de variacion.

El estudio de precision intermedia se realizé por dos analistas, a un mismo nivel de concentracion, y

se efectud el andlisis de diez réplicas de muestras homogéneas en el mismo laboratorio.

Criterios: Repetibilidad (C.V < 2,0). Precision intermedia (t calculada debe ser menor t tabulada; F

calculada debe ser menor F tabulada), para un nivel de confianza de 95 % (7, 11-14).
Limite de deteccidn y cuantificacion

La evaluacion de los parametros limite de deteccién y cuantificacién se desarroll6 por estimacion, a
través de rectas de calibrado. Para calcularlos se realizaron determinaciones a tres concentraciones
inferiores a las empleadas en la confeccion de la curva de linealidad, con las cuales se obtuvo una
nueva recta de regresion lineal y por tanto una nueva ecuacion. A partir de dicha ecuacion se
determind la estimacion de la respuesta del blanco. Luego se disefié una curva adicional con las
desviaciones estandar de los puntos empleados anteriormente. De esta manera se obtuvo la

desviacion estandar del blanco que es equivalente al intercepto de la curva resultante (7, 11-14).
Método para la cuantificacién del IFA por CLAR para papaverina-100 inyectable

Se realizé la evaluacion del desempefio del método en el producto terminado papaverina-100
inyectable, aplicando las condiciones cromatogréficas empleadas en el control de la calidad del

clorhidrato de papaverina IFA. Se comprobaron los parametros: especificidad, exactitud y precision.
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Para el presente estudio se emple6 como muestra de ensayo, papaverina- 100 inyectable

correspondiente al lote 4003 y placebo, elaborados ambos en la UEB Reyes Canto perteneciente

Empresa Farmacéutica AICA.

Para la obtencién de la muestra correspondiente a la papaverina inyectable primeramente se
procedié a preparar una mezcla de producto terminado, empleando para ello diez muestras de
papaverina-100 inyectable. De la mezcla se tomaron 2 mL y se trasvasaron a un matraz aforado de
100 mL; posteriormente se adicionaron 20 mL de fase movil y luego se colocé en un bafio ultrasénico

durante cinco minutos, al final se enrazo el volumen con fase movil.

La sustancia de referencia quimica se prepar6 a una concentracién de 0.1 mg/mL, en fase mavil.
En la evaluacion del desempefio del método, se evaluaron los siguientes parametros:
Especificidad

Para el estudio de especificidad se analizaron: el placebo, la sustancia de referencia y la muestra del
producto terminado papaverina-100 inyectable, muestras sometidas a condiciones drésticas tales
como: hidrolisis acida (HCL 5N), hidrélisis bésica (NaOH 5N), oxidacion (H:02), luz solar y

temperatura (40 £ 2 °C). Las muestras de analisis permanecieron degradandose durante 7 dias.

Criterios: No se debe obtener sefial del placebo, ni de los productos de degradacién en la zona de

elusion del ingrediente activo (7, 11-14).
Exactitud y precision

Para evaluar los parametros de exactitud y precision (repetibilidad y precision intermedia) del método
analitico aplicable al producto terminado, se aplicé la metodologia reportada para el IFA, con la

diferencia que en este caso las muestras eran del producto terminado papaverina -100 inyectable.

Comparacion estadistica entre el método desarrollado y el método establecido

Para realizar la comparacion estadistica se emplearon dos métodos: el desarrollado por CLAR en el
departamento de investigaciones analiticas del CIDEM; el método establecido y validado en la UEB
Reyes Canto para el control de la calidad de papaverina-100 inyectable: Espectrofotometria UV-VIS.

Se evaluaron seis réplicas por cada uno.

Para la determinacién espectrofotométrica del clorhidrato de papaverina se emple6 como blanco

acido clorhidrico 0,1 mol/L las lecturas se realizaron a 251 nm, en un espectrofotometro (Genesys
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10S UV-VIS, Thermo Scientific, Estados Unidos). La sustancia de referencia quimica y las muestras

se prepararon a una concentracion de 5 pg/mL, disueltas en acido clorhidrico 0,1 mol/L.

