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1 Objetivo:

El objetivo de este PON es describir los pasos necesarios para realizar la identificacion
quimica de misoprostol y misoprostol acido en comprimidos (tabletas) o fragmentos.

2 Alcance:

Este procedimiento describe una metodologia por extraccién liquida - HPLC/DAD para la
identificacion de misoprostol y misoprostol acido en comprimidos sin importar su estado
(nuevos, fragmentados, impregnado de fluidos bioldgicos).

3 Referencias:

3.1Arky, R. Physicians's Desk Reference, PDR, 50th edition, Medical.Ecenomics Company at
Montvale, New Jersey, 1996.

3.2Searle de México Procedimiento de Analisis de producto terminhado Cytotec 200 mcg por
tableta; Clave 1111567; nimero de método 1111567-05, feeha del método 18-FEB-93.

3.3 Informe de validacién 016-QUI-VAL-2020 Detenrfninacion cualitativa de misoprostol en
tabletas por HPLC/DAD.

4 Equipos y Materiales:
4.1Equipo instrumental:

e balanza granataria, minima diwvision + 0,01 g; ambito 0 a 1000 g 6 similar

e bano ultrasonico con tempaorizador y ajuste de intensidad o similar

e calibre de dmbito de Q. mm™a 100 mm con un nonio i vernier de una apreciacion de
0,05 mm

e centrifuga para tub0Os de PP de 15 mL que permita centrifugar a 3000 rcf o similar

e cromatografo HRLU@/DAD Agilent 1260 Infinite, con bomba cuaternaria y detector
UV/vis DAD (Este equipo pertenece a la Seccion de Toxicologia)

e columna crfomatdgrafica Eclipse Plus C8 de 150 mm * 3,0 mm * 3,5 um

e vortex con temporizador con ajuste de intensidad o similar

4.2Materiales y Cristaleria:

balones aforados, varios tamanos

beaker, varios tamafos

jeringas de HDPE, desechables

microfiltros de membrana de nylon de 0,45 um, para jeringa, desechables
micropipetas automaticas, varios tamafos

mortero con pistilo

tubos de polipropileno de 15 mL con tapa

viales ambar de 4 mL, sililizados

viales de 1,5 mL para inyector con tapa , desechables
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5 Reactivos y Materiales de Referencia:
5.1Reactivos:

e acetonitrilo, grado residuos o HPLC (grado espectroscopico)
e agua destilada o desionizada
e metanol, grado HPLC y espectroscépico

5.2Materiales de referencia:

disolucién de trabajo de misoprostol 50 ug/mL (Ver preparacién en Anexo 04)
disolucién de trabajo de misoprostol acido 50 pg/mL (Ver preparacion en Anexo 04)
disolucién madre de misoprostol 1000 pg/mL (Ver preparacion en Anexo 04)
disolucién madre de misoprostol acido 1000 pg/mL (Ver preparacion en Anexo 04)
material de referencia de misoprostol

material de referencia de misoprostol acido

6 Condiciones Ambientales:

Las condiciones ambientales no afectan los resultades del andlisis de misoprostol cuando la
muestra ha sido preparada, extraida y analizada enymeénos de 24 horas.

La muestra extraida se puede congelar a — 20°C por un maximo de 5 dias.

7 Procedimiento:

Muestra
cuestionada

Determine con un
calibre las dimensiones
—p ¥ la masa. Compare
con la indicado en el

Cuadro 1

comprimido nuevo
o en blister

ND

7.1 Inspeccion

morfoldgica y ¥
registro Describa la morfolagia
fotografico comparativamente con el Cuadra I |
(Wer Notas Ly 2)

Y

Realice un registra
fotografico
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7.2
Determinacion
por HPLC/DAD

Seleccione la muestra a analizar, para
N<= 10 toda la poblacién, para N> 10
realice un muestreo por distribucion
hipergeométrica al 95% de confianza
para alcanzar el 75% de la poblacion

{ Controles )

'

Prepare un blanco de
reactivos como control
negativo sin matriz

1
Bl

Por cada unidad tome individualmente
la tableta completa o aprox. 200 mg de
fragmentos o cortezas. Macere en un
mortero hasta consistencia fina.

