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RESUMEN

Introduccion: El estudio de estabilidad esta entre los criterios basicos a tener en
cuenta cuando se desarrolla un producto farmacéutico, para obtener informacion
segura de este.

Objetivo: Evaluar el desempeiio del método analitico en el estudio de la estabilidad
en tiempo real de la succinilcolina-50 mg/ml como solucién inyectable.

Métodos: Se realiz6 la descripcidon y desempefio del método por cromatografia
liquida de alta resolucion para la cuantificacion del ingrediente farmacéutico activo
en el producto terminado, que se complementd con las caracteristicas
organolépticas, esterilidad, endotoxinas bacterianas, pH y conteo de particulas; a
los lotes S19003, S19004 y S19005. El estudio de estabilidad se efectu6 con una
frecuencia de tres meses durante el primer afo, y posteriormente cada seis hasta

cumplir los 24 meses.
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Resultados: En la descripcion y desempefio del método quedaron establecidas las
condiciones cromatograficas para el ensayo, se demostré que es especifico,
preciso y exacto; adecuado para el analisis del cloruro de succinilcolina como
control de calidad y estudios de estabilidad. Se definié 400 mL de agua peptonada
1g/L como volumen de lavado para el ensayo de esterilidad (método de filtracién
por membrana) y 1:100 como dilucién de trabajo para la determinacién de
endotoxinas bacterianas (método de lisado de amebocitos del Limulus). El
comportamiento del pH (dentro de los indices de especificacién) tuvo similitud al
estudio en condiciones aceleradas, la tendencia a la disminucion en la valoracion,
aun dentro de los valores de especificacion, concuerda con lo descrito por
otros autores para este producto. Durante los meses de estudio todos los
ensayos fisicoquimicos y microbiolégicos cumplieron con las especificaciones
establecidas para el producto.

Conclusiones: El estudio de estabilidad a tiempo real confirmo el periodo de validez
del producto terminado y las condiciones adecuadas de almacenamiento en el
envase propuesto para su comercializacion.

Palabras clave: inyectable; succinilcolina; estabilidad; cromatografia; desempeno

de la técnica analitica.

ABSTRACT

Introduction: Stability study is among the basic criteria to be taken into account
when developing a pharmaceutical product, in order to obtain safe information from
it.

Objective: To evaluate the performance of the analytical method in the study of the
real-time stability of succinylcholine-50 mg/ml as injectable solution.

Methods: The description and execution of the high-resolution liquid
chromatography method for the quantification of the active pharmaceutical
ingredient in the finished product was carried out, which was complemented with
the organoleptic characteristics, sterility, bacterial endotoxins, pH and particle
count; lots S19003, S19004 and S19005. The stability study was carried out at a
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frequency of three months during the first year, and subsequently every six months
until 24 months were completed.

Results: In the description and implementation of the method, the chromatographic
conditions for the assay were established; it was demonstrated that it is specific,
precise and exact; adequate for the analysis of succinylcholine chloride as quality
control and stability studies. 400 mL of 1g/L peptonized water was defined as the
wash volume for the sterility assay (membrane filtration method) and 1:100 as the
working dilution for the determination of bacterial endotoxins (Limulus amoebocyte
lysate method). The behavior of pH (within the specification indices) was similar to
the study under accelerated conditions, the tendency to decrease in titration, even
within the specification values, corresponds to what has been described by other
authors for this product. During the months of study all physicochemical and
microbiological tests complied with the specifications established for the product.
Conclusions: The real-time stability study confirmed the shelf life of the finished
product and the adequate storage conditions in the proposed container for its
commercialization.

Keywords: injectable; succinylcholine; stability; chromatography; analytical

technique performance.

Recibido: 14/10/2022
Aceptado: 03/12/2022

Introduccion

Entre los criterios basicos que hay que tener en cuenta para definir la
calidad de los medicamentos, la estabilidad es de particular
atencién.(M El propdsito de los estudios de estabilidad es proveer evidencia acerca
de como varia la calidad de una materia prima o producto terminado con el tiempo,
bajo la influencia de una variedad de factores tales como: temperatura, humedad y
luz; para de esta manera establecer periodos de reprueba o de vida media, asi como
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las condiciones que se recomiendan para almacenar las materias primas y
productos terminados.(?)

