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RESUMEN

Objetivo: Se validaron tres métodos analiticos para el control de calidad y estudio de estabilidad de
las gotas nasales de clorhidrato de efedrina.

Materiales y métodos: Se desarrollé una técnica por cromatografia liquida para la cuantificacién del
clorhidrato de efedrina y dos técnicas volumétricas para la cuantificacién del cloruro de benzalconio
y edetato disédico, preservos antimicrobianos incluidos en la formulacion. Los parametros evaluados
se correspondieron con lo establecido internacionalmente para técnicas cuantitativas como:

especificidad, linealidad, exactitud, precisién, robustez y limites de deteccién y cuantificacion.

Resultados: Se demostré que el método cromatogréfico fue lineal, con un limite de deteccion de 2,62
pug/mLy 5,56 pg/mL como limite de cuantificacién, selectivo, preciso, exacto y robusto. El método
volumétrico para el cloruro de benzalconio fue lineal, con un limite de deteccién de 0,60 ng/mL
y 2,24 pg/mL como limite de cuantificacion, especifico, preciso, exacto y robusto. Los resultados
de la evaluacién del desempeno del método volumétrico para el edetato disédico demostraron su
Pprecisién, exactitud y especificidad.

Conclusiones: El método cromatografico para la determinacién del principio activo, asi como
los métodos volumétricos para la cuantificacion de los agentes preservantes de la formulacion,
cumplieron con todos los parametros evaluados en la validacion, siendo ttiles para el control de
calidad y estudio de estabilidad.

PALABRAS CLAVE: Clorhidrato de efedrina, Estudios de validacién, Gotas nasales, Método
cromatografico.

ABSTRACT

Aims: The purpose of this study was to validate three analytical methods for quality control and
stability study of nasal drops ephedrine hydrochloride.

Materials and methods: A liquid chromatographic technique was developed for the quantification
of ephedrine hydrochloride and two volumetric techniques for quantification of benzalkonium
chloride and edetate disodium, preservatives in the formulation. The evaluated parameters were
consistent with internationally established quantitative techniques such as specificity, linearity,
accuracy, precision, robustness and limits of detection and quantification.

Results: It was demonstrated that the chromatographic method was linear, with a detection limit of
2.62 pg/mL and 5.56 pg/mL as LOQ, selective, accurate, precise and robust. The volumetric method
for the benzalkonium chloride was linear, with a detection limit of 0.60 ug/mL and 2.24 pg/mL
as the limit of quantification, specific, accurate, precise and robust. The results of the performance
evaluation of volumetric method for disodium edetate demonstrated their precision, accuracy and

specificity.

Conclusions: The chromatographic method for the determination of the active as well as volumetric
methods for the quantification of preservatives in the formulation met all the parameters evaluated
in the validation, being useful for quality control and stability study.

KEY WORDS: Chromatography, Ephedrine hydrochloride, Liquid nasal drops, Validation Studies
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INTRODUCCION

El clorhidrato de efedrina se presenta en forma de polvo
cristalino o cristales incoloros. Es soluble en etanol al 96
% y facilmente soluble en agua'?. Es un broncodilatador
adrenérgico, vasopresor, estimula los receptores beta-2
adrenérgicos en los pulmones para relajar el musculo liso
bronquial, alivia el broncoespasmo, aumenta la capacidad
respiratoria, disminuye el volumen residual y reduce la
resistencia de las vias aéreas’.

La mayor parte de la efedrina que se produce
comercialmente procede de fabricantes de productos
farmacéuticos de la India y China, donde las condiciones
econdmicas e industriales favorecen la produccién masiva
de efedrina para la exportaciéon®. Esta es empleada en la
preparacién de medicamentos liquidos orales para el
tratamiento del asma y resfriados por sus propiedades
broncodilatadoras. También se incluye en gotas nasales
o sprays descongestivos, ya que induce vasoconstriccion
sobre la mucosa nasal y disminuye la produccién de moco.
En su forma parenteral esta indicada para contrarrestar
los efectos hipotensores de la anestesia raquidea o de
otros tipos de anestesia por conduccién no tépica y la

hipotension aguda®®.