Y

Prepare una disolucidn

de trabajo com

misoprostol y
misoprostol ACiée (50
pg/mL) VerAnexo 4

Coloque los macerados en tubos de PP
de 15 mL y agregue 2 mL de mezcla

acetonitrilo:agua (1:1) y vorterice por [

al menos 10 min

'

Centrifugue por 5 min a 3000 ref

;

Filtre por filtro de,0.45%m, utilizando
una jeringa de 3ml\preenjuagada con
acetonitrild™Colecte el filtrado en
vialesdde 15 mL del autoinyector
Wer Nota 3)

|

Analice por HPLC/DAD, emplee mezcla
- acetonitrlo: agua 1:1 en los blancos

"\ instrumentales (Ver condiciones del equipo
en Anexo 06

Nota No. 1: La morfologia y dimensiones de los comprimidos cuestionados pueden variar
levemente en cuanto a los ambitos que se indican en el Anexo 5.

Nota No. 2: El Cuadro I solo presenta las formas de los comprimidos mas comunes con la

variabilidad tipica de comprimidos nuevos.
comprimidos con misoprostol de diferente morfologia.

Tenga presente que en el mercado existen

Nota No. 3: El andlisis se puede detener en este punto si se almacenan los extractos de las
muestras en congelacion (-20°C) y preferiblemente por no mas de cinco dias.
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8 Criterios de Aceptacion o Rechazo de Resultados

Ver PON de Gestion de casos de QTV, apartado 8. Criterios de Aceptacion y Rechazo de
Resultados: C1, C2b para la determinacion cromatografica.

El espectro de la muestra contra el material de referencia debe ser superponible.

9 Calculos y evaluacion de la incertidumbre:

La determinacion cualitativa de misoprostol en tabletas no conlleva la realizacion de calculos
ni evaluacion de la incertidumbre para la expresion de los resultados.

10 Reporte y analisis de los resultados:

Ver PON de Gestion de casos de QTV, apartado 10 Reporte y analisis de resultados.

En caso de realizar una comparacion morfoldgica contra un material de comparacion, se
debe de colocar en resultados lo siguiente:

“Las caracteristicas morfoldgicas evaluadas (color) trequeles y geometria -segun
corresponda-), en la (muestra analizada) son coingidehtes con las de tabletas comerciales
con misoprostol.”

11 Medidas de Seguridad y Salud Ocupacional:

Ver PON de Gestion de casos deQTV,“apartado 11 Medidas de Seguridad y Salud
Ocupacional.

12 Simbologia:

Aprox. aproximadamente

DCF: Departamento de Laboratorios de Ciencias Forenses
N/A: no aplica

PON: Procedimiento de Operacién Normado

SCD: Solicitud de cambio documental

13 Terminologia:

N/A
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14 Anexos:

No. de Anexo

Nombre del Anexo

01 Fotografias de los comprimidos CYTOTEC® y ARTHROTEC® que se
expenden en Costa Rica.

02 Preparacion de reactivos.

03 Descripcion de morfologia macroscopica de tabletas Cytotec® y Arthrotec®
de la compaiia farmacéutica SEARLE.

04 Condiciones para el analisis cromatografico cualitativoyde misoprostol por

HPLC
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Anexo No. 1

Comprimidos de misoprostol que se expenden en Costa Rica

Cytotec Arthrotec

Figura 1: Detalle de las presentaciones far
expenden en Costa Rica. A. Morfologia

§icas que contienen misoprostol y que se
astableta Cytotec®. B. Morfologia de la tableta
Arthrotec®. En ambos testigos métricos (E)enor divisién de escala corresponde a 1 mm y
la division graduada numéricament esponde a 1 cm. C. Comprimido de Artrotec® de
200 ug de misoprostol y 75 mg_dendiclofenaco, el cual fue intencionalmente fragmentado
para mostrar la corteza con misoprastol y el ndcleo con diclofenaco sddico

’TB.
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Anexo No. 2

Preparacion de reactivos

A. Disolucién madre de misoprostol (1,0 mg/Z/mL)

Trasvase cuantitativamente con metanol, a un matraz volumétrico de 10,00 mL, los 10 mg
del material estandar de referencia de misoprostol, agite y afore con el mismo disolvente.

Almacene esta disolucién en dos viales de 4 mL ambar con tapa rosca, bajo congelacion
(aprox. -20 °C).

Rotule con el nombre, concentracion, fecha de preparacion, iniciales.de ‘quién preparo.

Esta disolucion, almacenada en congelacién, ha demostrado una.vida util de al menos 12
meses.

B. Disolucion madre de misoprostol acido (1000 mg/L)

Agregue, con una micropipeta, exactamente 1000 ulr de metanol a la ampolleta del material
estandar de referencia de misoprostol acido con 1,0 mg y agite manualmente.