Existen varios tipos de estudios de estabilidad, unos que en condiciones de estrés
aportan informacién sobre cémo se comporta el producto ante periodos cortos,
fuera de las condiciones establecidas de almacenaje, lo que ayuda en la
prediccion de sus afectaciones ante cualquier cambio que pudiera ocurrir;
otros que en estabilidad acelerada permite monitorear las reacciones de
degradacion para predecir el periodo de validez bajo condiciones normales en que
se encuentran almacenadas, y para la evaluacion preliminar de cambios en la
produccion, formulacion y escalado en la etapa de desarrollo del producto.®

La succinilcolina es un agente bloqueador neuromuscular despolarizante de accion
ultracorta. “5 Se presenta como cloruro de succinilcolina o cloruro de suxametonio,
cuyos productos lideres son Anectine® y Mioflex®. El bloqueo neuromuscular es
ampliamente usado en la practica médica, se usa en anestesiologia para controlar
la ventilacién alveolar, facilitar la intubacién traqueal y la ventilacién mecénica.®?)
Es importante para pacientes criticos que necesitan un mejor manejo de la
observancia ventilatoria cuando la sedaciéon y la analgesia son insuficientes,
ademas provee la relajacion del musculo esquelético para varios procedimientos
quirdrgicos.(®210)

El uso de la succinilcolina en el mundo clinico data de 1932, cuando West empleo
fracciones altamente purificadas en pacientes con tétanos y desordenes
espasticos. Griffith y Jonson reportaron la primera prueba para la relajacion
muscular en anestesia general en el afo 1942.

El empleo de esta sustancia esta vigente en la actualidad, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) lo incluyeron
en la lista de medicamentos esenciales para el manejo de pacientes que ingresan
a unidades de cuidados intensivos (UCI) con sospecha o diagnéstico confirmado
de COVID-19.0"M

La produccion en Cuba del medicamento succinilcolina-1 inyeccién IM, IV se
realizaba en la Unidad Empresarial de Base (UEB) Laboratorios Liorad, de la

Empresa Laboratorios AICA, con una fortaleza de 50 mg/mL en bulbo de vidrio
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incoloro de 20R, que en su formulacion contiene alcohol bencilico como preservo.
En las visitas poscomercializacién los especialistas en anestesiologia plantearon
que la presentacion en bulbos 20R conllevaba a desechar una porcién del producto,
lo que traia como consecuencia pérdidas economicas y la posibilidad del uso
indebido del medicamento.

La Unidad de Desarrollo e Innovaciéon (UDI) de la empresa, como parte
del mejoramiento continuo de calidad del producto succinilcolina, emprendio el
redisefio de la formulacién de este inyectable.('? Se cambié la presentacién del
bulbo y se eliminé el alcohol bencilico (preservo) debido a que en pacientes de bajo
peso podia producir intoxicacion grave por acumulacion de acido benzdico y
alcohol bencilico al producir deficiente flujo sanguineo a nivel hepatico.('®

Durante el desarrollo de un producto farmacéutico (una nueva formulacion) es
responsabilidad del fabricante disefiar y realizar estudios de estabilidad a tiempo
real o de vida de estante, para obtener informacién segura sobre cambios en la
calidad de una formulacién, en interacciéon con un envase especifico
durante el tiempo;y bajo la influencia de las condiciones de almacenaje a la que
se sometid. Para ello se requiere analizar lotes del producto terminado (tres como
minimo), y la informacion de la evaluacién de estabilidad.("%

El estudio tuvo como objetivo evaluar el desempefio del método analitico en el
estudio de la estabilidad en tiempo real de la succinilcolina-50 mg/ml como

solucién inyectable.

Métodos

Para el estudio de la estabilidad en tiempo real de los lotes de introduccién se
empled la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) para la
cuantificacién del inyectable succinilcolina 50 mg/mL en solucion.

El estudio se centro en la cuantificacion del inyectable succinilcolina 50 mg/mL en

solucion, y se dividid en cuatro etapas:

— Descripcion de la técnica para la valoracion por CLAR.
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— Evaluacion del desempeiio de la técnica analitica.
— Descripcion de otros ensayos fisico-quimicos y microbioldgicos.

— Estudio de estabilidad a tiempo real.

