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RESUMEN

Antecedentes y Objetivos: Para la cuantificacion de acetileisteina, en el elaborado Acetileisteina DEF, se desarrolla un nuevo método ana-
litico por cromatografia liquida de alta presion (HPLC). Una de las variables que a priori se observo en la validacién como critica, fue la es-
tabilizacion de la muestra a cromatografiar. Con este objetivo se prepararon disoluciones con diferentes porcentajes de dcido etilen diamino
tetra acético (EDTA) para comprobar la estabilizacion la solucion y cual es el porcentaje mas idoneo. Materiales y Método: Se estudian un
total de 120 disoluciones, con los porcentajes de EDTA de 0, 0.5, 1 y 1.5%., y a los diferentes tiempos de 0. 24 y 48 horas. Las muestras se
analizan por HPLC. De los porcentajes cuantificados del activo se realiza el analisis de variancia con la correccion de Bonferroni para com-
paraciones multiples con el programa estadistico SPSS 11.0. Resultados: Existe una degradacion, a las 24 horas, en la solucion de acetil-
cisteina sin EDTA entre un 9,6 % a un 14.2%, aumentando este porcentaje hasta el intervalo de 22.6% a 29.9 % a las 48 horas. La cantidad
de EDTA (0,5%, 1% y 1,5%) adicionado a las soluciones de acetilcisteina no afecta significativamente a la concentracion de acetilcisteina.
Conclusiones: Se produce una estabilizacion en las soluciones que contienen EDTA, independientemente del porcentaje, determinandose
implantar la menor concentracion de EDTA (0,5%) en el procedimiento de valoracion de acetilcisteina en el granulado para solucion oral.

PALABRAS CLAVE: Acetilcisteina. EDTA. Validacion. Estabilidad.

INTRODUCCION

Acetilcisteina esta indicada como tratamiento coadyvuvante en
los procesos respiratorios que cursan con hipersecrecion mucosa
excesiva o espesa tales como bronquitis, enfermedad pulmonar obs-
tructiva cronica (EPOC), enfisema, complicaciones pulmonares de
la fibrosis y otras patologias relacionadas. La acetilcisteina se ca-
racteriza por su accion fluidificante sobre las secreciones mucosas
v mucopurulentas en los procesos respiratorios que cursan con hi-
persecrecion y mucoestasis.

El estrés oxidativo esta implicado en la patogénesis v progresion
de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica. Los cambios estruc-
turales del pulmon son causados por este estrés, pudiendo ademads
acelerar el riesgo de infecciones y exarcebaciones, disminuyendo la
funcion pulmonar. Por su caracter reductor y como precursor en la
sintesis de glutation', la acetilcisteina ejerce una actividad citopro-
tectora en el aparato respiratorio frente a la accion lesiva del estrés
oxidativo®* mejorando la funcién pulmonar y disminuyendo el ries-
go de rehospitalizaciones en estos enfermos®.
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En el nuevo petitorio de Farmacia Militar® se contempla el ela-
borado Acetilcisteina DEF se presenta como un granulado para so-
lucion oral en envases de 30 sobres de 1 gramo, conteniendo 200
mg de acetileisteina y como excipientes aspartamo, aroma de na-
ranja, colorante naranja, silice coloidal anhidra y sorbitol.

Las Farmacopeas son codigos oficiales que recogen los criterios
de calidad de las materias primas que entran a formar parte de las
especialidades farmacéuticas y de estas como productos finales de
consumo. Las Farmacopeas se van adaptando a las situaciones ac-
tuales de conocimiento y las posibilidades de instrumentacion ana-
litica permitiendo el uso mayoritario de métodos cromatograficos,
frente a otros métodos fisico-quimicos menos selectivos, destacan-
dose en los estudios de estabilidad donde se ponen de manifiesto
cuali- y cuantitativamente productos de degradacion.

Para el elaborado Acetilcisteina DEF, las Farmacopeas general-
mente utilizadas. no describen ningtn ensayo para la cuantificacion
del activo en el producto terminado, desarrollindose un nuevo meé-
todo analitico que garantizara un mejor control de calidad. La Real
Farmacopea Espanola recoge en‘la monografia del activo®, un ensa-
yo para la determinacion de sustancias relacionadas mediante cro-
matografia de liquidos y para la valoracion de la riqueza se descri-
be un ensayo por yodometria. Se determina un nuevo método para
la cuantificacion de acetilcisteina en el producto terminado por cro-
matografia de liquidos basandonos en las condiciones descritas en
la monografia para el ensayo de sustancias relacionadas.

