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Biodisponibilidad 1

INTRODUCCION

BIODISPONIBILIDAD

La biodisponibilidad de los medicamentos esta considerada actualmente
como una de las principales propiedades que hacen a la calidad de los mismos, ya que
diferencias en la cantidad absorbida y/o en la velocidad de absorcion, conducen a
rendimientos terapéuticos distintos. (4iache et al., 1983)

Indudablemente este serd& un problema planteado para aquellos
medicamentos que se administren por una via extravascular, por ejemplo los
comprimidos, que requieren de una etapa de absorcion, antes de llegar al torrente
circulatorio. En cambio podemos considerar que la via intravascular proporciona
biodisponibilidad total, ya que el farmaco se incorpora en su totalidad a la circulacion
sistémica. (Arancibia, 1993)

Es sabido y reconocido que la biodisponibilidad es la caracteristica del
medicamento que da idea de la manera en que el principio activo es puesto a disposicion
del organismo, pero sin prejuzgar la forma en que este organismo va a disponer de él, ni
de la forma en que dicho principio activo va a actuar sobre ese mismo organismo.

DEFINICION DE BIODISPONIBILIDAD

Cantidad relativa del medicamento que ha accedido a la circulacién sistémica,
después de su administracion, y velocidad a la cual se ha producido dicho acceso.
(Academy of Pharmaceutical Sciences)

CALIDAD BIOFARMACEUTICA

La biodisponibilidad se ha convertido en una garantia farmacéutica, al
igual que la pureza y la valoracion del principio activo y por lo tanto debe ser objeto de
control de su calidad.

Este concepto, relativamente novedoso, de control de calidad, involucra
que los criterios estrictamente farmacotécnicos deben supeditarse a los biofarmacéuticos,
al emitir un juicio sobre una forma de dosificacion. De poco vale que una determinada
forma farmacéutica satisfaga las exigencias farmacotécnicas convencionales, si la droga
que a ella se incorpora, no se libera a la velocidad y en la cantidad precisa para obtener la
respuesta terapéutica deseada. Es decir que se ha originado un nuevo concepto de
calidad denominado calidad biofarmacéutica, estableciéndose que la efectividad clinica
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de un producto farmacéutico no solo es atribuible a la actividad intrinseca del principio
activo, sino también a la manera como ha sido formulado. (Pareja, 1985)

En la actualidad la ciencia de las formas farmacéuticas es mucho mas que
una tecnologia, que seria una parte del conjunto de conocimientos que abarca el estudio
de las relaciones entre la estructura y el comportamiento de los farmacos, ya formulados,
en el organismo. En otras palabras: la preparacion de un medicamento estd supeditada a
su aprovechamiento terapéutico. (Pla Delfina, 1986)

Asi es como, la farmacocinética y la biofarmacia se pueden considerar dos
disciplinas cuyo desenvolvimiento y expansion han contribuido notablemente al
mejoramiento de la calidad de los medicamentos y a un mas apropiado aprovechamiento
de sus potencialidades en beneficio del paciente. (Arancibia, 1981)

Cuando se administra una droga en una determinada forma farmacéutica,
interesa que se absorba de tal manera que el nivel plasmatico que se logre caiga dentro
de la llamada “franja terapéutica” , es decir, que supere la minima concentracion
necesaria para ejercer el efecto terapéutico, pero que tenga efectos adversos minimos. La
dosificacion del principio activo y su biodisponibilidad, son los dos elementos que
pe. miten ubicarla dentro de dicha franja terapéutica. (Rubio, 1992)

DEFINICION DE BIOFARMACIA

Disciplina fundamental de la Farmacia que estudia la influencia de la
formulacioén sobre la actividad terapéutica de una forma farmacéutica, en otras palabras,
estudia la relacion entre alguna propiedad fisica y quimica del principio activo, su forma
de dosificacion y los efectos biologicos observados después de su administracion.

(Wagner, 1983)
BIOEQUIVALENCIA

Dos formulaciones, de distinto origen, que presenten la misma
biodisponibilidad seran equivalentes biolégicos 6 bioequivalentes, esto significa que
pueden ser intercambiables en las prescripciones, sin necesidad de modificar el régimen
posolégico. No sera suficiente con regular ciertas variables ligadas al propio
medicamento, como son la via de administracion, los caracteres fisicos de la droga y la
tecnologia farmacéutica para obtener medicamentos bioequivalentes, habra que controlar
las caracteristicas de biodisponibilidad de dichas formulaciones. Este es un problema de
actualidad, de gran interés para los profesionales farmacéuticos y médicos, cuya
resolucion, evaluacion, control y proyecciones estan lejos de encontrarse completamente
resueltos y contintia siendo motivo de preocupacion a nivel sanitario. (Arancibia, 1993)

La evaluacion de la bioequivalencia es, por lo tanto, también, un
procedimiento de control de calidad, en el que se compara el desempefio in vivo de un
producto farmacéutico con respecto a otro considerado de referencia. Los estudios de
bioequivalencia tienen por objetivo proteger al paciente de la ineficacia de una forma
farmacéutica, asegurando un correcto nivel de calidad, por lo tanto deben ser realizados
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de acuerdo a normas previamente establecidas, a protocolos muy bien disefiados y
utilizando criterios de aceptacion muy bien acordados y definidos.

La Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos
de Norteamérica (FDA) establece que el requisito de bioequivalencia de productos
farmacéuticos puede cumplirse por uno 6 mas de los siguientes procedimientos:

1. Una prueba in vivo en humanos.

2. Una prueba in vivo en animales que se ha correlacionado con datos in vivo en
humanos.

3. Una prueba in vivo en animales que no se ha correlacionado con datos in vivo en
humanos.

4. Una prueba in vitro que se ha correlacionado con datos in vivo en humanos.

5. Una prueba in vitro corriente que no se ha correlacionado con datos de
biodisponibilidad en humanos.

Para llegar a la conclusion de que dos formulaciones son bioequivalentes
se debera demostrar que ambas no exhiben una velocidad y una extension de la absorcion
significativamente diferentes cuando se administran en la misma dosis, bajo condiciones
experimentales similares, ya sea en dosis unica ¢ multiple. Por lo tanto, la bioequivalencia
implica la comparacion de dos 6 mas productos en lo referente a su velocidad y magnitud
de absorcion y para concluir que los mismos son bioequivalentes, habra que verificar que
estos dos importantes parametros sean similares, aunque se hubieran comprobado
equivalencias en los demas ensayos tradicionales de control de calidad.

Podriamos definir tres factores que condicionan la disponibilidad de un
medicamento ¢ de sus metabolitos activos para el receptor u drgano de destino : (a) la
cantidad y la velocidad de cesion del farmaco desde su forma de dosificacion y la
posterior absorcion de aquel cuando se encuentra ya disuelto; (b) el llamado "efecto del
primer paso", el cual reduce la fraccion de farmaco que llega a la circulacion y se
produce por metabolizaciéon del mismo a nivel de la pared intestinal y del sistema
hepatoportal, por lo cual también se lo conoce como eliminacion hepatica presistémica y
afecta considerablemente a aquellos principios activos que son "extraidos" en alto grado
por el higado, como por ejemplo el propranolol, isoproterenol, imipramina y (c) los
procesos combinados de union a las proteinas plasmaticas, fijacion a los componentes
tisulares, distribucion a los distintos fluidos corporales, biotransformacion metabodlica y
excrecion por distintas vias. En los estudios de biodisponibilidad se intenta determinar las
magnitudes de los dos primeros. En los estudios de bioequivalencia se intenta determinar
unicamente la cantidad y velocidad de absorcion como magnitudes relativas, pudiéndose
desconocer , en términos absolutos, la cantidad de medicamento absorbida a partir del
producto patron. (Wagner, 1983)

En general, salvo las administraciones por via endovenosa 6 de uso tépico
0 local, para el resto de las formas farmacéuticas se exigen estudios de bioequivalencia.
Si existen casos de formulaciones similares, de un determinado principio activo, que han
tenido respuestas diferentes 6 que se haya demostrado bioinequivalencia, 6 cuando el
indice terapéutico de la droga es muy estrecho, se impone con mayor razon los estudios
de bioequivalencia. También se exigen estos estudios cuando la solubilidad de la droga es
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muy baja, cuando el tamafio de particula es critico para la velocidad de disolucion del
principio activo, cuando éste presenta polimorfismo & cuando la relacion entre el
principio activo y los excipientes es mayor de 1:5, siempre que estos excipientes puedan
interferir con la liberacion y posterior absorcion del mismo. (Rubio, 1993)

Por otra parte, también se exigen los estudios de bioequivalencia cuando
la absorcion se localiza en un tramo limitado del tracto gastrointestinal, es decir, si existe
una ventana de absorcion estrecha y localizada. También cuando exista un marcado
efecto del primer paso hepatico, 0 si tenemos vidas medias cortas 6 comportamientos
farmacocinéticos no lineales. (Rubio, 1993)

COMO MEDIMOS LA BIODISPONIBILIDAD?

La biodisponibilidad absoluta es medida contra una dosis de referencia
intravenosa, considerada 100% biodisponible. El método usual es administrar a un grupo
de voluntarios por via intravenosa y por via oral, por ejemplo, una misma dosis de una
determinada droga, segin disefios estadisticos preestablecidos, como veremos mas
adelante con mayor detenimiento. Calculando las concentraciones plasmaticas de la
droga, o bien la excrecion urinaria de la misma o de un metabolito, se estimara la
biodisponibilidad de la formulacion oral por simple proporcion con la intravenosa. Para
ejemplificar esta definicion, consideremos que la concentracion méxima de una droga
administrada oralmente resulto ser del 50% respecto a  la intravenosa, la
biodisponibilidad de la formulacion oral es del 50%. El hecho que sea solamente de un
50% puede ser debido a una incompleta absorcion, a un importante efecto del primer
paso 6 a una combinacion de ambos.

EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD/BIOEQUIVALENCIA

La biodisponibilidad relativa es medida para una formulacion de un
principio activo, administrado por una determinada via, por ejemplo oral, respecto a una
segunda dosis, también oral, pero de otra formulacién considerada de referencia.
Comunmente esta estimacion se realiza para nuevos productos genéricos, donde la
formulacién de referencia es el producto innovador 6 lider en el mercado, para esa
droga. En estas determinaciones, si la droga esta sujeta a un efecto del primer paso, éste
no necesariamente sera detectado.

Es decir, que en ambos casos: Biodisponibilidad absoluta y relativa,
expresamos a la biodisponibilidad en términos comparativos, ya sea con una
administracion intravascular ¢ extravascular.

Esta demostrado que la biodisponibilidad de los productos farmacéuticos
puede ser muy variable. El problema consiste en determinar si esa variabilidad puede
tener una consecuencia terapéutica importante, debido a la produccién de sintomas
toxicos 6 a la reduccion del efecto terapéutico.

Una forma de dosificacion de un farmaco es un sistema de liberacion del
mismo y casi cualquier manipulacion que afecte al sistema puede alterar la velocidad de
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cesion del farmaco in vivo, asi como la relacion entre cantidad de droga cedida y
cantidad efectiva existente en la forma de dosificacion original.

INVESTIGACION BIOFARMACEUTICA

La investigacion biofarmacéutica se inscribe en un contexto que aspira
racionalizar, con mayor rigor cientifico, la etapa del desarrollo de un medicamento, es
decir, adaptar Optimamente la via de administracion y la forma galénica a las
caracteristicas farmacocinéticas del principio activo que contiene.

Por ello en los dltimos afios esta linea de investigacion ha centrado sus
esfuerzos en optimizar los mecanismos de entrega de los medicamentos al organismo,
mediante la busqueda de nuevos excipientes y tecnologias que permitan modular la
cantidad y la velocidad de ingreso de éstos al organismo. Fruto de estos esfuerzos han
surgido excipientes modernos entre los cuales se destacan por ejemplo, los excipientes
modificados, como el Aerosil 6 el Avicel, o como las ciclodextrinas. (Pezoa, 1994)

Cuando dentro de este marco que nos brinda la investigacion
biofarmacéutica emprendemos un estudio de biodisponibilidad de un medicamento,
estaremos respondiendo a alguno de estos tres objetivos:

* Desarrollando una nueva forma farmacéutica 6 proponiendo una nueva via de
administracion de un principio activo que nos permita asegurar una distribucion ideal en
el organismo;

* Controlando su calidad una vez que ha sido desarrollada;

* Determinando la bioequivalencia entre medicamentos de distinto productor, sin
emitir juicio sobre la cantidad de farmaco absorbido 6 sobre la cinética de disponibilidad
en el organismo de dicho farmaco. La comparacion solo se utilizard para determinar la
biodisponibilidad relativa del medicamento estudiado respecto a la referencia elegida.
(Aiache et al., 1983; Rubio et al., 1990)

Este estudio implica, por las derivatizaciones practicas que pudiera tener,
la utilizacion de disefios experimentales que se aproximen lo mas posible a las
condiciones reales, por lo cual se impone el uso de voluntarios sanos para llevarlos a
cabo. La eleccion de los mismos debera ser realizada teniendo en cuenta los riesgos
potenciales y los problemas éticos que conlleva la utilizacion del ser humano como
sujeto de analisis, para lo cual se deberan respetar las recomendaciones de entidades tales
como la FDA y proceder en concordancia con la Declaracion de Helsinki de 1964,
revisada en 1975 6 con las “Pautas para la evaluacion de medicamentos destinados al
hombre”, informe de la OMS de 1975.

FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE LA BIODISPOBILIDAD

También en este punto se debera tener en cuenta que la biodisponibilidad
depende de una serie de factores que pueden resumirse en tres aspectos principales:
factores de orden fisiologico, de orden tecnologico 6 de formulacion y factores externos,
es decir, no vinculados con los dos anteric -es.
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Los factores fisiolégicos son casi siempre de caracter individual,
endogenos, clinicamente poco manejables, ya que en ellos se conjugan aspectos como la
edad, estado de salud del individuo, condiciones de reposo, velocidad de vaciado
gastrico (influenciada por los alimentos), motilidad gastrointestinal, riego esplacnico,
secrecion luminal, etc., que son de suma importancia en €l momento de la seleccion de
los voluntarios que intervienen en el estudio de biodisponibilidad. (Cadorniga Carro,
1990)

En lo que respecta a los factores de orden tecnologico y de la
formulacion en si misma, de caracter exogenos, seran previsibles y rectificables y por lo
tanto, sobre los que el farmacéutico puede actuar, en las etapas de preformulacion y
disefio, con el objeto de optimizar la formulacion, es decir que ésta sea realmente eficaz
clinicamente. Dichos factores dependen fundamentalmente del principio activo y de los
excipientes, que se agregan a la formulacion con distintos propdsitos y que
frecuentemente conducen a retardar ¢ favorecer, en mayor 6 menor grado, la liberacion
del farmaco desde la forma farmacéutica, segun su naturaleza y cantidad. También hemos
mencionado a los factores tecnologicos propiamente dichos, como los métodos de
granulacion, la fuerza de compresion, etc. Ellos son los que ejercen una enorme
influencia en la velocidad de disolucion de los farmacos en los fluidos gastrointestinales y
es sabido que aquella forma farmacéutica que cede rapidamente su principio activo al
medio de disolucion, tendra mayores posibilidades de absorberse, en mejores
condiciones, que aquella que la cede en forma lenta 6 incompleta y en Gltima instancia
serd, entonces, mas rapidamente disponible para su distribucion por la circulacion
sistémica. (Cid Cdarcamo, 1987)

La velocidad de disolucion de un farmaco en el tracto gastrointestinal
humano, a partir de la forma que lo contiene, condiciona frecuentemente la velocidad
con que aparece en la sangre, es decir su velocidad de absorcion. Ello se debe al hecho
de que la mayoria de los principios activos poseen un coeficiente de reparto bastante
elevado entre membrana gastrointestinal y fluido intraluminal, lo que unido al gradiente
favorable de concentracion y a la buena agitacion del sistema, se concreta en una
transferencia rapida a través de la membrana gastrointestinal desde el instante en que el
farmaco ha pasado a la solucion en el fluido intraluminal. (Wagner, 1983)

Los denominados factores externos , que no dependen de la forma
farmacéutica, ni son factores fisiologicos & patologicos, pero que pueden afectar la
biodisponibilidad, son numerosos. Muchos de ellos estar 'igados a habitos personales o
estilos de vida. Factores tales como el ejercicio, el stress, los habitos alimenticios,
consumo de drogas sociales, café, alcohol, tabaco y muchos otros, pueden modificar
tanto la cantidad, como la velocidad de absorcion de un farmaco administrado.

De todos ellos los alimentos pueden ocasionar cambios en la velocidad
de absorciéon o en la cantidad absorbida de un medicamento, cuando se administran
simultaneamente. Es decir que, en general, los alimentos alteran considerablemente la
biodisponibilidad de los medicamentos y en consecuencia la respuesta farmacologica a
los mismos. La repercusion de la interaccion alimento-medicamento esta determinada, en
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primer lugar, por la clase de farmaco utilizado y en segundo lugar por el tipo y la
cantidad de alimento ingerido. (Du Souich et al., 1992)

Los alimentos pueden influir sobre la absorcion por diversos mecanismos:
* Pueden modificar el pH del contenido gastrointestinal, con lo cual se repercute sobre
las velocidades de desintegracion y disolucién de una forma farmacéutica solida.
* Pueden disminuir el vaciado gastrico.
* Pueden dificultar el contacto del medicamento con la pared intestinal, al acelerar el
peristaltismo del intestino y aumentar la viscosidad del medio.
* Determinadas sustancias, presentes en los alimentos, pueden reaccionar con los
medicamentos, convirtiéndolos en productos insolubles e inabsorbibles.
* Pueden modificar las actividades de oxidacion y conjugacion de la mucosa intestinal,
del higado o del pulmédn, alterando el metabolismo presistémico de determinados
medicamentos.
* Pueden provocar un aumento en el flujo sanguineo al intestino.