Las gotas nasales, usualmente, consisten en soluciones
acuosas destinadas a ser introducidas en las fosas nasales
en forma de gotas o sprays. Se preparan de modo que en
muchos aspectos son similares a las secreciones nasales

para preservar la accion ciliar normal®.

La validacién es el proceso establecido para la obtenciéon de
pruebas convenientemente documentadas y demostrativas
de que un proceso de fabricacién o método de anélisis es lo
suficientemente fiable para producir el resultado previsto

dentro de intervalos definidos”®.

Al validar un procedimiento se logra un alto grado de
confianza y seguridad del proceso productivo o del
método analitico, asi como también en la calidad de los
resultados. Ademas, permite un conocimiento profundo
de sus caracteristicas de funcionamiento, disminuyendo el
numero de fallas y repeticiones con el consiguiente ahorro
de los costos asociados.

El presente estudio tiene como objetivo validar un método
por cromatograffa liquida, para la cuantificaciéon del
clorhidrato de efedrina, y dos técnicas volumétricas, para
la cuantificacién del cloruro de benzalconio y edetato
disédico, preservos antimicrobianos, ttiles para el control
de calidad y estudio de estabilidad de las gotas nasales de
efedrina.
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MATERIALES Y METODOS

Productos quimicos y reactivos

Clorhidrato de efedrina (Embio Limited, India), cloruro
de benzalconio (Kirsch Ph, Espafia) y edetato disédico
2 H,O (Panreac, Espafia). El patréon de clorhidrato de
efedrina fue suministrado por la Farmacopea Europea. Los
reactivos y soluciones como: dcido fosférico, acetonitrilo,
tetrafenilborato de sodio, cloroformo, hidroxido de sodio,
bromofenol azul, sulfato de cinc 7 H,0, acetato de amonio,
acido acético glacial, ditizona, carbonato de calcio, acido
clorhidrico 37 %, fueron de calidad analitica (Merck,
Alemania).

Técnica cromatografica empleada

La concentracién del ingrediente farmacéutico activo (IFA)
fue determinada a través de un método cromatografico en
fase reversa con deteccién UV-visible’ cuyas condiciones
fueron: columna Nucleosil RP-18 100 A (5 ym) 150 mm
- 4,6 mm (Teknokroma, Espafa), volimenes de 5/95 de
acetronilo y solucién de acido fosférico al 2 % como fase
movil, y velocidad de flujo de 1,0 mL/min. La longitud
de onda empleada fue 257 nm inyectandose 20 pL. El
procedimiento fue realizado en un cromatégrafo liquido
de alta resolucién (Konik-Tech, Espana), inyector Reodyne
77251 y bomba SS analytical 560.

La preparacion del patron se realizé pesando con exactitud
10 mg de clorhidrato de efedrina los que se trasvasaron a
un frasco volumétrico de 10 mL, disolviéndose en agua
purificada. En la preparacion de la muestra se transfiri6 1
mL a un volumétrico de 10 mL completando volumen con
agua purificada.

Validacion del método cromatografico

Se realizd wuna validacion exhaustiva evaludndose
selectividad, robustez, linealidad, exactitud, precision,
rango y limites de deteccién y cuantificacién seguan la
categoria I’®. Los datos se analizaron estadisticamente
utilizando el programa profesional STATGRAPHICS Plus
5.1.

Selectividad

Se emplearon los siguientes ensayos:
a) andlisis del placebo considerando la influencia del
edetato disédico y su producto de degradacién (acido
nitrilotriacético)?, recién preparados.
b) adicion del patrén de analito degradado al placebo
y comparacion contra el patrén puro de analito.
Degradacion artificial” de las muestras a temperaturas
70-120 °C durante 1 h, calentamiento a reflujo con NaOH
1Ny HCI1N durante 1 h, luz solar directa durante siete
dias y peréxido de hidrégeno durante 1 h.
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¢) adicién del patrén al placebo y comparaciéon de la
respuesta con el patrén puro de analito.