Con el empleo de ambos métodos se calcularon las medias y las desviaciones correspondientes.
Posteriormente se realizé el tratamiento estadistico mediante la prueba t de Student con el objetivo de
determinar si existian diferencias significativas entre los resultados obtenidos del contenido del

clorhidrato de papaverina, por ambos métodos.

Criterio: t caiculada < 1 tabulada

RESULTADOS

Validacién del método analitico para la cuantificacion del IFA aplicable al control de calidad del

clorhidrato de papaverina IFA

En la figura 1 se muestran los cromatogramas obtenidos a partir de los resultados del estudio de
especificidad realizado como parte de la validacion del método por CLAR para el analisis del

clorhidrato de papaverina IFA.

En la tabla 1 se reportan los resultados experimentales del estudio de la linealidad para el clorhidrato

de papaverina IFA.
Los resultados de la medicidn del parametro exactitud se muestran en la tabla 2.

En el estudio de la repetibilidad realizado a una misma muestra, por el mismo analista, el mismo dia,
a través de diez réplicas, se alcanz6 un coeficiente de variacion adecuado (0,11 %), para métodos

cromatograficos.
Los resultados del estudio de precision intermedia se reportan en la tabla 3.

Como parte de la validacién llevada a cabo para el analisis del IFA de clorhidrato de papaverina se
obtuvo como limite de deteccion 0,25 pg/mL mientras que el limite de cuantificacion fue de 0,69

pg/mL.

Validacién del método analitico por CLAR aplicable a la papaverina-100 inyectable para el

control de calidad

En la figura 2 se muestran los cromatogramas obtenidos a partir de los resultados del estudio de

especificidad.
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En la tabla 2, se muestran los resultados del estudio de exactitud del método aplicable al producto

terminado.

El valor del coeficiente de variacion obtenido en el estudio de repetibilidad fue de 0,20 %. Mientras

gue los resultados del estudio de precision intermedia, se resumen en la tabla 3.
Comparacion estadistica entre el método desarrollado y el método establecido

Los resultados en el estudio de comparacion de métodos, se reportan en la tabla 4.

DISCUSION
Validacion de los métodos analiticos
Especificidad

En el estudio de especificidad del método aplicable al clorhidrato de papaverina IFA, se puede
apreciar al comparar los cromatogramas A 'y B, correspondientes a la sustancia de referencia quimica
y a la muestra clorhidrato de papaverina IFA, respectivamente, la marcada similitud que entre ellos se
manifiesta pues sus tiempos de retencion (tr) son analogos entre si. Los cromatogramas de las
muestras sometidas a condiciones de estrés (C, D, E, F y G) nos sugieren que el procedimiento
propuesto para el tratamiento de las muestras fue efectivo ya que se observaron evidencias de la
esperada degradacién del clorhidrato de papaverina IFA. Dichas evidencias se revelaron a partir de
una disminucion significativa de la sefial correspondiente al clorhidrato de papaverina y la aparicién
de picos secundarios a otros tiempos de retencién. Con los cromatogramas C, D, E, Fy G se
demuestra que los picos atribuibles a los productos de degradacion del clorhidrato de papaverina:
papaverinol y papaveraldina, descritos por Badea y colaboradores en 2010 (6), no interfieren en la
determinacion del IFA. Esto se debe a que dichos productos de degradaciéon no eluyen al mismo
tiempo que el clorhidrato de papaverina IFA. Los resultados obtenidos evidencian la especificidad del
método y la factibilidad de su aplicacion en el control de la calidad del IFA, asi como también en la

determinacion de sus productos de degradacion desde el punto de vista cualitativo.