Descripcion de la técnica para la valoracion por CLAR
Se tuvo en cuenta el método de analisis descrito en la USP 37 del 2014, que se tomé
como referencia el momento inicial de este trabajo. Esta técnica coincide con la
bibliografia actual (USP 43, 2020). En lo adelante, se hace referencia a esta ultima('5)
para la valoracion del cloruro de succinilcolina producto terminado, esta se basé en
la cuantificacién directa de este IFA contra una sustancia de referencia. Para
realizar este ensayo se empled la sustancia quimica de referencia de calidad USP,
reactivos y solventes de grado CLAR y agua ultrapurificada.
Se utilizé un cromatoégrafo liquido KNAUER compuesto por bomba de doble pistén
reciprocante K1000, detector UV-Vis de longitud de onda variable K2600, horno de
columna 4050 y autoinyector 3950, todos de la linea Smartline (Alemania). El
software empleado fue el Clarity.
Las condiciones cromatograficas establecidas para un sistema isocratico de fase
reversa fueron: fase maovil (cloruro de tetrametilamonio TN en 1000 mL de metanol,
pH = 3,0), volumen de inyeccion (20 pL), flujo de fase mévil (0,75 mL/min), longitud
de onda (214 nm), columna con material de relleno L3 (Apollo Silica 5 yum, 250 x 4,6
mm) (Grace, Alemania), factor de simetria no mayor de 2,5y desviacion estandar
relativa para inyecciones repetidas de la sustancia de referencia no mayor de 1,5 %.
En la preparacion de la fase movil se preparé una solucion de cloruro de
tetrametilamonio 1 mol/L en metanol, en una proporcién 1:10 y se ajusto con acido
clorhidrico a pH = 3,0.
En la preparacion de la sustancia de referencia USP se tomaron 88 mg de sustancia
de referencia cloruro de succinilcolina USP, y se disolvieron en 4 mL de agua
ultrapurificada en un volumétrico de 10 mL para luego compketar a volumen con
fase mévil (8,8 mg/mL).
En la preparacién de la muestra se tomaron 4 mL de la muestra (equivalente a 80
mg de cloruro de succinilcolina) y se disolvieron en 10 mL de fase mévil (8 mg/mL).
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Durante el procedimiento se acondiciond el cromatdgrafo, para lo que se empled la
fase movil preparada, con las condiciones descritas anteriormente. Se inyectaron
en el cromatdgrafo 20 pL de la solucidon de sustancia de referencia USP y tres
réplicas de cada lote de succinilcolina. Se registraron los cromatogramas y las
respuestas de los picos principales. Para el calculo de la cantidad de succinilcolina

(%) (SC) se utilizo la ecuacion 1.

% SC = (Cp/Cm)(Am/Ap) x 100 a

Donde:

Cp: concentracion de la sustancia de referencia (mg/mL).
Cm: concentracién de la muestra (mg/mL).

Am: drea de la muestra.

Ap: area de la sustancia de referencia.

El tiempo de retencion del pico principal en el cromatograma de la
preparacién de la muestra debe ser igual al obtenido en la preparacion de
referencia. Se consideraron valores adecuados que oscilaron entre 90 y 110 %,
segun USP.(19

Evaluacion del desempeiio de la técnica analitica
Se evalud a través de los parametros de exactitud, precisidon y especificidad. La
metodologia experimental, asi como los criterios de aceptacion fueron los
establecidos en la Regulacion 41-2007 del CECMED, “Validacion de métodos
analiticos”('®y el anexo I: “Validacion de Métodos Analiticos del Centro Estatal para
el Control de Medicamentos (CECMED)”, Cuba, 2014.('7) Los resultados se
procesaron con el programa estadistico Statgraphics plus 5.0, Estados Unidos de

Ameérica.

— Parametro exactitud:
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Al blanco o placebo (agua ultrapurificada) se le adicionaron cantidades
conocidas del IFA cloruro de succinilcolina. Se prepararon tres réplicas de
cada nivel de concentracién (90, 100 y 110 %) con respecto a la solucién
inyectable (50 mg/mL), correspondiente a 45,0; 50,0 y 550 mg/mL. Se
calculd el porcentaje de recobrado (R) en cada nivel a través de la ecuacion
2:

A x100
o _ (Ax100)

B
(2)

Donde:
R: recobrado (%).
A: cloruro de succinilcolina recuperado (mg).
B: cloruro de succinilcolina afiadido (mg).
Se determiné en cada nivel estudiado. Ademas, se realizé la prueba de
igualdad de las varianzas para determinar si el factor concentracion tenia
alguna influencia en los resultados para el 95 % de significacion.
Criterio de aceptacion: CV < 2 %; R 98,0-102,0 %; Gexp < Gtab; texp < ttab. El factor
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.
— Parametro precision:
Se observo repetibilidad. Se trabajé en la concentraciéon de 100 % (5,0 mL a
25,0 mL con fase mdvil), un mismo dia, con el mismo analista, en un mismo
laboratorio, y se realizaron siete determinaciones.(' (se determiné el CV).
Criterio de aceptacion: CV < 2 %.
— Precision intermedia:
Se analizaron tres réplicas de la concentracion al 100 % por triplicado, en dos
dias diferentes, por dos analistas. Se determind el coeficiente de variacion.
Para la comparacion de las medias y de las desviaciones estandar se realizo
la prueba de contraste de varianzas, respectivamente, para el nivel de 95,0 %

de confianza.
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Criterio de aceptacion: CV = 2 %. No existieron diferencias significativas entre
las medias ni la desviacidn estandar, ni entre analistas ni dias.

