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RESUMEN

Se realizé la determinacién de los limites de deteccion y cuantificacion de los
principios activos lidocaina y epinefring, con el objetivo de validar e proceso de
limpieza posterior a la fabricacion de los carpules. En ambos métodos se empled
la cromatografia liquida de alta eficiencia, con columnas de fase reversay deteccion
ultravioleta. Estas técnicas se utilizaron para el monitoreo analitico de las aguas
de lavado generadas en la limpieza de los reactores de fabricacion. Se recomienda
realizar al menos 3 enjuagues donde las trazas de los principios activos resultaran
no detectables.

DeCS: LIDOCAINA/farmacologia; EPINEFRINA/farmacologia; TRA-
ZADORES RADIOACTIVOS; CAPSULAS/normas; CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA PRESION; QUIMICA FARMACEUTICA; TECNOLOGIA

FARMACEUTICA.

En la actualidad las agencias
regul adoras emiten documentos que exigen
cada vez mas la obtencién de pruebas que
demuestren la validacién del proceso de
limpieza en la fabricacion de un medica
mento; lo que nos proporciona un alto
grado de confianza y seguridad en los
resultados de dicho proceso (Validacion de
meétodos analiticos. Monografia. Seccion

catalana de la AEFI. Comision de normas
de buena fabricacion y control de calidad,
1989:1-94y Cleaning validation and residue
limits: acontribution to current discussions.
Monography. Pharmaceutical Technology
Europe, 1993).

La Food and Drug Administration
(FDA) en 1993 establece la confeccidn de
un procedimiento estdndar de operacion
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paraestosfines, donde se detallan |os pasos
aseguir en lavalidacion de lalimpieza de
los equipos, que incluyen la cantidad de
lotes, el nimero de repeticionesdel proceso
de limpieza y demés requisitos para
cumplimentar €l objetivo propuesto.*? Con
este fin se utilizan métodos analiticos con
elevada especificidad y sensibilidad para
detectar las trazas de |os componentes de
la formulacién; aunque si estas no son
detectadas no quiere decir que no estén
presentes después del proceso delimpieza,
Si no que se encuentran en niveles de
concentracion inferiores a los limites de
cuantificacion y/o deteccién del método
analitico seleccionado para su control .2

Laproduccion naciona deloscarpules
de lidocaina 2 % epinefrina 1/50000 cons-
tituye unatareaimportante en el programa
de sustitucion de importaciones de nuestro
pais, por lo que la validacién del
procedimiento de limpieza resulta de gran
interés para la Industria Médico-Farma-
céutica, en especial en una planta de
reciente puesta en marcha para estas
producciones.

METODOS

En la realizacién de este estudio se
utilizaron 2 técnicas analiticas. Se empled
un cromatografo liquido de alta eficiencia
KNAUER, constituido por degasificador
KNAUER, bombade doble piston recipro-
cante, inyector automatico KONTRON,
columnas de fase reversa y detector
ultravioleta de longitud de onda variable
KNAUER, eintegrador acopladoalBM con
software EUROCHROM para el procesa
miento de datos.

Las principales caracteristicas de
ambas técnicas. para €l principio activo
lidocainase utilizd latécnicadescritaen la
USP23*y paralaepinefrinacomo fase movil
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unamezclade agua-metanol-acido acético-
-sodio lauril sulfato 1 mg/mL (70:20:2:0,002),
columnaLichrospher RP-18 (100 x 4 mm)
como fase estacionaria, deteccién
ultravioletaa280 nmy 1 mL/min deflujo.

Los reactivos utilizados en ambas
técnicas fueron de calidad MERCK puro
paraandlisis.

Determinacion de los limites de
deteccion y cuantificacion delosprincipios
activos. Los limites de deteccion y
cuantificacion se estimaron a partir de la
curva de regresion considerando
concentraciones bajas del analito por
extrapolacién a concentracion cero
(Validacion de métodos analiticos.
Monografia. Seccién catalana de la AEFI.
Comision de normas de buena fabricacion
y control de calidad, 1989:1-94).

Lascurvasdecalibracién se prepararon
en un rango de concentraciones
comprendido entre 5,10-51,00 pg/mL para
lalidocainay 1,99 — 11,98 ug/mL parala
epinefrina. Las muestras se prepararon
disueltas en agua destilada y se realizaron
5 réplicas por punto. A dichascurvassele
aplicaron las pruebas de linealidad y
proporcionalidad correspondientes.

Ladesviacion estdndar delarespuesta
a concentracion cero se obtuvo por
extrapolacion en larectacal culadatomando
como “x” las concentracionesy como “y”
las desviaciones estandar de las
respuestas.

Para el procesamiento de datos y
estadistico se utiliz6 el programaMicrocal
Origin.

Control analiticodelasaguasdelavado
del reactor depreparacion decarpulesde
lidocaina2% epinefrina1/50000. Serealizo
el proceso de lavado establecido como
idoneo, e cua consiste en 5 lavados del
tanque de preparacién con agua para
inyeccién sin detergente a80 °C el primer
enjuague y temperatura ambiente los



restantes 4 lavados. Este procedimiento se
realizo para3lotesy seanalizaron muestras
por triplicado de estos.