Robustez

Se realiz6 un disefo experimental tipo factorial D- Optimal
utilizando el programa profesional Desing-Expert Version
6.0 (Stat-Ease, Inc., Minneapolis, EUA). Se estudi6 el
efecto de tres variables en la determinacién del contenido
de clorhidrato de efedrina, para un total de diecinueve
experimentos. Las variables fueron tipo de columna
cromatografica: Nucleosil, Konik excel 120 A ODS B (5 um)
15 cm x 0,4 cm (Teknokroma, Espafia) y Luna RP-18 (2) 100
A (5 um) 250 mm - 4,6 mm (Phenomenex, USA), flujo entre
0,98 y 1,02 mL/min y longitud de onda (255 - 259 nm).

Linealidad

Se tomaron placebos cargados con 50, 80, 100, 120 y 150
% de la concentracion teérica del IFA, realizando el
procedimiento por triplicado. Se determiné la ecuacién
de la recta, el coeficiente de correlacién, la prueba de
significaciéon estadistica de la pendiente Sb rel (%), el
coeficiente de variacion de los factores de respuesta y el
ensayo de proporcionalidad.

Exactitud

Se aplic6 el modelo triplicado de placebos cargados con
tres concentraciones: 80, 100 y 120 %, determinando el
porciento de recuperacién, la desviacién estandar, el
coeficiente de variacion (CV), el estadigrafo C, mediante
la prueba de Cochran, y t, mediante la prueba de test de
Student.

Precision

Repetibilidad
Se determiné por el andlisis sextuplicado a partir de
una muestra homogénea correspondiente al 100 % de
concentracion, calculando el CV. Las determinaciones las
realizé el mismo analista en las mismas condiciones de

trabajo.

Precision intermedia
Se realizé el andlisis por triplicado a partir de una
muestra homogénea correspondiente al 80, 100 y 120 % de
concentracién, por dos analistas, en tres dias diferentes, en
el mismo laboratorio. Se determiné F mediante la prueba
de Fisher, t mediante la prueba de test de Student y el CV

global, para un nivel de confianza del 95 %.

Rango
Se efectud bajo el mismo disefio del estudio de exactitud.
En cada uno de los niveles seleccionados se determiné el

cumplimiento de los criterios de exactitud, precisiéon y
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linealidad.

Limites de deteccién y cuantificacién

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificaciéon (LOQ)
fueroncalculadosteniendoencuentael valor dela pendiente
de la curva de calibracién utilizada para la linealidad. Se
construy6 otra curva de calibracién utilizando tres niveles
de concentracion equivalentes a 20, 30 y 40 %, analizados
por triplicado. Con los valores de cada concentracion de
la curva anterior se determind la desviacion estandar
representando estos valores frente a la concentraciéon. Para
lanueva recta de regresion se obtuvo el valor del intercepto
por extrapolacion.

Método volumétrico para la cuantificacion del cloruro de
benzalconio

El método volumétrico empleado fue desarrollado en el
Laboratorio Medilip. Para ello se us6 el tetrafenilborato de
sodio como sustancia valorante y el azul de bromofenol
como indicador.

Método volumétrico para la cuantificacion del edetato
disédico

En el método utilizado fue empleado el sulfato de cinc
como sustancia valorante y la ditizona como indicador®.

Validacién de los métodos volumétricos

En el caso del método para el cloruro de benzalconio
se realiz6 una validacion exhaustiva evaluandose
parametros similares a los de la técnica cromatogréfica.
Para la robustez se estudi6 la influencia de las cantidades
empleadas de indicador (0,4 - 0,5 mL), hidréxido de sodio
(1,0 - 1,2 mL) y cloroformo (9,0 - 10,0 mL) para un total
de siete experimentos. Para estimar el LOD y el LOQ las
concentraciones inferiores a la curva de linealidad fijadas
fueron 50, 80 y 100 %.