La conclusion de todos estos efectos sobre la biodisponibilidad de un
medicamento es variada y dificil de predecir, en unos casos disminuye la velocidad de
absorcion del principio activo, ejemplos: amoxicilina, metronidazol, paracetamol, etc.
(Welling, 1977; Toothaker y Welling, 1980) ; en otros disminuye la cantidad absorbida,
ejemplos: ampicilina, trimetoprima, captopril, etc. (Hoppu et al., 1987; Winstanley y
Orme, 1989) y en un limitado nimero de casos, la cantidad absorbida aumenta, como en
la griseofulvina, nitrofurantoina,carbamacepina y el metotrexate. (Welling, 1977, Rubio,
1992) Por otra parte, rara vez la presencia de alimentos aumenta la velocidad de
absorcion,caso de la difenilhidantoina y la penicilamina (Osman ef al., 1983) , mientras
que en la mayoria de los casos no se observan cambios significativos en ambos
parametros, ejemplos: enalapril, 4cido mefendmico, glibenclamida, ranitidina,
ciprofloxacina, etc.(Sartor et al., 1982 ; Hamaguchi et al., 1986; Volonté , 1993)

PROTOCOLO DE UN ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD

Al decidir iniciar un estudio de biodisponibilidad, como ya hemos
sefialado, tiene especial importancia un buen disefio del protocolo con el cual se va a
trabajar. En particular existen tres elecciones fundamentales que hay que considerar y
son: la eleccion de los sujetos, la modalidad de administracion y el elemento a analizar, es
decir, principio activo inalterado 6 sus metabolitos, ademas de seleccionar el fluido
biologico en el cual se iran a monitorear.

Con respecto a los sujetos, estos deberan ser voluntarios y sanos, ya que
se conoce muy poco sobre la influencia de la enfermedad sobre la biodisponibilidad y por
ello el voluntario sano aparece como el sujeto ideal, capaz de ofrecer una variabilidad
minima durante el estudio. Es sabido que esta variabilidad tanto podra manifestarse entre
los sujetos que participan en el estudio, como en un mismo sujeto en funcion del tiempo.
Se tendran que establecer estrictos criterios de aceptacion de los sujetos teniendo en
cuenta estado de salud, analisis bioquimicos, aspectos fisiologicos, edad, peso, sexo,
ingesta de otros medicamentos, etc. Homogeinizando lo mas posible el grupo de sujetos,
minimizamos las variabilidades no controladas que inevitablemente se presentaran.
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La forma de administracion del medicamento puede influir
considerablemente en los resultados y en su interpretacion. Un estudio de
biodisponibilidad puede ser realizado luego de una toma tinica del medicamento 6 en un
régimen de dosis repetidas. Ambas modalidades presentan ventajas y desventajas. Entre
las ventajas de la primera, dosis unica, podemos mencionar la rapidez, comodidad y
mayor seguridad de los sujetos y entre las desventajas la posibilidad de ofrecer problemas
de tipo analitico planteados por las pequeiias cantidades de droga en el organismo.

Ademas, existe la posibilidad de que algunas drogas presenten resultados
con alta variabilidad interindividual y sobre todo intraindividual, lo cual se puede
producir por factores fisiologicos, como cambios en el flujo sanguineo, en el tiempo de
transito de la droga en el tracto gastrointestinal 6 en el clearance, excesivo metabolismo
de primer paso 6 diferencias individuales en la velocidad y extension del metabolismo de
la droga. Existe un criterio, aceptado ampliamente, que establece como limite para una
variabilidad intraindividual, calculada como Coeficiente de Variacion (CV), a un 30%.
Para drogas que presenten un CV intraindividual mayor del 30% no se recomienda como
apropiado un disefio de una dosis Unica y si conviene realizarlo con dosis multiples, ya
que esta variabilidad se reduce en los estudios realizados en el estado estacionario de las
dosis multiples, debido probablemente a factores de saturacion de los procesos cinéticos
no lineales. (Blume et al., 1993) Cabe recordar que en los sistemas lineales los procesos
cinéticos involucrados son de primer orden, mientras que en los sistemas no lineales
existe por lo menos un proceso cinético distinto al orden uno. En los primeros se cumple
proporcionalidad entre las concentraciones obtenidas y la dosis administrada, 6 mas
exactamente la fraccion de dosis absorbida. En los sistemas no lineales no se cumple esa
condicién, en cambio si hay un mayor crecimiento en los niveles obtenidos, que el
aumento de la dosis administrada.(Fagiolino, 1993)

La modalidad de la dosis repetida tiene como ventaja, ademas de la
mencionada, la mayor acumulaciéon de principio activo en el organismo con sus
consiguientes beneficios analiticos, ademas de representar las condiciones normales de
empleo de un medicamento por parte de un ser humano. Sin embargo, la duracién del
ensayo y los mayores costos econémicos y €ticos han desaconsejado este disefio, salvo
en casos muy justificados. La condicion que si debera cumplirse es que se produzca un
balance de las entradas de droga en el organismo exactamente equilibrado con el de las
salidas. Una vez alcanzado este equilibrio 6 estado estacionario, el tiempo del estudio se
reduce al intervalo entre dos administraciones sucesivas. Para estimar el tiempo
requerido para alcanzar dicho estado estacionario, en farmacocinética lineal, es decir,
procesos cinéticos de primer orden, se utiliza frecuentemente la semivida de eliminacion
de la droga (t12). Es frecuente considerar que por encima de cinco t;; ya se alcanza el
total de la concentracion de droga en plasma. (Chen y Pelsor, 1991)

Para ciertos farmacos la eliminacion no sigue este orden cinético, sino que
la depuracion de sustancias tiene lugar segiin un proceso de Michaelis-Menten, como es
el caso de la teofilina (Fagiolino et al., 1994). Esto implica un patrén de eliminacién
dependiente de la concentracion de firmaco en el organismo, las cinéticas pueden variar
" entre los 6rdenes cero y uno. Cuando la concentracion de farmaco es alta, la velocidad
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de eliminacién es de orden cero, cuando los niveles son bajos la velocidad de eliminacion
pasa a ser de primer orden, es decir proporcional a la concentracién de sustancia.
(Fagiolino, 1993)

En ambos disefios de administracion, la dosis debera ser tal que no
provoque riesgos al sujeto, garantice niveles cuantificables y tenga en cuenta efectos de
primer paso. (Birkett, 1991). Cuando el estudio se hace con fines de establecer
bioequivalencia entre dos productos de distinta procedencia, el disefio de administracion
de la dosis debera ser aleatorio, cruzado y compensado.

Los disefios cruzados emplean grupos de sujetos a los cuales se les
administran los productos a estudiar en diferentes periodos. Cada periodo de
administracion corresponde a un producto y deberan existir tantos grupos de individuos
y periodos como productos en estudio. Los periodos pueden ser semanas ¢ periodos
diferentes que se eligen de acuerdo a la vida media de eliminacion del producto. En
general entre un periodo y otro debe existir por lo menos 7 vidas medias de eliminacion
del farmaco en estudio, para que no exista interferencia con la siguiente administracion.
(Cid Carcamo, 1987)

La ventaja en este tipo de disefio cruzado, es que como cada sujeto recibe
todos los productos en estudio, puede eliminarse ¢ sino minimizarse el factor de
variacion individual en la absorcién, ya que cada voluntario actuaria como su propio
control.

En lo que respecta a la eleccion de los elementos a analizar, esta
decision dependera de las posibilidades experimentales y de algunas hipotesis
farmacocinéticas que influirdn en la interpretacion de los resultados. En general se
recurre a la valoracion del principio activo inalterado 6 en su defecto a uno de sus
metabolitos, preferentemente aquel que cuantitativamente sea mas importante. Cuando
se opta por esta alternativa se debera controlar que se cumpla la hipétesis de linealidad
entre el transito cuantitativo del metabolito y el del principio activo. El control de esta
hipotesis se logra demostrando la proporcionalidad de las concentraciones plasmaticas de
metabolito a distintas dosis del principio activo .

La técnica de analisis seleccionada para realizar el monitoreo de algunos
de estos elementos alternativos, debe ser tal que retna primordialmente las siguientes
caracteristicas : sensibilidad, precision y selectividad, no siendo tan imperiosa la
exactitud. En general los métodos cromatograficos son los mas aceptados. También se
usan en ocasiones, los métodos inmunoquimicos, aunque éstos reaccionan en forma
cruzada con los metabolitos por lo que los valores obtenidos son superiores, otros serian
los bioensayos microbiologicos, sobre todo para antibidticos. En todos los casos el
método seleccionado tendra que ser adecuadamente validado. (4/bonico, 1976)

En cuanto al fluido biolégice tanto podré ser sangre, orina, como saliva,
esta ultima no aceptada todavia a nivel de las Agencias Regulatorias de Medicamentos,
pero de obvias ventajas éticas, al igual que la orina, por no involucrar recoleccion de
muestras invasivas, como la primera (Gorodischer et al., 1994; Vazquez et al., 1993).
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Hay numerosas investigaciones que avalan la buena correlacion entre niveles salivales y
plasméticos de distintos farmacos. (Fagiolino et al., 1996) Sin embargo existen también
reportes sobre variaciones en los cocientes de niveles saliva/plasma (S/P) para
determinadas drogas, adjudicando estas oscilaciones a los periodos en los que ocurre
absorcion del farmaco. (Obach et al., 1988) Este fenomeno induce a que, al evaluar la
bioequivalencia entre dos medicamentos de distinto origen, cuyos mecanismos 6 tiempos
de absorcion pueden ser distintos y por lo tanto presentar altos y distintos cocientes S/P,
se tomen precauciones especiales en el protocolo de muestreo, el cual debe ser muy
intenso y a cortos intervalos de tiempo, a los efectos de que ambas formulaciones estén
correctamente evaluadas en forma casi continua. (Fagiolino et al. , 1988; Vazquez et al.,
1992) De esta manera, los cocientes S/P pueden ser muy utiles para evidenciar
fenémenos de absorcion, constituyendo un buen indicador del perfil de liberacion in vivo
de un farmaco. (Fagiolino, 1990)

Por otra parte , no todas las drogas pueden ser cuantificadas en este
fluido, ya que el grado de difusién de las mismas hacia la saliva, en concentraciones
detectables y cuantificables, puede no ser muy importante. Si, es adecuado este fluido
para la deteccion de muchos principios activos, como por ejemplo cafeina (Suzuki et
al., 1989), sales de litio (Needham et al., 1979; Obach et al., 1988), fenitoina (McAuliffe
etal. 1977; Vazquez et al., 1992), carbamazepina (Gorodischer y Koren, 1992; Vazquez
et al., 1992), fenobarbital (McAuliffe et al.,1977; Gorodischer y Koren, 1992), teofilina
(Chung y Shim, 1987; Fagiolino et al., 1988; Levy et al., 1994), digoxina (Allonen et
al., 1978), paracetamol (Van Bommel et al., 1991; Fagiolino y Vazquez, 1993; Retaco
et al., 1996), entre otros.