— Parametro especificidad:
Durante la interferencia del placebo se comparé el cromatograma obtenido
del placebo, con el cromatograma de la muestra de succinilcolina.
Criterio de aceptacion: No interfieren en la cuantificacion del IFA.

— Condiciones drasticas de estrés.
Las hidrélisis basica y acida, asi como la oxidacion, fueron provocadas por
el reflujo con hidréxido de sodio (1 mol/L), acido clorhidrico (1 mol/L) y con
gotas de peroxido de hidrégeno, respectivamente, durante 30 minutos.
Ademas, a la temperatura de 70 °C durante una semana. Se compararon los
cromatogramas de las muestras degradadas con los cromatogramas de la
muestra sin degradar.

Criterio de aceptacion: No interfieren en la cuantificacion del IFA.

Descripcion de otros ensayos fisico-quimicos y microbioldégicos

— Caracteristicas organolépticas a través de la inspeccién visual de cinco
bulbos de cada lote elaborado.

Criterio de aceptacion: liquido transparente e incoloro, libre de particulas
visibles.

— Ensayo de esterilidad se realiz6 por filtracion de membrana, y se utilizaron
20 unidades del producto para cada medio de cultivo como se define en la
USP. Ademas se filtré el contenido total en dos portafiltros.(' Una vez
filtradas las muestras se lavo el filtro con solucion diluyente de 1 g/L de
concentracion. En uno de los portafiltros, se afiadio 100 mL de Caldo
Triptona Soya (TCS), se incubd a 22,5 + 2,5 °C, y en el otro portafiltros se
afiadié 100 mL de medio Fluido de Tioglicolato (TIO) que se incubd a 32,5 +
2,5 °C. Ambos medios se crearon durante 14 dias con una revision diaria

para evaluar el crecimiento de microorganismos.('%
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Criterio de aceptacion: los lotes ensayados no pueden presentar crecimiento
microbiano en ninguno de los medios ensayados (deben cumplir con la
condicion de estéril).

— Determinacion de endotoxinas bacterianas este ensayo se realizo por el
método de lisado de amebocitos del Limulus (LAL) y se empleé la variante
cromogénica cinética. Se utilizaron muestras de cada lote del producto en
ensayo. Los materiales utilizados (puntas de micropipeta con filtro, parafilm,
etc.) se adquirieron cumpliendo con la condiciéon de apirogénicos con
certificados de calidad, de esta manera se eliminaron posibles falsos
positivos.

Para realizar la curva estandar se utiliz6 el lote de reactivo LAL
que se restituydo con 2,0 mL de agua reactivo LAL, y el lote de
endotoxinas se restituyé con 4,6 mL de agua reactivo LAL. Se calcul6 el
coeficiente de correlacion lineal (r), cuyo resultado debe ser igual o superior
a 0,98 para que la prueba sea considerada valida. Se realizé la curva estandar
y se calculd el coeficiente de correlacion lineal. Este debe ser r > 0,98.(1
Las muestras a evaluar se mezclaron con el reactivo LAL, se colocaron en un
lector de microplacas acoplado a una computadora que de manera
automatica monitoreé el tiempo que demord en aparecer la coloracion
amarilla (tiempo de reaccion), el cual es inversamente proporcional a la
concentracion de endotoxinas presentes en la muestra. La concentracion de
endotoxinas en las muestras se calculd contra la curva estandar
de endotoxina.
Criterio de aceptacion: No mas que 2,0 UE/mg.
— Otros ensayos
e Determinacién de pH, conteo de particulas materiales segun lo
especificado en la Farmacopea de los Estados Unidos de América,
USP.(1%)
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Estudio de estabilidad a tiempo real

Se realizaron en tres lotes (industriales) de introduccién de la reformulacién del
inyectable succinilcolina 50 mg/mL, a los que se les evalué la estabilidad a tiempo
real o vida estante. También se realizé estudio de estabilidad acelerada pero los
resultados no son objeto de esta investigacion, por lo que no se tuvieron en cuenta.
Los lotes se almacenaron a temperatura de 2-8 °C, con una frecuencia de analisis
de tiempo inicial, 3, 6,9, 12, 18 y 24 meses.