Parala técnica del edetato disédico serealizé una evaluacion
del desempefio teniendo en cuenta los pardmetros de
especificidad, exactitud y precision’. El procedimiento fue

similar a lo descrito para la técnica cromatografica.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos en el estudio
de selectividad del método para el clorhidrato de efedrina,
con respecto al placebo y su producto de degradacion, y
los resultados en condiciones drasticas. En la Tabla 1 se
muestran los resultados estadisticos de la comparacion de
las respuestas del placebo cargado con patrén de analito,
con respecto al patrén puro de analito, para los tres casos.

En la Tabla 2 se resumen los resultados obtenidos en el

Ars Pharm. 2014; 55(3): 11-18.
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Figural.Selectividad del método cromatograifico. A- Cromatograma del patron. B- Cromatograma de la muestra. C- Cromatograma
del placebo. D- Cromatograma del producto de degradacion del placebo. E- Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis
acida. F- Cromatograma de la muestra sometida a hidrélisis basica. G- Cromatograma de la muestra sometida a oxidaciéon. H-
Cromatograma de la muestra sometida a luz solar. I- Cromatograma de la muestra sometida a termélisis.
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Analito

Tabla 1. Resumen estadistico de la selectividad o especificidad.

Analito puro = Analito puro +

placebo (M2)

(M1)

Desviacion
Estandar

% \% V3

CV (%)

M1 % V3

Fisher
E _=5,05

tab

Student
t,.,=223

Clorhidrato de efedrina 100,92% 100,67 % 0,85 0,67 0,85 066 | F =163 | t =057
Cloruro de benzalconio 99,47 % 99,23% 0,29 0,35 0,29 0,35 Fexp =085 | t op 1,27
Edetato dis6dico 99,87% 99,87% 0,78 0,59 0,78 05 | F =171t =000
Tabla 2. Resultados de la linealidad.
Parametros Clorhidrato de efedrina Cloruro de benzalconio Limites
Ecuacion de la recta Y =218,37 X -5,56 Y =28,19 X + 0,0012 Y=bX+a
Coeficiente de correlacion lineal r=0,999 r=1,00 r =0,990
Coeficiente de determinacion r2=0,998 r2=1,00 12> 0,980
Coeficiente de variacion del factor CV =293 % CV = 0,043% CV < 5%
de respuesta f f f
Desviacion estandar relativa de la Sb rel(%) = 1,22 Sb rel(%) = 0,024 Sb rel(%) < 2%
pendiente
Significacion estadistica de la _ _
varianza (ttab= 2,16) texp = 82,01 texp = 4105,55 texp > ttab
'Intervalo de confianza del 12102 0,99 3,53E-04 a 2,77E+03 a*tSa In_clulr al cero, p
intercepto =0,05
Significacion estadistica de la _ _
e = 256 texp=1,83 texp =1,67 texp < ttab

Tabla 3. Exactitud de los métodos.

Parametros Clorhidrato de efedrina Cloruro de benzalconio Edetato disodico
Recuperacién media (%) 99,98 99,75 99,72
CV (%) 0,15 0,36 0,66
too 2,31 b 0,47 2,01 1,27
C., 0,87 - 0,33 0,64 0,66

Tabla 4. Precision intermedia de los métodos.

CV global (%)
Clorhidrato de efedrina Cloruro de benzalconio Edetato disodico
80 % 1,29 0,27 0,66
100 % 0,72 0,28 0,41
120 % 0,87 0,18 0,44
Analisis estadistico
Clorhidrato de efedrina F tab texp Limites
80 % 2,44 1,33 CV<2%
100 % 1,69 3,44 0,20 2,12 Fexp <F tab
120 % 1,08 0,08 texp <ttab
Cloruro de benzalconio Limites
80 % 1,03 0,15 CV<3%
100 % 1,00 3,44 0,00 2,12 F exp <F tab
120 % 3,40 0,95 texp<ttab
Edetato disédico F exp F tab texp t tab Limites
80 % 1,52 0,56 CV<3%
100 % 1,00 3,44 1,12 2,12 Fexp <F tab
120 % 2,22 0,42 texp <ttab
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estudio de la linealidad de los métodos para el clorhidrato
de efedrina y cloruro de benzalconio, y los de la exactitud
en la Tabla 3. El resumen estadistico de la precisién
intermedia se presenta en la Tabla 4.