Almacene esta disolucion en un vial de 4 bk, "ambar con tapa rosca, bajo congelacién
(aprox. -20 °C).

Rotule con el nombre, concentracién, fecha“de preparacién, iniciales de quién prepard.

C. Disolucion de trabajo de misoprostol acido (50,0 mg/L) y misoprostol acido
(50,0 mg/L)

Retire del almacenamiento 1oswiales de las disoluciones madre (1000 mg/L) y permita que
se equilibre a la temperatura ambiente.

Transfiera, con una_micropipeta, una alicuota de 100,0 uyL de cada disolucion madre a un
matraz volumétrico de) 2,00 mL y diluya a volumen con mezcla de acetonitrilo:agua destilada
(1:1).

Rotule con el nombre, concentracion, fecha de preparacién, iniciales de quién preparo.
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Anexo 03

Descripcion de morfologia macroscépica de tabletas Cytotec® y Arthrotec® de la
compaifia farmacéutica SEARLE.

Cuadro 1: Descripcidon de morfologia macroscopica

) Cytotec® Athrotec®
Caracteristica
100 ug | 200 png 200 pg y 50 mg 200 pgy 75 mg
Apariencia Comprimidos de color blanco
Prisma recto
de bases Prisma recto de bases
. circulares hexagonales planas, y con Prisma recto de bases circulares convexas,
Geometria AP
planas, sus caras laterales y cara lateral cilindrica
y cara lateral rectangulares planas
cilindrica
Comprimido total:
+ i3 +
Comprimido total: QY1 £0,1) mm dlametro_, ,(6’1.
(4,2 £ 0,1) mm apotema de 0,1) mm espesor o altura <I:|I|ndr|ca,
No ! ! (3,6 £ 0,2) mm cara cilindrica

Dimensiones

determinadas

la base hexagonal (3,7 £
0,1) mm espesor o altura
del poligono

No determinades

Ndcleo:
(7,1 £ 0,1) mm didmetro, (3,5 %
0,1) mm espesor o altura cilindrica,
(1,9 £ 0,2) mm cara cilindrica

Biselado

Sin biselados

Biselado al menos en una
de sus dos bases
hexagonales. La linea de
biselado une por el centro a
dos lados opuestos™del
hexagono

Sin biselados

Biselado

Marcas

En una de
sus bases se
lee el texto

“SEARLE"” al
centro y ep”1a
otra basese

lee "1451"

En una dé\sus_bases se
encuéntra.SEARLE"
paralelo y arriba de la linea
de biselado. En la misma
base'se encuentra “1461”
paralelo y bajo la linea de
biselado. En la otra base se
puede encontrar dos
estémagos, u otra linea de
biselado, la cual une por el
centro a dos lados opuestos
del hexagono.

En una de sus
bases se lee el
texto "SEARLE"”
siguiendo el borde
de la circunferencia
y bajo este texto se
lee "1411" de
forma recta,
mientras que en la
otra base se
observa una cruz
formada con cuatro
letras “A”, una en
cada extremo,
encerrando un “50”
al centro de la cruz

En una de sus bases se lee el texto

“SEARLE" siguiendo el borde de la

circunferencia y bajo este texto se

lee "1421" de forma recta,
mientras que en la otra base se
observa una cruz formada con
cuatro letras “A”, una en cada
extremo, encerrando un “75” al
centro de la cruz




DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FORENSES VERSION 03 PAGIN?C:) 10 de
Determinacion cualitativa de misoprostol por HPLC/DAD P-DCF-ECT-QUI-037
en comprimidos

Anexo 04

Condiciones para el analisis cromatografico cualitativo de misoprostol por

HPLC
Cuadro 111: Método Instrumental en el HPLC/ DAD
Parametro Especificacion
Columna columna cromatografica Eclipse Plus C8 de 150 mm * 3,0 mm * 3,5

Mm

Velocidad de flujo

0,6 mL/min

Fase movil acetonitrilo:agua destilada (50:50)
Temperatura 24°C
190 nm a 340 nm, step 2,0 nm
slit 4 nm
Detector 210 nm (Bw 20); Ref 550 tBw 50)

218 nm (Bw 20);/Ref, 550 (Bw 50)

peak with > 0,05imin (1,0 s response time) (5Hz)

Tiempo de retencion

Verificar €ontra patrén en cada analisis

Tiempo de corrida

Aproxz=10, minutos

Volumen de inyeccion

10l