Durante el periodo del estudio se evaluaron los caracteres organolépticos, pH,
valoracion (cuantificacion del IFA en el producto terminado), conteo de particulas,

esterilidad y endotoxinas bacterianas.

Resultados

La prueba de exactitud del método mostré la relacion lineal entre las cantidades

adicionadas y recobradas (fig. 1).

Modelo lineal de la exactitud del metodo
y = 260281 + 0,0981 * »

54
51
48
45
42

Recobrado (rmig)

329

36 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 39 42 45 43 31 a4
Adicionado (mg)

Fig. 1 Resultados de la prueba de exactitud.
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La prueba de repetibilidad que desarrollé un analista en el mismo dia y los datos de
la precision intermedia desarrollados por dos analistas en dias diferentes
permitieron asegurar la precisiéon del método en estudio (anexo).

En el caso de la especificidad, los resultados se mostraron a través de los
cromatogramas correspondiente al placebo, la sustancia de referencia de
succinilcolina y la muestra, y no se observo ninguna sefial en el tiempo de retencion

del pico principal de la succinilcolina 8-10 min (fig. 2).
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Fig. 2 —Cromatogramas correspondientes a A) placebo, B) sustancia de referencia de

succinilcolina y C) la muestra.
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La hidrolisis acida tuvo una disminucion de un 25 % en el area bajo la curva, con
respecto al producto sin degradar y para la basica fue de un 65,1 % (fig. 3). En el
caso de procesos oxidativos la disminucién fue de un 56 %. En la muestra sometida
a termdlisis (degradaciones con calor) y a la luz solar se observaron resultados
similares, una disminucién de un 22 % y 20 %, respectivamente. La figura 3F
muestra el cromatograma de una sustancia de referencia de un producto de

degradacion.

Absorbancia
o 5 8 8

H
]
g
]
1

5

Tiempo [min.]
F

Fig. 3 — Cromatogramas correspondientes a A) hidrdlisis 4cida, B) basica, C) termdlisis,

D) oxidacion, E) exposicion a la luz solar y F) sustancia de referencia cloruro de colina.

13

[G) evric | Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

I EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

La estandarizacion del ensayo de esterilidad mostré crecimiento de los
microorganismos en los portafiltros de la forma siguiente: portafiltros A (control
positivo): crecimiento correspondiente con los microorganismos de ensayo;
portafiltros B (producto + microorganismos): mostré crecimiento; portafiltros C
(no producto + microorganismo): mostrdé crecimiento al tercer dia (para
bacterias) y quinto (para hongos), se hizo corresponder estos microorganismos con
los que se afiadieron; portafiltros D: no mostré crecimiento. El crecimiento en
ambos portafiltros fue comparable en abundancia, por lo cual el producto no
manifestd actividad antimicrobiana en las condiciones del ensayo, o esta fue
eliminada de manera satisfactoria con el volumen de lavado ensayado (400 mL) de
agua peptonada a una concentracion de 1 g/L.(%

El método de lisado de amebocitos del Limulus (LAL) permitié conocer que la
maxima dilucién vélida (MDV) en la que se pudo detectar presencia de endotoxinas
en la muestra fue de 20 000. La dilucién a la cual el producto no mostré interferencia
con el método de ensayo y cumplié con el criterio de porcentaje de recuperacion
establecido en el método, fue 1:100.(19

En la tabla 1 se muestran resultados del estudio de estabilidad a tiempo real
(temperatura: 2 a 8°C), de los lotes industriales durante el tiempo objeto de estudio

(24 meses).

Tabla 1 — Resultado del estudio de estabilidad a tiempo real durante 24 meses

Ensayo/lote Tiempo (meses)
S19003 Inicial 3 6 9 12 18 24
pH 35 36 |34 |33 32 32 | 31
Endotoxinas bacterianas (EU/mg) 0,39 - 1030
Particulas materiales =10 um 32 53
>25um 1 0
S19004 Inicial 3 6 9 12 18 24
pH 35 36 |34 |33 33 32 | 31
Endotoxinas bacterianas (EU/mg) 0,44 - 1030
Particulas materiales =10 um 20 110
>25um 1 0
S19005 Inicial 3 6 9 12 18 24
pH 34 36 [33 |33 33 32 | 31
Endotoxinas bacterianas (EU/mg) 0,17 - 1030
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Particulas materiales 210 um 34 263
>25pm 0 — [= [ =17T=1T=17T13

En el ensayo de valoracion se observo como el producto en el tiempo disminuia el
porcentaje de IFA, con tendencia a un valor inferior a la media 102,3 % sin llegar al

limite de especificacion (fig 4).