Los limites de deteccién y cuantificacion estimados para el
clorhidrato de efedrina fueron 2,62 pg/mLy 5,56 pg/mL,

respectivamente.

Para el cloruro de benzalconio los limites de deteccién y
cuantificacion estimados fueron 0,60 pg/mLy 2,24 ng/mL,
respectivamente.

DISCUSION

Las gotas nasales estaban compuestas por clorhidrato de
efedrina 10 mg/mlL, cloruro de benzalconio y edetato
disédico como conservadores y agua purificada como
vehiculo.

El anillo bencénico presente en la efedrina es cromoéforo,
con absorbancia en la zona ultravioleta del espectro UV -
Vis, por lo cual se logré su identificacion y cuantificacién

frente al patrén.

El método volumétrico para la cuantificacion del cloruro
de benzalconio consisti6 en el analisis de grupos amonios
por reaccién complejométrica con el tetrafenilborato de
sodio proporcionando una coloracién inicial en la fase
cloroférmica y posteriormente decolorandola, indicando el
punto final de la valoracion'.

El método para la determinacién del edetato disédico

consisti6 en la valoracion complejométrica del
etilendiamintetraacetato de disodio utilizando al sulfato de

cinc como valorante y la ditizona como indicador®.

En el cromatograma correspondiente al placebo y a su
producto de degradacién (acido nitrilotriacético), no se
obtuvo ninguna sefial en la zona de interés del analito,
indicando que ni el edetato disédico ni su producto de
degradacion, interfieren en la determinacién del IFA. En
las muestras sometidas a hidrolisis dcida y termolisis no
se observo la aparicién de picos secundarios atribuibles a
productos de degradacién, manteniéndose el pico principal
con tamafio y tiempo de retencion similares a los del patrén.
En las muestras sometidas a hidroélisis bésica y oxidacion se
observaron picos secundarios, atribuibles a productos de
degradacion, pero que no interfirieron en la determinaciéon
del IFA. En cuanto a las condiciones de exposicion a luz
solar se degrad¢ todo el analito, constituyendo su principal
ruta degradativa.

En las muestras del cloruro de benzalconio y placebo

Ars Pharm. 2014; 55(3): 11-18.

sometidas a factores degradantes, no se detectaron sefiales
cuantificables en ningtn caso. De modo similar ocurrié
cuando se analiz6 el placebo cargado con productos de
degradacion del mismo.

Para el estudio de la especificidad del método para el
edetato disédico, se tuvo en cuenta que su producto de
degradacion es el acido nitrilotriacético, por lo que fue
afiadido al placebo a igual concentracién que el edetato en
la formulacién. No se obtuvieron sefiales cuantificables.
Los resultados de la degradacion del placebo demostraron
que en ninguno de los casos se manifest6 la presencia de
productos de degradacion.

Los valores de Fisher demostraron que no existieron

diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones del analito puro y el placebo cargado con
analito puro, para una probabilidad de 0,05. Al realizar
la prueba de t- Student el valor calculado result6 menor
que el tabulado, demostrando que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las medias alcanzadas.
No se obtuvieron sefhales cuantificables del placebo ni delos
productos de degradacion en la zona de elusién del analito.
Se demostro6 que no existieron diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones del analito y el
placebo cargado con analito puro, por lo que las técnicas
resultaron especificas (cloruro de benzalconio y edetato
dis6dico) y selectiva (clorhidrato de efedrina) frente a los

componentes de la matriz.

En el estudio de la robustez para cada una de las
variaciones estudiadas en el método cromatogréfico, los
valores de deseabilidad fueron igual a 1. Con ninguna de
las condiciones analizadas: columna, flujo y longitud de
onda, existieron diferencias estadisticamente significativas,
con respecto a las condiciones normales. De igual forma
se comportd el método volumétrico para el cloruro de
benzalconio. Las variaciones en cada método no influyeron
en la determinacién del analito, por lo que se demostr6 que
fueron robustos frente a los cambios estudiados.