RESULTADOS

Determinacion deloslimitesdedeteccion
y cuantificacion delosprincipiosactivos. Las
ecuaciones de regresion de las curvas de
cdlibracion obtenidasparacadaprincipioactivo
fueron: lidocainay = 1 639,986x — 361,430y
epinefrinay = 14 821,992x —11 787,674. Los
coeficientes de correlacion resultaron ser
0,99965y 0,99376 respectivamente. Setomae
intercepto comoy .

L osresultados obtenidos en cada nivel
de concentracién para ambos principios
activos se muestran en latabla 1.

El limite de deteccion para€l principio
activolidocainafuede 0,829 pg/mL y enel
caso delaepinefrinade 0,25 pg/mL.

El [imite de cuantificacion resulté ser
2,249 pg/mL y 1,01 pg/mL paralidocainay
epinefrinarespectivamente.

TABLA 1.Anélisis del rango de concentraciones estudiadas
para la determinacion de los limites de cuantificacién y
deteccion

Lidocaina Epinefrina
Desviacion Desviacion
conncentracién estandar de concentracion estandar
enug/mL larespuesta enug/mL dela
respuesta
5,1 215,55 1,99 532,68
10,2 620,45 3,99 799,44
20,4 617,65 5,99 627,32
30,6 803,42 7,99 1603,49
40,8 809,59 11,98 3558,01
51 947,87 - -

Control analiticodelasaguasdelavado
del reactor depreparacién decar pulesde
lidocaina 2 % epinefrina 1:50000. En las
3 preparaciones analizadas se observa que
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en el primer enjuague solo se detecta la
presenciade lidocaina, y no ocurre de este
modo parael caso delaepinefrina(tabla?2).
Para ambos principios activos a partir del
segundo enjuague no se detectan
concentraciones por debajo de 0,829 y
0,25 pg/mL respectivamente.

TABLA 2. Resultados del control analitico de la lidocaina en
ug/mL en las 3 preparaciones en el primer enjuague de los
lavados realizados al tanque de preparacién

Lidocaina (p.a.) Réplical Réplica2 Réplica3
Preparacion 1 2044 161,4 184,3
Preparacion 2 37 10,5 11,1
Preparacion 3 10,6 10,9 10,9

Criterio de limpieza: ug/mL de lidocaina < 2,249 ug/mL.

DISCUSION

Los limites de cuantificacion y
deteccidn se relacionan con la cantidad de
analito requerida para dar un resultado
significativo, cualitativo o cuantitativo.
SegunlaUSP 23, e limitededeteccion esla
menor concentracion de analito en una
muestra que puede ser detectada, pero no
necesariamente cuantificada, bajo las
condiciones experimental es establecidas y
el limite de cuantificacion o determinacion,
la menor concentracién o cantidad de
analito de una muestra que puede ser
determinada con aceptable precision y
exactitud bajo las condiciones experimen-
tales establecidas.

La determinacion de los limites de
detecciony cuantificacion eslaboriosa, por
lo que solo se efectia cuando el nivel
inferior del rango del método analitico se
acerca a los limites de deteccién o
cuantificacién, como es el caso de
impurezas y productos de degradacién.*

Al aplicar lapruebadesignificaciénde
lapendientey el intercepto, resultaron ser



no significativos, ya que el valor de la En € control analitico de las aguas de
desviacion estandar relativadelapendiente lavado del reactor depreparacion decarpules,
fue menor que el 2 % en ambos casosy el es necesario sefidar que aunque las trazas
intervalo de confianzaincluyeal valor cero. deloscomponentesdelaformulacionno seen

Los coeficientes de variacion detectadas no quiere decir que no estén
obtenidos para cada uno de los nivelesde ~ Presentes después del proceso de limpieza,

. sino que se encuentran en niveles de
concentracion resultaron ser menor que el d

. . concentracion inferiores a los limites de
0,
2 %. Lasecuacionesdelarectadetendencia cuantificacion y deteccion del método

fueronparalalidocainay = 12,767x + 332,656y analitico seleccionado parasu control.

paralaepinefrinay = 314,582x —648,278. L os A partir del segundo enjuague no se

coeficientes de correlacion resultaron ser detectan trazas de principios activos. No

0,88922y 0,92258 respectivamente. Setoma  obstante, serecomiendarealizar al menos3

el intercepto como desviacion estandar del enjuagues que garanticen una segura

blanco. limpiezadel reactor de preparacion.
SUMMARY

The determination of the detection and quantification limits of the active
principles lidocaine and epinephrine was performed to validate the cleaning
process taking place after the production of capsules. The high-performance
liquid chromatography with reverse-phase columns and ultraviolet detection
was used for both methods. These techniques were implemented for the analytical
monitoring of washing waters from cleaning of the manufacturing reactors. It is
recommended that sites where the active principle traces are not detectable be
rinsed at least three times.

Subject headings: LIDOCAINE/pharmacology; EPINEPHRINE/pharmacology;
RADIOACTIVE TRACERS; CAPSULES/standards; CHROMATOGRAPHY,
HIGH PRESSURE LIQUID, CHEMISTRY, PHARMACEUTICAL;
TECHNOLOGY, PHARMACEUTICAL.
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