Al analizar los resultados del estudio de especificidad del método aplicable a la papaverina-100
inyectable, no se observaron sefales de los excipientes (A) de la formulacion en la zona de elucion
de IFA del producto terminado, ya que, no se presentaron interferencias de picos adicionales en esta
zona. Ademas fue observada una gran similitud entre los tiempos de retencion correspondientes a la
muestra (C) y la sustancia de referencia quimica (B). Los cromatogramas de las muestras sometidas
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a condiciones drasticas (D, E, F, G y H), demuestran que los productos de degradacién no interfieren

en la determinacién del IFA porgue no eluyen al mismo tiempo de retencién que lo hace el clorhidrato
de papaverina. También en estos cromatogramas se observa la disminucién de la sefial del
clorhidrato de papaverina y la aparicién de picos secundarios a otros tiempos de retencién (tr). Segun
las investigaciones de Hermann y colaboradores en 2002, y, Girresera y colaboradores en 2003 (15,
16), la disminucién de la sefal correspondiente al clorhidrato de papaverina es atribuible a la
formacion de los compuestos papaverinol y papaveraldina, como resultado de los procesos
degradativos que tuvieron lugar durante el tratamiento previo a las muestras de producto terminado
(11-14).

Linealidad

Como se puede apreciar en la tabla 1, los valores de los coeficientes de regresion y de determinacion
obtenidos resultaron ser muy cercanos a la unidad y ademas superiores a los establecidos, para
validacion de métodos analiticos en el Anexo | de Buenas Practicas de Laboratorio del CECMED,
2013 (11). El valor del coeficiente de determinacién (r?) de 0,998 indica que la recta de regresion
lineal lograda describe eficientemente la relacién entre las variables estudiadas pues el modelo lineal
se ajusta favorablemente a los datos experimentales. Con el coeficiente de regresion lineal (r) de
0,999 queda demostrada la intensidad que caracteriza a la relacién entre X y Y. Los valores obtenidos

de ambos coeficientes permiten demostrar la existencia de una adecuada correlacion.

Los valores del coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CV) y la desviacion estandar de
la pendiente de la linea de regresion (Sb rel), se encuentran por debajo de los valores limites
establecidos: 5,0 y 2,0 %, respectivamente. Estos estadigrafos se consideran estimadores puntuales
gue permiten caracterizar la variabilidad. El valor obtenido del coeficiente de variacién de los factores
de respuesta indica que se manifiesta una variabilidad favorable en la relacién

concentracion/respuesta para cada nivel evaluado.

Con los resultados obtenidos en este estudio queda demostrada la linealidad del método propuesto
por CLAR para el clorhidrato de papaverina IFA.

Exactitud

El parametro exactitud se evalta con la finalidad de revelar la capacidad del método analitico en

estudio para obtener resultados lo mas proximos posibles a los valores verdaderos (17).

La exactitud refleja el error sistematico o la tendencia a él. Para asegurar una buena exactitud, segin

Martin-Smith y Rudd, es necesario eliminar los errores que no estan sujetos a tratamiento estadistico
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(calibracion o control incorrectos de equipos), los errores inherentes a blancos o errores constantes y

los que dependen de la cantidad del analito presente denominados errores proporcionales (18).

Los resultados experimentales estuvieron por debajo de los valores tabulados reportados, asi mismo,
en el rango de trabajo seleccionado los valores de porcentaje de recobro y los valores medios se
encuentran comprendidos dentro del rango establecido para métodos cromatogréficos (98,0-102,0
%).

La influencia del factor concentracién sobre la variabilidad de los resultados de la exactitud, para
ambos métodos fue estimada al aplicar la prueba de Cochran de homogeneidad de varianzas. Como
se muestran las G caicuiadas fu€ron menores que las G wbuiadas Para un 95 % de confianza, k= 3 y n= 3;
por lo tanto, las varianzas de los tres niveles de concentracibn empleados se consideran
equivalentes. Este hecho indica que el factor concentracion no influye de manera relevante en la

variabilidad de la respuesta medida por el cromatégrafo empleado (11-14).