En el caso de realizar el seguimiento urinario del principio activo, se
debera verificar otra hipotesis farmacocinética, como es la linealidad de la relacion entre
los fendmenos observados antes y después del rifién, ya que la posible intervencion de
mecanismos enzimaticos en la formacion de la orina, excrecion tubular activa, pueden
alterar dicha linealidad. No ocurrird esto en el caso de moléculas que no sufren esta
excrecion activa, debido al caracter pasivo de la filtracion glomerular y de la reabsorcion
tubular de sustancias exogenas.

La sangre contintia siendo el material biolégico analizable de preferencia,
ya que es el principal fluido encargado de la distribucion de las sustancias hacia todos los
tejidos del organismo. No por ello debemos descartar otros fluidos biologicos de rapido
equilibrio con la sangre, para la monitorizacién de las drogas en estudio.

PARAMETROS DE BIODISPONIBILIDAD

En la evaluaciéon de la biodisponibilidad y/o en el establecimiento de la
bioequivalencia de productos medicamentosos, los parametros que mas comunmente se
estiman son : el area bajo la curva de niveles de droga en el organismo (ABC), que
puede calcularse desde tiempo cero a tiempo 7, donde ¢ es el ultimo tiempo medido, 6
puede determinarse hasta tiempo infinito, como ABCy, = ABCy: + Ct/Ke ; la
concentracion maxima (Cpse) ; €l tiempo de maxima concentracion (Tmax) ; €l tiempo
medio de residencia (MRT) (Khoo et al., 1985) ; la constante de velocidad de
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eliminacion (Ke) ; el tiempo durante el cual la concentracion se mantiene por encima de
un determinado porcentaje de la Cns, por ejemplo del 50% (Tsoe), todos ellos
calculados en disefios de una sola dosis.

La cantidad maxima excretada por orina (E,) ; la velocidad maxima de
excrecion (dE/dtys.) y el tiempo de maxima velocidad (tmsx), son calculados cuando
utilizamos datos urinarios. (Prandi y Fagiolino, 1993) La velocidad de excrecion en
funcion del tiempo nos da un grafico que es practicamente igual a lo que sucede a nivel
plasmatico, porque los mecanismos de eliminacion urinaria, son generalmente de primer
orden y dependientes de la concentracion plasmatica, de tal manera que a mayor
concentracion plasmatica, mayor eliminacion urinaria. (Rubio, 1993)

En estudios de dosis multiples se utilizan el area bajo la curva desde
tiempo cero a tiempo T, en el estado estacionario: (ABCy )ss , siendo 7 el intervalo de
dosificacion ; la concentracion maxima en el estado estacionario (Csmsx) 0 la
concentracion minima en dicho estado (Cssmin) ; €l Tmsx ; la concentracion media de droga
en el estado estacionario, Csay = ABCg./t ; el grado 6 indice de fluctuacion 6
fluctuacion “peak-trough” (PTF), en el estado estacionario : PTF = (Csmax = Cssmin)/Cssav

(Arancibia, 1993)

Para disminuir errores en la determinacion de estos parametros el nimero
de muestras y por lo tanto el tiempo de muestreo, debe ser tal que el intervalo entre
muestra y muestra sea muy pequeiio.

De los distintos parametros enunciados algunos son funciones complejas
de los dos aspectos, cinético y cuantitativo, de la biodisponibilidad, por ejemplo la Cpax,
mientras que otros son indicadores de uno solo de estos aspectos, por ejemplo el ABC,
parametro de intensidad 0 el Tmax, parametro de velocidad.

CRONOFARMACOCINETICA Y BIODISPONIBILIDAD

Se ha demostrado que hay una cierta variacion circadiana, ya sea en
parametros farmacocinéticos como en el propio efecto farmacologico, en muchos
farmacos, por lo cual se debe tomar muy en cuenta el factor cronofarmacocinético al
disefiar un estudio de biodisponibilidad.

La cronofarmacocinética trata de los cambios en los parametros
farmacocinéticos que se producen en funcioén del tiempo en que es administrado un
determinado farmaco. Algunas de las funciones fisiologicas cue presentan ritmo
circadiano y que por lo tanto pueden influir sobre la biodisponibilidad, son: la
temperatura corporal, la presion sanguinea, la secrecion de acido clorhidrico, la
velocidad de vaciado gastrico, la concentracion de proteinas plasmaticas, la actividad de
las enzimas hepaticas, la velocidad de filtracion glomerular, el pH urinario, etc.

En relacion a este tema los estudios existentes son relativamente escasos.
El grupo de farmacos mas estudiados es el de los analgésicos y antiinflamatorios. Se han
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informado cambios circadianos en el paracetamol (Shively y Vesell, 1985), aspirina
(Markiewick y Semenowicz, 1985) e indometacina (Clench, 1985) | entre otros.

El factor cronofarmacocinético implica realizar los estudios
farmacocinéticos a la misma hora y con un grupo de voluntarios homogéneos, es decir,
del mismo sexo, de pesos y edades similares. A esto habria que agregar la uniformidad en
algunos aspectos tales como los periodos de actividad-reposo, horarios habituales de
ingesta de alimentos y tipo de trabajo. (Thielemann, 1992).

ANALISIS ESTADISTICO

Los estudios biofarmacéuticos suponen, segun lo antedicho
oportunamente, realizar el ensayo en varios sujetos, tras lo cual se extraera una
conclusion estadistica ya sea de biodisponibilidad 6 bien de bioequivalencia, para lo cual
se deberan fijar algunos requisitos, como ser: normal distribucion e igualdad de
varianzas, entre las distintas series de datos que se han extraido del ensayo. De acuerdo a
las conclusiones que obtengamos aplicaremos los clasicos test estadisticos paramétricos,
de hipotesis, en los cuales la hipotesis nula sera que no hay diferencias significativas entre
las formulaciones ensayadas, como el t-Student 6 el ANOVA ¢ no paramétricos, como
el test de Wilcoxon 0 el test de Mann-Whitney. (Steinijans y Diletti, 1983)

Esta ampliamente reconocido que un estudio de bioequivalencia no puede
finalizar verificando la existencia de diferencias significativas 6 no, entre dos
formulaciones ensayadas, ya que éstas pueden diferir, sobre todo teniendo en cuenta la
infinidad de variables que pueden afectar a dos medicamentos de distinto laboratorio
productor. También puede existir falta de precision analitica y/o heterogeneidad del
grupo de sujetos participantes del estudio, todo lo cual puede llevar a sacar conclusiones
erroneas. El tema radica en que, estadisticamente el encontrar una diferencia significativa
no nos aporta demasiado al establecimiento de una bioinequivalencia, ya que es mas
importante establecer si esas diferencias son importantes, clinica 6 terapéuticamente
hablando. Dicho de otra manera, la significacién estadistica, como la que se obtiene
mediante un ANOVA, es una funcién de la verdadera diferencia entre las formulaciones
y la precision del ensayo. Esta ultima esta influenciada por el nimero de sujetos
empleados en el estudio y por la variabilidad de los datos. Asi por ejemplo puede
encontrarse significacion estadistica a p < 0.001 para dos ABC promedios, aunque
clinicamente esta diferencia no resulte importante. Alternativamente puede utilizarse un
grupo escaso de sujetos, ensayar dos formulaciones, obtener la misma respuesta, que no
resulta significativa, en este caso p > 0.05, y concluir que no hay diferencias entre
ambas. Sin embargo, la variabilidad puede ser grande y se estaria aceptando una
solucién como correcta cuando en realidad no lo es. Por ello, lo que corresponde es
establecer un intervalo de confianza, que nos indique en cuanto pueden diferir
parametros que reflejan el comportamiento de las formulaciones ensayadas, es decir,
habré que calcular la probabilidad de observar el apartamiento de ambos productos de un
rango preestablecido. (Fagiolino, 1994, Steinijans y Diletti, 1983). Este es el rango de
aceptacion de bioequivalencia, establecido por las Oficinas Regulatorias y que por lo
general es de + 20%, el cual tiene en cuenta razones técnicas y de seguridad para el
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paciente. Cuando se utilizan transformaciones logaritmicas de los datos, el rango se
extiende entre 80% y 125%. (USP 23)

Estos intervalos de confianza pueden ser calculados de distintas maneras:
intervalos de confianza simétricos 6 de Westlake, de la hipotesis intervalar, de
Schuirman, de Anderson, etc. (Westlake, 1973; Steinijans y Diletti, 1983) En cualquiera
de los casos el procedimiento involucra el calculo de un intervalo de confianza del 90%,
para la relacién entre variables farmacocinéticas medias del producto test y de la
referencia y luego verificar si cae dentro del rango predeterminado. Para ampliar la
informacion que brindan los intervalos de confianza, diversos autores han desarrollado
estimaciones de tipo bayesiano de los intervalos de confianza, construyendo histogramas
en los que se representan, en graficas de barras, la probabilidad en ordenadas y los
diferentes intervalos considerados, en abcisas. (Fagiolino, 1994; Fluehler et al., 1983)