120
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e §19003
—l— 519004
S19005

Fig. 4 - Resultado del estudio del ensayo de valoracion de estabilidad a tiempo real

durante 24 meses.

Las caracteristicas organolépticas y el ensayo de esterilidad se realizaron
como parte del estudio de estabilidad y mostraron todo el tiempo que
cumplian con lo especificado para ambos ensayos, liquido transparente e incoloro,

libre de particulas visibles y la condicion de estéril.
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Discusion
La estandarizacion de los métodos analiticos que se utiliza en la actividad de
control desempena un papel determinante pues de ellos depende la comprobacion
confiable y reproducible de los indices de calidad del producto terminado, lo cual
contribuye, de manera notable, a asegurar su calidad, seguridad y eficacia, ademas,
se pueden utilizar para el estudio de estabilidad.(16'7)
En la USP 43 (2020) aparece descrita una técnica por CLAR para la
valoracion de la succinilcolina inyectable('5 en solucién acuosa, por lo que
es importante realizar la estandarizacion de este método bajo las condiciones de
trabajo de la UDI en la que se realizara el estudio de estabilidad.
Al evaluar la exactitud del método se puede corroborar que el analisis de la
regresion mostréo la existencia de correlacion entre las cantidades
adicionadas y las recobradas. Se probo este criterio con los resultados de r
que indica la existencia de una relacion estadistica entre ambas variables y de r?
que declara la variabilidad en el ensayo. El valor promedio de los residuos
demuestra que no existié autocorrelacién serial en los residuos para el 95,0 % de
confianza.
En el analisis de la exactitud se observa que la recuperacién media fue satisfactoria
al igual que el coeficiente de variacion. La prueba de igualdad de varianzas de los
grupos muestrales, prueba de Cochran, evidencia que al ser Gexp < Gtab estas son
equivalentes. Estos resultados se confirman con la prueba t, siendo texp < ttab por
lo que no existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el 100 %, de
ahi que se considera que el método es exacto.
Al evaluar la repetibilidad se corrobora que los valores del sesgo estandarizado y la
curtosis estandarizada se encuentran incluidos en el rango de -2 a +2, por lo que
los datos pertenecen a una distribucion normal. Se puede plantear que el
95,0 % de las veces contienen la media y la desviacion estandar verdaderas.
El coeficiente de variacion de las determinaciones, a la concentracién del 100 %,
resulté menor que el 2,0 % establecido para este tipo de ensayo.
En el ensayo de la precision se observé que los CV eran menores que el 2,0 %
establecido como criterio de aceptacién. La comparacién entre las medias

16

[G) evric | Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

I EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

establecid el intervalo de confianza el cual contiene el valor 0,0 por lo que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las dos muestras para el 95,0 % de
confianza. Los resultados mostraron que los valores p fueron mayores de 0,05; lo
que confirma el criterio similitud entre las poblaciones.

En cuanto a la especificidad (fig. 2), el hecho de que en los cromatogramas no se
observe ninguna sefial en el tiempo de retencion del pico principal de la
succinilcolina (8-10 min.), permite plantear que los componentes de la formulacién
no interfieren en la cuantificacion del IFA.

Los resultados de la degradacion del inyectable (fig. 3) evidencian que la
muestra sometida a hidrolisis basica sufrié una degradacién mayor que la
sometida a degradacion acida. Lo anterior era de esperar, ya que el cloruro de
succinilcolina es estable a pH acido.

En el caso de procesos oxidativos la disminucién de un 56 % del area bajo la curva
con respecto al producto sin degradar se aprecia un pico secundario (5-6 min) como
resultado de la degradacién de la succinilcolina, no interfiriendo en el tiempo de
retencion del analito de interés.

Los resultados con la muestra sometida a termdlisis y a la luz solar, con respecto
al producto sin degradar se corresponden con lo establecido por la bibliografia que
refiere la inestabilidad de la succinilcolina por la temperatura.(1®)

En cuanto al tiempo de retencion de la succinilcolina en todos los casos mostro
entre 8 y 10 min un pico principal sin cola, con un factor de simetria no
mayor de 2,5, lo que indica que se corresponde con el de cloruro de succinilcolina,
y entre los 5-6 min un pico secundario (debe corresponderse con los productos de
degradacion de la succinilcolina), que no aparece en el de la muestra sin degradar
por lo que se comprueba que no interfiere con el pico correspondiente al analito de
interés (tiempo de retencién entre 8-10 min).