Durante la validacion del nuevo método analitico propuesto. se
ha observado que la solucion de la muestra a cromatografiar no es
estable a lo largo de la secuencia programada, produciéndose una
disminucién del area del pico de acetilcisteina v por lo tanto de su
concentracion y la aparicion de un pico de degradacion que aumen-
ta con el tiempo (fig. 1).
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Figura 1: Cromatogramas de degradacion de Acetilcisteina.

Conocido el posible efecto estabilizante del edetato sodico
(EDTA) en soluciones de acetilcisteina oftdlmicas’, se estudia el efec-
to de distintas concentraciones de EDTA en las disoluciones a croma-
tografiar con el objeto de comprobar el efecto conservante EDTA en
la estabilidad de la solucion y estudiar las posibilidad de introducir este
estabilizante en el método analitico para la valoracion del activo.

MATERIAL Y METODOS

Se estudian un total de 120 disoluciones con una concentracion
de 0,2 mg/ml de Acetilcisteina en agua ultra pura. De estas, 30 tie-
nen como estabilizante 0,5% de edetato sodico (EDTA), otras 30
tienen un 1% de EDTA, 30 mas contienen un 1,5% de EDTA y las
30 altimas de «control» sin EDTA.

Se filtran estas disoluciones con un filtro de 0.45 pm nylon a
vial topacio, se encapsulan y se analizan por cromatografia liquida
de alta presion (HPLC), mediante el Cromatografo liquido Agilent
{Mod. 1100). segun método descrito en Real Farmacopea Espanola
(6) para sustancias relacionadas, modificando la preparacion de las
disoluciones, pero manteniendo las condiciones cromatograficas.

Se programa una secuencia para obtener cromatogramas de las
soluciones a tiempo inicial, a las 24 horas y a las 48 horas.

Los cromatogramas obtenidos se integran a través de la ChemS-
tation (Agilent Technologies Rev. A.08.03 July 2000) y se procesan
para obtener los datos de cuantificacion de acetilcisteina.

Se realiza una descripcion de datos cuantitativos del porcentaje de
acetilcisteina con distintas concentraciones de estabilizante a los tiem-
pos 0, 24 y 48 horas, utilizando como control la acetilcisteina sin EDTA.
Se representan los diagramas de cajas de la distribucion de la variable
concentracion de acetilcisteina a distintas concentraciones de EDTA. Se
realiza el analisis de variancia de las soluciones con estabilizante y la co-

rreccion de Bonferroni para comparaciones multiples incluyendo el
grupo control sin estabilizante con el programa estadistico SPSS 11.0

RESULTADOS

Para estudiar el efecto estabilizante del EDTA, los resultados del
porcentaje de acetilcisteina a las 24 horas y 48 horas estan expresa-
dos, considerando que a tiempo 0 la concentracion inicial de acetil-
cisteina es del 100% en todas las muestras analizadas.

En la tabla 1 se observa que existe a las 24 horas una degrada-
cion en la solucidn de acetileisteina sin ningun tipo de estabilizante
entre 9.6 % a un 14,2% para un intervalo de confianza del 95%, au-
mentando este porcentaje hasta el intervalo de 22,6% a 29.9% a las
48 horas. Las tres soluciones que contienen EDTA mantienen la
concentracion de acetileisteina superior al 98% en los dos tiempos
del estudio, no mostrando diferencias apreciables entre las 24 horas
y 48 horas (fig. 2), siendo las diferencias significativas (p<0.05) de
estas tres soluciones respecto al grupo control (tabla II). El analisis
de variancia demuestra que la cantidad de EDTA (0.5%, 1% y
1.5%) adicionado a las soluciones de acetilcisteina no afecta signi-
ficativamente (p>0.05) a la concentracion de acetilcisteina en las 24
0 48 horas del estudio, coincidiendo con las comparaciones multi-
ples en la prueba de Bonferroni, (p=0.05) en las comparaciones
entre las tres soluciones con EDTA (tabla 2).