En todas las pruebas de decision anteriormente descriptas el analisis
conducira a tomar una determinacion de bioequivalencia promedio entre dos
formulaciones. Sin embargo, esta conclusion promedio puede no ser tal, cuando se
analiza individuo por individuo, es decir podra no llegarse a una bioequivalencia
individual. A este respecto existe una regla de decision denominada 75/75, propuesta por
la FDA, en donde se consideran bioequivalentes dos formulaciones, cuya equivalencia
promedio se verifico, si no menos del 75% de los individuos del estudio presentan una
bioequivalencia comprendida entre 0.75 y 1.25 de la correspondiente a la formulacion de
referencia. (Cabana, 1983) Existen objeciones estadisticas a esta regla que la convierten
en una herramienta discutible, siendo més aceptada la regla de decision del 20%, apoyada
en el uso de intervalos de confianza. (Haynes, 1981; Cadorniga Carro, 1992; Fagiolino,
1994)

En un estudio de bioequivalencia realizado con un genérico de diazepam,
donde se utilizd6 Valium®, como producto de referencia, se trabajo con veintiseis
voluntarios sanos que recibieron una dosis de 10 mg de principio activo, segun un disefio
cruzado y aleatorizado. (Locniskar et al., 1989) Aunque tanto el genérico como la
referencia se habian comportado equivalentemente en la disolucién in vitro, en medio de
acido clorhidrico 0.1 N , segun condiciones de USP , la preparacion genérica se disolvia
menos y mas lentamente en una buffer de acetato 0.05 N pH 4.5. En el estudio in vivo, el
genérico presentaba una menor disposicion a la circulacion general, con valores medios
de Cmax ¥y ABC menores que para la referencia, y de Tmax significativamente mayor,
estadisticamente comparados mediante analisis de varianza. Sin embargo los resultados
satisfacian la regla 75/75. A pesar de ello, los autores concluyeron que en base a los
criterios regulatorios ambas formulaciones no eran bioequivalentes y que dicha
bioinequivalencia no podia predecirse utilizando el test de disolucion oficial, pero si lo
podria hacer en base a su comportamiento de disoluciéon a pH 4.5, sugiriendo que la
disolucion en medio 4cido no era concordante con las condiciones de disolucion in vivo.

Como otro ejemplo de analisis de bioequivalencia podemos citar el trabajo
realizado sobre tres formulaciones orales de acido pipemidico. Las mismas consistieron
en dos lotes de capsulas, de gelatina rigida, de distinto productor y una suspension
acuosa. El estudio se plante6 como ensayo cruzado, con la participacion de seis
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voluntarios sanos a los que se administré en ayunas las formulaciones objeto de ensayo.
Se realizo el seguimiento de la droga tanto por plasma como por orina. Los parametros
farmacocinéticos calculados fueron: constante de eliminacion, cantidades maximas
excretadas y tiempo medio de residencia (MRT) . Al aplicar el correspondiente analisis
de varianza a estos parametros se encontraron diferencias significativas, por lo cual
afirmaron su bioinequivalencia. (Cadorniga Carro et al., 1989)

LOS OUTLIERS

En todo estudio de biodisponibilidad/bioequivalencia hay que considerar
la presencia de los denominados "outliers", que estan definidos por la USP como los
sujetos que en un estudio de este tipo, presentan valores discordantes de uno 6 mas
parametros farmacocinéticos, cuando se los compara con otros valores del mismo
estudio. Debido a que los estudios son llevados a cabo con disefios cruzados, el mas
importante tipo de outlier es cuando uno 6 muy pocos sujetos difieren notablemente del
resto de los sujetos en la respuesta al producto test versus la respuesta al producto de
referencia. La existencia de un outlier puede ser indicativo de los siguientes problemas
con dos formulaciones intercambiables:

* El sujeto produce una inusual respuesta, alta 6 baja, con uno 6 con el otro de los
productos ensayados, debido a un problema con la propia forma de dosificacién
administrada.

* El sujeto puede ser representativo de un tipo de sujetos, presentes en la poblacion
general en menor numero, para quién la biodisponibilidad relativa de los dos productos
es marcadamente diferente que para la mayoria de la poblacion, y para quién los dos
productos no son bioequivalentes a pesar de que si lo son para la mayoria de la
poblaciéon.

Es decir que los outliers son individuos atipicos que se salen del pool de
observaciones. Deben ser identificados a través de test estadisticos y eliminados con una
solida justificacion. (USP 23). Si bien hay autores que proponen, a través de la
utilizacion de métodos estadisticos robustos, no paramétricos, no descartar los outliers,
sino incluirlos en el estudio, penalizandolos adecuadamente para que no distorsionen el
resultado final. Al utilizar métodos paramétricos clasicos, los outliers hacen que el
método pierda eficiencia y no logre demostrar bioequivalencia, ain cuando las
formulaciones produzcan perfiles plasmaticos similares para todos los demas sujetos. Los
outliers tienen mucha influer.cia sobre los métodos paramétricos, en cambio los métodos
no paramétricos son menos sensibles a la influencia de los mismos. (Niselman et al.,
1996)

CINETICA DE DISOLUCION DE MEDICAMENTOS

De todos los medicamentos que se expenden en el mercado, ha sido en el
campo de las formas farmacéuticas solidas para uso oral, donde se han llevado a cabo el
mayor numero de investigaciones biofarmacéuticas, debido a que por su comodidad y
facilidad de ingesta, son las formas farmacéuticas de mayor empleo en terapéutica. Pero
también son las que mayores problemas de disponibilidad pueden presentar, ya que para
llegar a la circulacion sistémica, primeramente tendran que desintegrarse, para luego
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disolverse, y recién absorberse. Si el principio activo puede atravesar sin dificultades las
membranas bioldgicas y la disolucion es el proceso mas lento, comparado con la
absorcion, sera ésta la etapa limitante del proceso completo. (Pezoa, 1994)

Regulando las caracteristicas cinéticas del proceso de disolucion de un
principio activo, desde su forma de dosificacion, es posible controlar la cinética del
proceso de absorcion, lo que finalmente permitira regular la evolucion plasmatica del
principio activo en el organismo, es decir, su biodisponibilidad. Por este motivo, en los
ultimos afios la cinética de disolucion de medicamentos ha suscitado gran atencién a
los investigadores biofarmacéuticos. Asi es como ha existido gran interés en conocer los
factores de los cuales depende el proceso de disolucion, asi como la correlacion de los
resultados de estas experiencias con parametros in vivo, con el objeto de obtener datos
precisos que puedan ser utilizados en el control de calidad en la industria farmacéutica y
aseguren la disponibilicad biolégica del farmaco en el lugar de absorcion, para lo cual se
han incluido normas y técnicas al respecto en textos oficiales, que regulan el control de
calidad de los productos medicamentosos. (diache et al., 1986; Cid Carcamo, 1981)

Los objetivos de un test de disolucién son: poder confirmar que la
cantidad total de droga liberada esté tan cercana como sea posible del contenido total de
droga en la forma farmacéutica y que la velocidad de liberacion sea reproducible dentro y
entre diferentes lotes de un mismo producto, y que a su vez sea la misma que la del
producto innovador ¢ lider, el cual fue perfectamente biodisponible y clinicamente
efectivo.

Resulta evidente la necesidad de establecer métodos de control in vitro
que permitan evaluar las caracteristicas de disolucion de un farmaco desde su forma
farmacéutica en un medio de disolucién apropiado. Hasta el momento no ha sido posible
establecer ninguna prueba in vitro , por perfeccionada que sea, que permita describir con
plena seguridad el comportamiento de los productos farmacéuticos en el organismo
humano. Por lo tanto, no puede considerarse a los ensayos de disolucién in vitro como
estudios de biodisponibilidad por si solos. Pero pueden servir como métodos predictivos
de la biodisponibilidad de diferentes productos farmacéuticos, si previamente se ha
logrado establecer una correlacion directa con los resultados obtenidos in vivo, que
darén validez al modelo de estudio in vitro. En estudios de bioequivalencia, si bien no
contribuyen a la toma de decisiéon, pueden aportar un complemento sumamente valioso.
De este modo, los estudios de disolucion in vitro representan una herramienta muy util
para caracterizar el comportamiento biofarmacéutico de diferentes lotes de produccion
de un mismo producto. (Carli et al., 1982)

Es decir que la forma de dosificacion controla el régimen de entrada de la
droga al organismo y la curva de concentracion plasmatica versus tiempo puede
modularse para dar la forma deseada, cambiando el perfil de liberacion de la forma de
dosificacion. Esta es ciertamente la meta de las formas farmacéuticas de liberacion
prolongada, en estos casos es razonable que se espere obtener una correlacion in vitro-in
vivo. En cambio si la disolucion in vivo es mucho mas rapida que la absorcion, esta
‘ltima serd la etapa limitante del proceso de aparicion de la droga en el organismo. En
estos casos, por ejemplo, una forma de dosificacion de liberacion inmediata de una droga
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muy soluble, es altamente improbable que exhiba una correlacion entre los resultados de
disolucion in vitro e in vivo. (Skough et al., 1996)

El desarrollo de una forma farmacéutica no debera apoyarse sobre los
ensayos in vivo, al menos en su estado inicial. Los estudios de disolucion y absorcion in
vitro aparecen como una necesidad de investigar métodos de estandarizacion secundaria
de la biodisponibilidad, debido a las dificultades técnicas y al elevado costo de estos
estudios, que limitan su multiplicacion y reservan su utilizacion para finalidades precisas
e importantes.