Los valores de los coeficientes de variacion para cada uno de los niveles de concentracion
estudiados, para cada método evaluado, asi como los CV raies resultaron ser menores que el 2,0 %,
cumpliéndose con el limite establecido.

De esta manera queda demostrada la exactitud de ambos métodos, no manifestandose la influencia

de errores sistematicos por exceso o por defecto al emplear los métodos evaluados.
Precision

La precision puede ser una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento
analitico en condiciones normales de operacién (7). La finalidad del ensayo esta encaminada a
comprobar como interviene la variabilidad del proceso analitico en si sobre los resultados obtenidos al

emplear los métodos que se validan (11).

Como se observa en la tabla 3, todos los resultados del porciento de clorhidrato de papaverina
presentaron valores muy cercanos entre si y ademas no se manifestaron valores extremos de
concentracion muy alejados del 100%. Esto le otorga a los datos analizados una distribucion bastante
simétrica que garantiza el empleo de la media en este caso como una medida de tendencia central
confiable (19).

El coeficiente de variacion elimina la dimensionalidad de las variables y tiene en cuenta la proporcion
existente entre la media y la desviacion estandar, por tal motivo es una medida de variabilidad relativa
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a la media (19). Con los CV obtenidos se garantiza que la variabilidad de los resultados tenga lugar

dentro de los limites establecidos para los métodos cromatograficos: CV < 2,0 %, lo que demuestra

que ambos métodos evaluados poseen buena precision (11-14).

En los estudios de precision intermedia realizados, los valores de las pruebas de Fischer y Student
calculados resultaron menores que los tabulados, para un 95 % de probabilidad y 18 grados de
libertad, demostrandose que no existian diferencias significativas entre las varianzas y las medias
obtenidas por ambos analistas. El conjunto de estos resultados permite asegurar la precision de
ambos métodos cromatograficos estudiados, por lo que puede afirmarse con certeza que los errores
aleatorios no repercutieron significativamente en los métodos evaluados (11-14).

Limite de deteccidn y cuantificacion

Otros criterios de desempefio que deben ser evaluados durante el proceso de validacién de los
métodos analiticos son los limites de deteccion y cuantificacion (10). Tanto el limite de deteccion
como el de cuantificacion son valores numéricos. La evaluacion de ambos parametros puede

efectuarse bajo el mismo disefio (20).

Como parte de la validacién llevada a cabo para el analisis del IFA de clorhidrato de papaverina se
obtuvo como limite de deteccion 0,25 pg/mL mientras que el limite de cuantificacién fue de 0,69

pg/mL.

Comparacion estadistica entre el método desarrollado y el método establecido, aplicable al

producto terminado

Como se puede apreciar en la tabla 4, el estadigrafo t de Student obtuvo un valor de 1,71. Al
comparar este valor con la t whuada S€ puede apreciar que se cumple con los criterios de aceptacion

previamente establecidos pues la t caiculada €S Mmenor que la t wabuada para un 95% de confianza.

Por tales motivos se puede afirmar que los resultados obtenidos como parte de la comparaciéon entre
ambos métodos no difieren estadisticamente, lo que demuestra que entre ellos no existen diferencias
significativas. Con este estudio queda demostrado que el método desarrollado por CLAR puede
aplicarse indistintamente al método establecido por Espectrofotometria UV-VIS, debido a que los

resultados que se alcanzan con el empleo de ambos métodos son similares.
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CONCLUSIONES

El método por CLAR, desarrollado y validado para el IFA de clorhidrato de papaverina, puede
aplicarse en control de la calidad por ser un método especifico, lineal, exacto y preciso en el rango de
concentraciones estudiadas; con limites de deteccion y cuantificacién de 0,25 pg/mL y 0,69 pg/mL,
respectivamente.

El método por CLAR, validado para el producto terminado papaverina-100 inyectable, puede aplicarse
en control de la calidad y el estudio de estabilidad por resultar especifico, exacto y preciso en el rango
de concentraciones estudiadas.