Atravésdel procesamientoestadisticorealizadose demostré
el cumplimiento de los pardmetros para la linealidad del
método cromatografico y el de cloruro de benzalconio.
En ambos métodos existe una relacion directamente
proporcional entre la respuesta y la concentracién del
analito en los intervalos ensayados, demostrado con los
valores de los coeficientes de correlacion y determinacién
obtenidos. Los coeficientes de variacion del factor de
respuesta fueron menores del 5 % sugiriendo buena
linealidad. En el test de significaciéon de la pendiente,
esta fue diferente de cero, indicando una correlacién

seriada entre las respuestas y los niveles de concentracion
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estudiados. Los valores obtenidos para los interceptos se
consideraron estadisticamente no significativos, ademas
sus limites de confianza incluyeron el cero. La prueba de
significacion estadistica de la varianza de los interceptos
demostré que se cumplié la condicién de proporcionalidad,
infiriendo que la variabilidad o dispersién de los residuales
en cada nivel fueron estadisticamente iguales, para ambos

métodos.

En el rango seleccionado el valor del CV fue menor
que el 2 % (clorhidrato de efedrina) y que el 3 % en los
métodos volumeétricos. Al aplicar el test de Cochran se
demostré que las varianzas de las tres concentraciones
fueron equivalentes, o sea, que el factor concentraciéon
no influy6 en la variabilidad de los resultados. La prueba
de significacion de Student demostré que no existieron
diferencias estadisticamente significativas entre la
recuperacion media y el 100 %, confirmandose la buena
exactitud de los métodos y el limitado impacto de los

errores sistematicos.

Los estudios intraensayos realizados a una misma muestra
de cada uno de los analitos, por el mismo analista, el mismo
dia, mostraron coeficientes de variacion menores del 2,0 %
(clorhidrato de efedrina CV = 0,68 %) y que el 3% en los
métodos volumétricos (cloruro de benzalconio CV = 0,47
% y edetato disédico CV = 0,74 %), por tanto se cumplié
con el criterio de aceptacién especificado, demostrando la
buena repetibilidad de los métodos.

7
t

Al realizar la prueba estadistica inferencial “t” los valores
calculados demostraron que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre las medias alcanzadas
para los niveles del 80, 100 y 120 %, para cada uno de
los métodos de analisis estudiados. En cada caso, los
valores obtenidos del CV global para los tres niveles de
concentracion, demostraron que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre los resultados
alcanzados por los dos analistas en los tres dias de ensayo,
demostrando la buena precisién de los métodos y la escasa

influencia de los errores aleatorios.

En el rango de concentraciones estudiado (50 a 150 %),
las técnicas analiticas cumplieron con los requisitos de
linealidad, precision y exactitud para la cuantificacién
del clorhidrato de efedrina y cloruro de benzalconio,
respectivamente.

Todos los resultados obtenidos en la validacién de los
métodos analiticos fueron adecuados segun los limites
establecidos en cada caso. Se demostr6 la utilidad del
método por CLAR para la cuantificacién del clorhidrato de

efedrina para el control de calidad y estudio de estabilidad
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de la formulacién de gotas nasales.

Los excelentes resultados en el estudio de validacion
de las técnicas volumétricas, demostraron su utilidad
para el control de calidad y estudio de estabilidad en la
determinacion de los agentes conservadores en las gotas

nasales de efedrina.

CONCLUSION

Los resultados de la validacion muestran que el método
cromatografico en fase reversa con deteccion UV-visible,
para la determinacién del clorhidrato de efedrina, asi como
los métodos volumétricos de valoracién complejométrica,
para la cuantificacioén del cloruro de benzalconio y edetato
disédico, agentes antimicrobianos, fueron especificos,
lineales, precisos y exactos; resultando confiables para su
empleo en el control de calidad y estudio de estabilidad de
las gotas nasales.
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