La validez y limitaciones de las pruebas in vifro en los estudios de
biodisponibilidad han sido abordadas por distintos autores. Cabana en su articulo de
revision sobre pruebas in vitro y bioequivalencia en medicamentos, aporta datos de
correlaciones in vitro-in vivo en determinadas sustancias y concluye que las pruebas de
disolucion in vitro pueden orientar sobre la bioequivalencia de los distintos lotes de una
misma formulacion. También sobre el mismo topico aparecen otros trabajos en la
literatura cientifica. (Steinijans et al., 1988) De la misma opinién son Riegelman y
Upton , para los que las pruebas de disolucion in vifro tienen una importancia
sobresaliente en el desarrollo de formas farmacéuticas. (Cadorniga Carro, 1992)

Las condiciones del ensayo de disolucion deben evaluarse
minuciosamente, u optimizarse, cuando se disponen de datos de biodisponibilidad para
varias formulaciones. La meta de la optimizacion es identificar condiciones de ensayo
que provean la capacidad de discriminacién maxima y la variabilidad minima entre
formulaciones que difieren en variables de fabricacion clave. Un ensayo que cumple con
este objetivo tendra la mas alta posibilidad de correlacionarse con la bicisponibilidad in
vivo. En los estudios de optimizacion , la composicion del medio (pH, fuerza idnica,
concentracion de agentes tensioactivos) y la hidrodinamica (tipo 6 agitacion del aparato)
se modifican para determinar sus efectos sobre el régimen de disolucion de lotes de
comprimidos seleccionados. Usualmente se seleccionan para estos estudios, dos ¢ tres
lotes que exhiben diferencias en la absorcion in vivo, si se conocen, 0 lotes que varien en
composicion de la formulacion 6 en parametros de fabricacion. (Skough et al., 1996)

Muy interesantes resultan las investigaciones realizadas con el fin de
establecer un test de disolucion in vifro, que simule las condiciones de absorcion in vivo,
bajo condiciones de ayuno y de no ayuno, es decir, en presencia de una dieta rica en
grasas. (Maturu et al., 1986; Aiache et al., 1989) La propuesta consiste en dejar en
contacto y agitando, la forma farmacéutica durante dos horas, con un volumen pequefio
de aceite de mani, aproximadamente 10 ml, al cabo de este tiempo se elimina el aceite y
se procede a realizar el test de disolucion en un medio que incremente su pH, partiendo
de fluido gastrico simulado de pH 1.2 hasta fluido intestinal simulado con pH final de
7.5. La simulacion del estado de ayuno se consigue en las mismas condiciones pero
obviando el contacto con el aceite de mani. Este método fue aplicado a tres
formulaciones de liberacion controlada de teofilina, y sus resultados correlacionados con
un estudio in vivo, administrando las formulaciones a voluntarios sanos, simultaneamente
con un desayuno rico en grasas y cuatro horas antes de un desayuno standard. Esta
correlacion concluye con la posibilidad de aplicar este test in vitro, para evaluar de una
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manera mas simple, la complejidad de la absorcion gastrointestinal en humanos
expuestos a una dieta de alto contenido en grasas.

CLASIFICACION DE LOS MODELOS DE DISOLUCION

Es conveniente clasificar los modelos utilizados en estudios de disolucion
de acuerdo a la forma como participa el solvente en el proceso de disolucion, (Pezoa et
al.,, 1991), de esta manera, podemos enumerar tres grupos:

* Sistemas de un compartimento cerrado, donde generalmente se usan grandes
volimenes de liquidos no fisioldgicos, que estan disponibles para el proceso durante todo
el tiempo.

* Camaras abiertas de flujo continuo, que emplean también grandes cantidades de
liquidos, pero solo una pequefia cantidad de ellos, similar al volumen presente en el tubo
gastrointestinal, es la que realmente participa en el proceso de disoluciéon. En estos
modelos es muy importante la velocidad de flujo del liquido a través de la camara.

* Modelos de difusion y de didlisis, donde la sustancia disuelta pasa a través de una
membrana o una capa divisoria al interior de un segundo compartimento. (Northern et
al., 1973; Razdan y Rastogi, 1990). El problema principal de este modelo es la
composicion y el area superficial de la membrana, de los cuales depende la
permeabilidad.

VARIABLES DEL SISTEMA DE DISOLUCION

En un ensayo de disolucion son muchas las variables que pueden
modificar los resultados experimentales, ninguna de ellas debe dejar de considerarse y
deben mantenerse bajo un estricto control para obtener resultados confiables. (Pezoa et
al., 1991). Se pueden clasificar en:
1. Variables dependientes del equipo de disolucion, como la geometria y la vibracion del
sistema, la velocidad de agitacion, la temperatura, la posicion vertical de la paleta 6 del
canastillo, la posicion de muestreo, etc. (Kaneniwa y Watari, 1974; Langenbucher,
1974; Benzina et al., 1983)
2. Variables dependientes del medio de disolucion, como el volumen, la presencia de
gases, el pH, la evaporacion del liquido, etc. (Sarapu y Clark, 1980)
3. Variables relacionadas con la metodologia analitica, como el método de filtracion de
las muestras y el método analitico en si mismo.

Con respecto a las variables dependientes del equipo de disolucion, resulta
interesante analizar los resultados encontrados al comparar el comportamiento de
disolucion de tabletas conteniendo doxiciclina, utilizando el método de la canastilla y el
de la paleta, a distintas velocidades de rotacion, 75 y 100 rpm, y a distintas alturas del
dispositivo rotatorio, canastilla 6 paleta, respecto al fondo del vaso de disolucion, 2.5 y
4.5 cm. De acuerdo a los resultados, la posicion de la canastilla no afecta la velocidad de
disolucion de la droga, mientras que la alta velocidad de rotacion, aumenta
significativamente la misma. En cambio el aparato que utiliza paleta es mas sensible a la
posicion de la altura, especialmente a altas velocidades de rotacion. (Posti y Salonen,
1983)
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En otro trabajo realizado con tabletas de tolbutamida, se estudiaron las
caracteristicas de disolucion de dos lotes que provienen de distintos elaboradores. Las
muestras fueron evaluadas mediante el método del canastillo rotatorio y el método de la
paleta. Mientras que todos los lotes pasaron exitosamente los controles de
desintegracion, variacion de peso, contenido de droga y uniformidad de contenido, se
observé una gran variabilidad inter e intra lote respecto a su comportamiento de
disolucion, no cumpliendo, en algunos casos, con las exigencias oficiales en cuanto a la
cantidad disuelta. El autor sefiala el peligro de administrar a un paciente tabletas con
diferentes caracteristicas de disolucion, ya que las tabletas de tolbutamida que se
disuelvan mas lentamente, pueden producir nauseas ¢ vomitos debido a la gran irritacion
gastrointestinal causada por un prolongado contacto de la droga con dicho tracto.
(Ayres, 1980)

Con posterioridad y continuando con el analisis de comprimidos de
tolbutamida, se analiz6 el comportamiento frente a la disolucion de 62 lotes de
comprimidos de esta droga, provenientes de seis elaboradores distintos. El propdsito del
estudio fue evaluar las caracteristicas de disolucion de lotes recientemente elaborados de
tolbutamina, considerados equivalentes terapéuticos; evaluar estos mismos lotes luego de
un envejecimiento provocado por la humedad y por ultimo determinar el efecto de la
exposicion de las tabletas a un ambiente acido gastrico simulado, sobre la disolucion,
tanto de las tabletas recién elaboradas como de las envejecidas. (Ayres et al., 1984)
Nuevamente se encontré gran variabilidad inter e intra lote, altamente dependiente del
elaborador. La respuesta del envejecimiento a tres niveles de humedad, 60, 75 y 98% de
humedad relativa, también dependi6 del productor, con excepcion del producto
innovador que respondié bien en todos los casos. La disolucion en algunos de los
genéricos ensayados, ha sido dramaticamente deprimida frente al envejecimiento por
humedad. El pretratamiento con fluido gastrico simulado modifico los perfiles de
disolucion de los genéricos, pero casi no afect6 al producto innovador.

Con respecto a la gran variabilidad en los resultados de disolucion, otros
autores han postulado que el principal factor que afecta la uniformidad de la velocidad de
disolucion, se encuentra en las variaciones del peso de las tabletas. (Colombo et al.,
1985) Esa variacion en el peso a su vez esta causada por las diferencias en la fuerza de
compresion, durante el proceso de elaboracion de los comprimidos. De esta manera un
buen control de proceso, en lo referente a peso y fuerza de compresion, puede reducir la
dispersion en la velocidad de disolucion de las tabletas.

Continuando con el analisis de las variables que pueden influenciar el
proceso de disolucidn, cabe tener en cuenta ciertas propiedades de la misma droga
(Rees, 1977), como ser:

# Factores que afectan la solubilidad de la droga, por ejemplo, polimorfismo, hidratos,
solvatos, acidos 6 bases libres, complejacion, soluciones solidas, etc.