Con el empleo del método por CLAR se obtienen resultados de caracter certero que no difieren

estadisticamente de los obtenidos a partir del método oficial por Espectrofotometria UV-VIS.
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Figura 1. Especificidad del método para el IFA. (A)-Cromatograma de la sustancia de referencia
guimica. (B)-Cromatograma de la muestra. (C)-Cromatograma de la muestra sometida a hidrdlisis
acida. (D)-Cromatograma de la muestra sometida a hidrdlisis bésica. (E)-Cromatograma de la
muestra sometida a luz solar. (F)-Cromatograma de la muestra sometida a temperatura. (G)-

Cromatograma de la muestra sometida a oxidacion.
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Figura 2. Especificidad del método para el producto terminado. (A)-Cromatograma del placebo. (B)-

Cromatograma de la sustancia de referencia quimica. (C)-Cromatograma del producto terminado

papaverina-100 inyectable. (D)- Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis acida. (E)-

Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis basica. (F)- Cromatograma de la muestra sometida

a la luz. (G)- Cromatograma de la muestra sometida a temperatura. (H)- Cromatograma de la muestra

sometida a oxidacion.
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Tabla 1. Linealidad del método

Parametros Resultados Limites
Ecuacioén de la recta Y =7,651 X + 15,828 Y= bX+a
Coeficiente de r = 0,999 r> 0,990
regresion lineal
Coeficiente de 2 = 0,008 2 0,980
determinacion

Significacién estadistica de la varianza de la pendiente (b)

Desviacion estandar

relativa de la Sb rel(%) = 1,93 Sb rel(%) < 2,0%
pendiente

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta

Coeficiente de

variacion del factor CV:;=1,50 %

CVi< 5,0%
de respuesta

Tabla 2. Exactitud de los métodos

Resultados Criterios de
IFA Inyectable aceptacion
R tota = 99,97 % R tota = 100,13% R: 98,0 — 102,0 %
CVtota| = 0,11 % CVtotaI = 0,71 % CVv < 2,0 0/0
T cac = 2,148 1 calc. = 1,890
t = 2,306 ttap. = 2,306 tcac St
G calc = 01557 G calc. = 0,769
G wp = 0,797 G . = 0,797 G cac< G
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Tabla 3. Precision intermedia de los métodos

IFA Inyectable
Clorhidrato de papaverina (%)
Analista 1 Analista 2 Analista 1 Analista 2
99,08 99,23 100,45 100,25
99,15 99,34 100,44 100,36
99,22 99,21 100,25 100,41
99,41 99,22 99,98 99,87
99,32 99,15 100,12 99,86
99,38 99,08 100,08 100,15
99,28 99,16 100,01 100,16
99,34 99,05 100,25 100,25
99,11 99,06 99,87 100,08
99,16 99,17 99,85 99,87
Xanaista1= 99,24 % | X anaista2= 99,17 % | Xanaiista1 = 100,13 % X anaiista2 = 100,13 %
S:1=0,11 S2=10,32 S1=0,20 S2=0,19
Xwow=99,21% S=0,11 CV =0,11% | Xww=100,11% S=0,189 CV total=0,19%
F cac= 2,87 t cac= 0,557 Feaic = 0,95 t cac= 0,020
F b = 3,18 gl 9/9 tw=2,101

) e o e oo ¢ o e o o . o o
58


http://www.rcfa.uh.cu/

Revista de Ciencias Farmacéuticas y Alimentarias / www.rcfa.uh.cu ISSN 2411-927X / Vol. 5/ No. 2 — 2019

Enero — Junio
COOC OO0 OO OO OO OO OO 0D OO OO0 OO O OO Eo oo

Tabla 4. Comparacion entre métodos

Métodos Resultados Limites
Desarrollado X=100,22 %
(CLAR) S=0,177 %

t cal < t tab
Establecido X=99,57 %
(UV) S=0,689 %

t o (11; 0,05) = 2,20
t-Student 1,71
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