La succinilcolina al degradarse se convierte en succinilmonocolina, después en
acido succinico y cloruro de colina como productos finales. La figura 2 F muestra
el cromatograma de la sustancia de referencia de uno de estos productos de

degradacion.
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Los resultados en este estudio permiten plantear que tanto los componentes de la
formulacion, como los productos de degradacién, no interfieren en la cuantificacion
de IFA en el producto terminado. EIl método cromatografico evaluado resulté
especifico, preciso y exacto. Se considera la técnica cromatografica adecuada para
el analisis del cloruro de succinilcolina en el inyectable acuoso, tanto para su control
de calidad como para los estudios de estabilidad.

La verificacion del ensayo de esterilidad no mostré crecimiento microbiano
(ausencia de precipitados y/o floculacion) en los lotes estudiados, por lo que se
cumplié con el criterio de aceptacion. El haber cumplido con el ensayo de esterilidad
evidencia que se trabajo bajo los principios de las Buenas Practicas de
Fabricacion. (")

En cuanto al ensayo de endotoxinas bacterianas 1:100 se seleccioné como dilucion
de trabajo para los ensayos de calidad de rutina y los estudios de estabilidad. Los
valores de endotoxinas bacterianas se mantuvieron dentro de los limites de
especificacion reportados, durante todo el estudio.

La disminucién de pH en la vida de estante, es un comportamiento conocido para
este producto (dentro de los indices de especificacion). Segun las pendientes de
estos valores, para cada lote, se aprecié una disminuciéon promedio de 0,02
unidades de pH por mes.

En el ensayo de particulas materiales aun cuando los resultados cumplen con los
limites de especificacion, llama la atencidon que respecto al tiempo inicial se
incrementaron la cantidad de particulas materiales a los 24 meses. Las autoras
toman en cuenta lo planteado por Bichman (2014) que hace referencia a que existen
preocupaciones asociadas con la presencia de particulas que se pueden desarrollar
con el tiempo mientras el producto estéa en distribucion o almacenamiento.(®)

Este resultado puede responder a que, a pesar del control de calidad para velar la
exactitud de los resultados a partir de los materiales utilizados y la precision a partir
de un analisis replicado e independiente de los materiales en el ensayo, se pudo
incurrir en errores de manipulacién por el analista. Por ejemplo, que la agitacion de
las muestras no sea suave y genere la formacién de burbujas que se cuenten como

particulas, las técnicas de apertura de los viales o ampollas pueden influenciar los
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resultados al diseminar particulas de vidrio o goma en la muestra. Las condiciones
ambientales como por ejemplo, no lavar de manera cuidadosa el material de vidrio
y conjunto de filtracion usados.

Debido a que el método de oscurecimiento detecta las particulas por la “sombra”
que dan al ser iluminadas dentro de un tubo capilar, este capilar debe estar limpio
para la correcta medicion del sistema (paso critico). La falta de limpieza del capilar
afecta a las calibraciones y a las mediciones. Lo anterior indica que si se incurre en
cualquiera de estos errores por parte del analista se cuantificarian un mayor
numero de particulas materiales que no se corresponde con una contaminacion de
particulas accidentalmente presentes en las soluciones inyectables.

Al evaluar los resultados que se muestran en la figura 4, se observa un
comportamiento caracteristico de este producto segun esta descrito en la USP 43
con un tiempo de vida Util no mayor de los 24 meses.('® Esto concuerda con la
bibliografia consultada (Handbook on injectable drugs, 2015),29 en la cual se
describe que la descomposicion del IFA depende de la concentracién
y la temperatura. A la concentracion de 50 mg/mL el inyectable puede tener una
reduccion de la descomposicion del cloruro de succinilcolina a 0,3 % por mes, en
refrigeracién. En algunas bibliografias refieren un periodo de validez
inferior, de hasta 18 meses, en las mismas condiciones de almacenamiento y
calidad de material de envase segun esta forma farmacéutica. (ficha técnica
anectine).) Se puede sefialar que los valores obtenidos durante todo el tiempo de
estudio se encuentran dentro del limite de especificacion (90,0-110,0 %).