# Factores que afectan el area superficial disponible para la disolucion, por ejemplo,
tamafio de particula, tendencia a formar aglomerados,etc. (Kaneniwa y Watari, 1974;
Finholt, 1974) Hay numerosas sustancias, como la aspirina, digoxina, griseofulvina,
nitrofurantoina, fenotiazina, fenilbutazona, etc., que presentan una gran dependencia
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entre la velocidad de disolucion y el tamafio de la particulay por lo tanto del area activa
de la misma. (Rubio, 1993)

La disolucion de la droga contenida en una tableta 6 capsula también
depende de factores de formulacion y proceso, como ser:
# Cantidad, tipo de excipientes y método de incorporacion de los mismos. (Finholt,
1974; Cooper, 1981; Haile et al., 1992)
# Tipo de proceso de elaboracion, por ejemplo, compresion directa, granulacion himeda,
etc. (Finholt, 1974; Chowhan y Chatterjee, 1984; Gonzdlez et al., 1995)
# Tamafio y distribucion del polvo 6 granulos. (Finholt, 1974)
# Fuerza y velocidad ce compresion. (Iranloye y Parrott, 1978)
# Tipo de cubierta aplicada a la tableta 6 composicion y propiedades de la capsula.
(Khalil et al., 1991)
# Condiciones ambientales durante la elaboracion y almacenamiento, tiempo de
almacenamiento. (Finholt, 1974; Murthy y Ghebre-Sellassie, 1993)

Los parametros de procedimiento y operacion de la disolucion in vitro,
deben ser optimizados para ser sensibles a variables criticas de elaboracion, dentro de un
rango aceptable de valores esperados durante el proceso de elaboracion. Las variables
criticas de elaboracion son aquellos métodos y materiales usados en el proceso de
produccién que pueden afectar significativamente la liberacion de la droga desde el
producto, por ejemplo el espesor de la cubierta, la concentracion de los excipientes, la
dureza de las tabletas, la fuerza de compresion, etc. Las especificaciones de la disolucion
in vitro 6 rango de valores permitidos, debe corresponderse con el rango de valores de
las variables criticas de elaboracion que pueden esperarse durante un procedimiento de
elaboracion normal, usando un procedimiento in vifro perfectamente optimizado y
desarrollado, para detectar diferencias en dichas variables. (Skelley et al., 1990)

Una aplicacion practica de lo anteriormente expresado lo encontramos,
por ejemplo, en los estudios comparativos de disolucidn realizados sobre el alopurinol
formulado como polvo simple y adicionado de distintos diluyentes y también formulado
en capsulas duras de gelatina con los diluyentes seleccionados como mas adecuados.
(Rivero et al, 1987) Se ha corroborado que la adicion de celulosa microcristalina
(Avicel) y de lactosa, aumentan la velocidad de disolucion del citado farmaco, en cambio
el agregado de fosfato dicalcico dihidratado (Emcompress) disminuye la velocidad de
disolucion del mismo. A su vez el comportamiento de disolucion del alopurinol resulta
mas efectivo cuando se lo formula en cépsulas, este hecho podria deberse a que el
principio activo, tras un corto periodo de latencia, se pone mas rapidamente en contacto
y de forma completa con el medio de disoluciéon cuando se halla formulado en capsulas
en lugar de como mezclas de polvos.

En otro trabajo se analiz6 la influencia sobre la liberacién in vivo de
clorhidrato de diltiazem, formulado como un sistema de liberacion controlada, a través
de minimatrices hinchables que son cubiertas con un film polimérico, cuyo espesor
representa una variable critica con respecto a la liberacion, ya que es de solubilidad pH-
dependiente. ( Caramella et al., 1989) Para evaluar tal influencia se elaboraron dos
‘minimatrices con films de distinto espesor, los cuales fueron testeados contra una tableta
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comercial. El comportamiento in vifro se analiz6 en fluido gastrico simulado, como
medio de disolucidn, encontrandose que el perfil de la formulacion con film de menor
espesor, 35 um, es similar al del comprimido comercial, mientras que la minimatriz con
el film de espesor mayor, 75 um, presenta un significativo “lag time” 6 tiempo de
latencia, el cual esta vinculado al film, siendo ademas, la velocidad de disolucion mucho
mas lenta que para la primera formulacion. El estudio in vivo se realizé segiin un disefio
de bloques balanceados incompletos, involucrando a seis voluntarios sanos. La droga fue
cuantificada en plasma y los parametros farmacocinéticos calculados fueron la Cpax, Trmax,
tin , ABCo, y MRT. El analisis estadistico de estos parametros, utilizando el test de
Kruskal-Wallis y de Mann-Whitney, revelan diferencias significativas, adjudicadas a la
gran variabilidad intersujetos observada y al limitado nimero de individuos del estudio.
Las conclusiones a las cuales arriban indican que las minimatrices testeadas proveen una
razonable liberacion sostenida de la droga. Que la formulacion de cubierta mas delgada,
probablemente debido a la ruptura rapida de ésta durante el transito gastrico, no produce
modificaciones en la velocidad de liberacion inicial con respecto a la formulacion
comercial. Que en el caso de la minimatriz con cubierta mas gruesa, se observa una
inicial disminucioén de la liberacion de la droga, junto con un aplanamiento del perfil
plasmatico. Por otra parte la dependencia del pH de la permeabilidad del film puede
causar que la liberacion de la droga dependa del tiempo de residencia en el tracto
gastrico. En resumen, la propuesta del film polimérico es factible pensando en obtener
una liberacion modificada, pero habria que mejorar la propuesta, en particular reduciendo
la suceptibilidad de la misma a los cambios de pH.

Para analizar la influencia de la intensidad de agitacion, el tamafio de la
particula y el pH del medio de disolucion sobre la liberacion in vitro de las drogas se
trabajé con capsulas duras de gelatina conteniendo acido acetilsalicilico. (Newton y
Muhammad, 1984) Los valores de tsos, disminuyeron al aumentar la velocidad de
agitacion de 120 a 320 rpm, para todas las fracciones de tamafio de particula y para
todos los valores de pH ensayados. Los tamafios de particulas estudiados comprenden un
rango de 2.5 - 450 um ylos pH de 1 - 7 . La influencia de la solubilidad de la droga,
inducida por cambios en el pH del medio, se ve disminuida al aumentar la velocidad de
agitacion. Eltsoe, presenta valores por debajo de 50 minutos recién cuando disminuimos
el tamafio de particulaa 5y 2.5 um.

Mediante el analisis del comportamiento de disolucion in vitro, se
establecio la escasa influencia que tenia la dureza de los comprimidos y la humedad
relativa durante el almacenamiento, sobre comprimidos de liberacion controlada de
carbonato de litio, usando una matriz hidrofilica de carboximetilcelulosa sodica.
(Arancibia et al., 1990) Se evalud también la influencia del recubrimiento con una resina
metacrilica y del medio de disolucion empleado. El analisis estadistico de los resultados
obtenidos con comprimidos de distinta dureza, demostré que no existe un efecto real de
la misma sobre las caracteristicas de cesion del litio desde los comprimidos estudiados,
ya que las diferencias observadas en las velocidades iniciales de disolucion no fueron
estadisticamente significativas. La ausencia de efecto de la fuerza de compresion sobre la
liberacion de farmacos desde una matriz hidrofilica parece deberse al hecho de que la
afinidad de los ge'es hidrofilicos por el agua compensaria cualquier efecto negativo que
pudiera derivarse de la disminuciéon de la porosidad ocasionada por el aumento de la
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fuerza de compresion, produciendo la hidratacion del gel y el establecimiento de la
barrera gelificada con gran rapidez. Desde ese momento la velocidad de cesion se hace
dependiente de la velocidad con que el farmaco difunde a través del gel y también de la
velocidad a la que dicha barrera es removida mecanicamente por la agitacion. El efecto
de la humedad relativa de almacenamiento se investigé utilizando a su vez, comprimidos
sin recubrir y con un recubrimiento pelicular, con el objeto de protegerlos de la humedad.
Los controles de disolucion obtenidos para los diferentes tiempos de exposicion a la
humedad relativa extrema (92%), arrojaron resultados que nos indican el escaso efecto
producido por la humedad, no apreciandose claramente tendencia alguna. En cuanto al
efecto del medio de disolucion se ensayaron medios de pH 1.2, agua y pH 7.5. Los
resultados indicaron un aumento significativo de la velocidad de cesion del litio a pH 1.2,
atribuible al recubrimiento.

El rol de los aglutinantes en relacion con el aumento de la dureza de
comprimidos, inducida por la humedad residual del granulado, fue analizado en
comprimidos conteniendo acido salicilico. (Chowhan, 1980) Las tabletas obtenidas a
partir de granulados conteniendo niveles de humedad superiores al 2%, aumentan su
dureza durante el almacenamiento a temperatura ambiente, mientras que por debajo de
un 2%, las tabletas no modifican su dureza.El mecanismo exacto por el cual la humedad
afecta la dureza de los comprimidos no es bien conocido. Un posible mecanismo podria
ser la recristalizacion de las drogas y/o de los excipientes solubles, en los espacios vacios
causados por la pérdida de la humedad. Por esta razon también, la magnitud del
incremento de la dureza dependera del tipo de aglutinante utilizado. Ese aumento de la
dureza observada, no afecté en estos estudios, ni el tiempo de desintegracion, ni la
disolucion de los comprimidos.