DISCUSION

La cromatografia liquida de alta presion es una técnica que ofre-
ce una exactitud, precision, sensibilidad y especificidad superior a
otros métodos analiticos mas tradicionales, garantizando del mejor
modo la calidad tanto de las materias primas como de los productos
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Tabla 1. Datos descriptivos de la recuperacion de Acetilcisteina en
los cuatro grupos del estudio

acetilcisteina (%)  sin EDTA Media 88,05
a las 24 horas Intervalo de |a media para  Limite Inferior 83,75
un 95% de confianza Limite Superior 9033

Desviacion estandar 6,16

EDTA 0.5% Media 98.91

Intervalo de la media para  Limite Inferior 9829

un 93% de confianza Limite Superior 99,54

Desviacion estandar 1.67

EDTA 1%  Media 98,73

Intervalo de la media para Limute Inferior 98,02

un 93% de confianza Limite Superior 99,48

Desviacion estandar 1,95

EDTA 1.5% Media 99,20

Intervalo de la media para  Limite Inferior 98,57

un 93% de confianza Limite Superior 99,83

Desviacion estandar 1,68

acetileisteina (%)  sin EDTA  Media 13,14
a las 48 horas Intervalo de la media para. Limite Inferior 70,10
un 95% de confianza Limite Superior 77,38

Desviacion estandar 9,76

EDTA 0.5% Media 08,88

Intervalo de ln media para  Limite Inferior 98,14

un 93% de confianza Limite Superior 99,62

Desviacion estandar |98

EDTA 1%  Media 98,71

Intervalo de la media para  Limite Inferior -~ 98,08

un 93% de confianza Limite Superior ~ 99.33

Desviacion estandar 1.67

EDTA 1,5% Media 98.76

Intervalo de la media para Limite Inferior 98,10

un 95% de confianza Limite Superior 99,42

Desviacion estandar 1.77

terminados elaborados bajo diversas formas farmacéuticas.

Tabla 2. Comparaciones miiltiples de las concentraciones de EDTA
en la recuperacion de Acetilcisteina

Tiempo de Comparaciones Diferencia  Intervalo de confianza
almacentamiento  concentraciones  de la media (95%) de la
(%) de EDTA diferencia de la media
24 horas (0.0 - 0.5) -10.86 * (- 8.47:-13.25)
(0,0 - 1,00 -10,70 * (- 8.31; - 13,09)
(0,0 - 1.5) -11,14 # (- 8.76: - 13.34)
(0.5-1,0) 0,16 e
(0,5-1.5) -0,29 e
(1,0 - 1.5) -0.45 *+
48 horas (0.0 - 0.5) 25,13 % (-21.59;: - 28.69)
(0.0 - 1.0) -24.97 * (-21.41; - 28,52)
(0.0 - 1.5) -25.01 * (-21.47; -28.5T)
(0,5-L0) 0,17 s
(0.5 - 1.5) 0,12 b
(1.0 - 1.5) -0,05 e

* Grado de significacion inferior a 0,05 (p=<0,05).
** Los intervalos de confianza incluyen el valor 0.
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Figura 2: Diagramas de cajas de la distribucion de los porcentajes
de Acetilcisteina segin concentraciones de EDTA y tiempo del estudio.

La necesidad de estabilizar la muestra a cromatografiar nos lleva
a disefiar este estudio donde se pone claramente de manifiesto la
existencia una degradacion del activo en aquellas soluciones que no
contienen EDTA. En aquellas que si lo contienen, se produce una es-
tabilizacion de dicha degradacion independientemente del porcenta-
je. en el periodo de tiempo estudiado. Este tiempo se estimé como el
maximo en el que se desarrollaria una secuencia programada de los
diferentes lotes de la especialidad Acetilcisteina DEE,

A tenor de los resultados, se comprueba por tanto el efecto con-
servante de EDTA en las disoluciones a cromatografiar de acetilcis-
teina, por lo que se opta por introducir este estabilizante en el méto-
do analitico para la valoracion del activo en el producto terminado.

Al no existir diferencias significativas en los porcentajes recupera-
dos en las tres concentraciones de EDTA propuestas, se determina im-
plantar la menor concentracion de EDTA (0.5%) en el procedimiento
de valoracion de acetilcisteina en el granulado para solucion oral.
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