El estudio de estabilidad a tiempo real de lotes de introduccién del inyectable
succinilcolina 50 mg/mL en solucidn, confirmé el periodo de validez del producto
terminado, al mantener las propiedades fisico-quimicas y microbiolégicas dentro
de los limites de especificacion establecidos durante el tiempo de estudio. Se
corroboro las condiciones adecuadas en que se almacena el producto en
el envase-cierre propuesto para su comercializacion, protegido de la luz, a las
condiciones de 2 a 8°C de temperatura y con el sistema de envase cierre propuesto.
El desempefio del método CLAR para la cuantificacion del clorhidrato de

succinilcolina resulté especifico, preciso y exacto. Se considera la técnica
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cromatografica adecuada para el analisis del cloruro de succinilcolina en el
inyectable acuoso, tanto para su control de calidad como para los estudios de

estabilidad.
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Resultados de la exactitud del método

Anexo

Nivel | Adicionado Area ‘ Concentracion Varianza Recuperacion
(mg/mL) hallada (98,0-102,0%)
(mg/mL)
80 | 3654 | 1240618 | 36,82 | 100,77
| 3654 | 1240914 | 36,83 000617  ["100,79
| 3654 | 1236148 | 36,69 10041
90 | 4092 | 1355234 | 40,23 | 98,31
4092 | 141277 | 41,93 08346 [ 102,47
| 4092 | 1403626 | 41,66 . 101,81
100 | 4567 | 1541,624 | 4576 | 100,20
| 4567 | 1540069 | 45,71 00120 [ 100,09
‘ 45,67 | 1534,566 ‘ 45,55 ‘ 99,74
110 | 5006 | 1647999 | 48,91 | 97,70
| 5006 | 169095 | 50,19 04357 [ 100,26
‘ 50,06 | 1678,984 ‘ 49,83 ‘ 99,54
120 | 5371 | 1763,568 | 52,35 | 97,47
5371 | 1800075 | 53,43 03159 9948
| 5371 | 1791114 | 53,16 | 98,98
| Media (%) | 99,27
| CV(<20%) | 1,05
| Gexp=0,520
| Gtab (a=0,05; k=5; n=3)= 0,788
| texp = 0,3717
|

ttab (a=0,05; n-1=14)=1,7613

Resultados de la repetibilidad del método

Determinacion ‘Respuestas Valoracion
(mV.s) (%)

| 1 | 1297,1490 | 1039955
| 2 | 12834330 | 102,8958
| 3 | 1293,5130 | 103,7040
| 4 | 12782110 | 1024772
| 5 | 12783810 | 102,4908
| 6 | 12802320 | 1026392
| 7 | 1280,2320 | 102,6392
| Promedio | 1029774
| Curtosis estandarizada (-2 a +2) | -0,3173
| Sesgo estandarizado (2a+2) | 1,2003
| CV(s2%) | 05995
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Resultados de la precisién intermedia del método

Analistas Dia 1 (%) Dia 2 (%)
99,5493 100,1446
100,3950 99,6190
! 99,6181 100,1708
99,9865 99,9034
2 99,9998 100,0176
100,1446 100,8232

Total %=100,1131

> =99,9489 %

%

Estadisticos

>=99,9161 %
CV=0,3631 %

CV=100250% | cy=0,0310%

*=100,1459 %
CV= 0,3403 %

*=100,0310 %
CV= 0,3562 %

Resultados de la precision intermedia del método (comparacion entre dias)

Dia

Promedio

Prueba t Intervalo de confianza para la
diferencia entre las medias
ttab = 1,7959
Valor p (= 0,05)

Prueba F | Desviacion estandar

Varianza

Intervalo de confianza de las
varianzas

F
Homogeneidad de las varianzas
Contraste de Cochram (Gtab) = 0,788
Contraste de Bartlett
Test de Levene

1 2
99,9489% | 100,1131%
-0,6309 a 0,3025

-0,7840
0,4512
0,3195 0,4014
0,1020 0,1611
0,0886 a 4,5268

0,6334
Valor p
0,6285
0,6279
0,8049

0,6122
1,0262
0,0643

Resultados de la precisién intermedia del método (Comparacion entre analistas)

Analista

Promedio

Pruebat | Intervalo de confianza parala
diferencia entre las medias
ttab =1,7959
Valor p (= 0,05)

Prueba F | Desviacion estandar

Varianza

Intervalo de confianza de las
varianzas

F
Homogeneidad de las varianzas
Contraste de Cochram (Gtab) = 0,788
Contraste de Bartlett

99,9161

1 2
100,1461
-0,6825 a 0,2230

-1,1304
0,2847
0,3628 0,3403
0,1316 0,1162
0,1585 a 8,0975

1,1308
Valor p
0,8943
0,8941

0,5312
1,0019
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