Con el fin de aumentar la velocidad de disolucion de tolazamida, un
hipoglucemiante de administracion oral, se estudio la influencia de distintos tensioactivos
no iobnicos, polisorbatos y estearatos de polioxietilenglicoles, en distintas
concentracicnes. Estos tensioactivos, en una correcta concentracion, pueden ser
formulados con la droga, en capsulas de gelatina 6 comprimidos, para mejorar las
caracteristicas de disolucion, con la finalidad tltima de aumentar la biodisponibilidad de
la droga. (Ismail y El-Zaher, 1986)

CADUCIDAD BIOFARMACEUTICA

Se entiende por caducidad biofarmscéutica 6 biocaducidad, al periodo
de tiempo al cabo del cual se modifica significativamente la biodisponibilidad de un
medicamento, sin una alteraciéon quimica importante del principio activo contenido en el
mismo. Relacionado con esta afirmacion nos preguntamos entonces qué validez tendran
los estudios de biodisponibilidad efectuados inmediatamente después de realizada la
preparacion, si la misma se va a administrar luego de un periodo determinado de
almacenamiento.(Cadorniga Carro, 1992)

Refiriéndonos a los comprimidos, es un hecho que la influencia del
envejecimiento sobre la velocidad de disolucion puede alterar la biodisponibilidad de los
mismos. La estabilidad de la disolucion, desde su fecha de elaboraciéon hasta la de
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vencimiento, es un parametro critico en lo que se refiere al control de calidad, al
cumplimiento de normas regulatorias y al impacto sobre la biodisponibilidad del
producto. Cambios significativos en los perfiles de liberacion in vitro de un principio
activo desde un producto farmacéutico, durante el almacenamiento, pueden alterar su
disponibilidad biologica.(Murthy y Ghebre-Sellassie, 1993)

Los factores que afectan la estabilidad de la disolucion de un producto
durante su envejecimiento incluyen a los componentes de la formulacién (principios
activos y excipientes), a los factores de elaboracion, a las condiciones de almacenamiento
y de empaquetamiento. Pueden provocar cambios en la disolucion, tanto de productos de
liberacion inmediata, como de liberacion modificada. En estos ultimos es mads
preponderante su influencia ya que, en aquellos que tienen un franja terapéutica muy
estrecha, la inestabilidad de la disolucion puede provocar serias consecuencias
fisiologicas. Si la velocidad de liberacion del principio activo es menor podria llevar a
niveles plasmaticos subterapéuticos, en cambio si aumenta podria provocar problemas de
toxicidad. .

Estudios realizados sobre el efecto del envejecimiento en la velocidad de
disolucion y en la biodisponibilidad de tabletas de riboflavina, con cubierta azucarada,
seguida esta ultima a través de los perfiles de excrecion urinaria de cinco voluntarios
sanos, nos revela una disminucién muy marcada en ambos comportamientos, bien
correlacionados entre si. (Khalil et al., 1991) Entre los posibles factores que
contribuyen a la variabilidad en la disolucion se incluyen diferencias en el espesor de la
cubierta y/o en el nivel de interaccién entre los componentes de la misma, que
provocarian la insolubilidad de dicha cubierta azucarada durante el almacenamiento. En
cuanto a la menor biodisponibilidad se ha postulado que se debe al hecho de que al tener
la riboflavina un sitio determinado de absorcion, en el intestino delgado, al no liberarse
rapidamente la droga, puede pasar por el sitio de absorcion sin absorberse.

Es esencial que las caracteristicas de disolucion de un forma farmacéutica,
permanezcan inalterables durante toda la vida 1til de la misma. En general se admite que
si el perfil de disolucién in vitro no se modifica por envejecimiento, no sufre alteraciones
sustanciales la disponibilidad in vivo. (Caddrniga Carro, 1992) Dicho de otra manera,
no es posible predecir qué cambios en la biodisponibilidad provocaran cambios en la
disolucion, si es seguro que la ausencia de modificaciones en la disolucidn, asegura que
la biodisponibilidad permanecera intacta.

CORRELACIONES IN VITRO - I VIVO

En aquellos casos donde la absorcion de la droga desde un producto
farmacéutico, es cinéticamente controlada por los procesos de liberacion y disolucion, es
esperable que el test de disolucion pueda ser capaz de proveer un modelo predictivo de
la biodisponibilidad y la bioequivalencia. Pero se deben tener en cuenta los siguientes
principios:

(a) Aunque la determinacion final de la calidad desde el punto de vista de la
biodisponibilidad/bioequivalencia, puede solamente ser obtenida en estudios in vivo, en
animales 6 humanos, tanto el costo como razones éticas demandan un modelo in vitro,
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en casos tales como: el desarrollo de una nueva especialidad, la rutina del control de
calidad de una produccién y en ensayos preliminares de equivalencia 6 variabilidad de
productos elaborados por el mismo 6 diferentes productores.

(b) El poder predictivo del test en relaciéon a la biodisponibilidad y bioequivalencia,
depende en alto grado de la droga. Solamente se podra aplicar para aquellas drogas cuya
velocidad de disolucion sea limitante de la absorcién in vivo y siempre que las
condiciones del test sean reales. Por esta razon los sistemas cerrados donde prevalece un
ambiente fisiologico son los que mayores posibilidades tienen de que los resultados
obtenidos in vitro reflejen la performance de la especialidad in vivo. Aquellos test con
condiciones arbitrarias y poco reales, como muy alta velocidad, pH no fisiologico 6 alta
proporcion de solvente organico, no tendran un valor real para predecir calidad
biofarmacéutica, ya que nos pueden conducir a decisiones erréneas, ain cuando nos dén
aceptables correlaciones in vitro-in vivo.

(c) Por otra parte se debe admitir que la complejidad del proceso fisiolégico condiciona
el establecer un modelo in vitro perfecto. Las limitaciones estan dadas por el estado del
conocimiento de las condiciones tipicas fisiologicas, por el costo experimental, por el
tiempo insumido y por el sentido comun. Cualquier interpretacion de las implicancias in
vivo de los resultados de un test in vitro, deben ser consideradas prudentemente debido a
las desviaciones del modelo utilizado respecto al original fisiologico. Las mismas seran
producto de factores tales como absorbabilidad de la droga disuelta, la cual no se
incluye en el test pero afecta la correlacion con la respuesta in vivo.

(d) Las decisiones sobre la calidad de un producto deben estar basadas en algunos
conocimientos especificos de la droga, como ser, el uso propuesto para esa droga, el
modo de aplicacion, es decir, el tipo de tratamiento: por un largo periodo 6 solo algunas
dosis diarias, el efecto terapéutico, la farmacocinética de la droga, velocidad de
absorcion, de eliminacion, tolerancia terapéutica,etc. (Section Control Laboratories and
Section Industrial Pharmacist of the Federation Internationale Pharmaceutique, 1981)

Generalmente las especificaciones de disolucion se definen por algunos de
estos dos métodos: (1) con los valores del rango de disolucién encontrados cuando se
uso el lote de comprimidos del estudio central de biodisponibilidad y (2) con el rango de
valores de diferentes lotes producidos durante la fase de desarrollo.

Ninguno de los dos suministra una validacion in vivo. El procedimiento
de disolucion in vitro usado para control de calidad debera ser validado mediante un
apropiado estudio de biodisponibilidad. Para ello se puede testear uno 6 mas productos
con caracteristicas de velocidad modificadas 6 evaluando alternativamente distintos
procedimientos de disclucion hasta que se pueda establecer alguna correlacion de un
grado aceptable. Se pueden usar los siguientes procedimientos: (a) preparar dos 6 mas
formulaciones con diferentes caracteristicas biofarmacéuticas. Los cambios en la
disolucioén in vitro de estas formulaciones test, deben producirse solamente por cambios
de procesos O componentes que se han variado bajo condiciones normales de
elaboracion; (b) desarrollar un apropiado test in vifro que pueda distinguir entre esas
formulaciones; (c) determinar las caracteristicas de absorcion de estas forniulaciones en
un pequefio grupo de sujetos. (Skelley et al., 1990)
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Cuando la velocidad de disolucion es independiente de las condiciones del
test, por ejemplo, pH, tensioactivos, presion osmotica, agitacion, etc. una curva simple
definira la velocidad de disolucion. Esta curva de disolucion es comparada con la funcién
resultante de la deconvolucién de la curva de concentracion plasmatica versus tiempo del
estudio definitivo de biodisponibilidad/bioequivalencia. Si estas curvas son superponibles
habra correlacion.

Es decir que, para una adecuada evaluacién in vitro de la
biodisponibilidad/bioequivalencia, los procedimientos llevados a cabo por el test y los
requerimientos, deben estar respaldados por una correlacion con datos in vivo, estas
correlaciones deben evidenciar que las diferencias encontradas in vitro se corresponden
con similares diferencias in vivo y viceversa. (USP 23)

Usualmente el fundamento para tratar de establecer una correlacion in
vitro-in vivo es el siguiente:

* Permitir establecer una especificacion de la disoluciéon que provea la méaxima
seguridad de la consistencia lote a lote del desempefio del producto in vivo.

* Permitir el uso de datos de disolucion in vifro, considerando datos de
biodisponibilidad adicionales, para justificar un cambio del lugar de fabricacion, de los
proveedores de materias primas o cambios menores en la formulacion o en el proceso.

* Puede usarse una correlacion para el desarrollo y optimizacion de la
formulacion. (Skough et al., 1996)

La correlacion con parametros , tanto plasmaticos como urinarios, es el
principal “background” para un significativo y predictivo test de disoluciéon. Algunos
puntos generales respecto de la correlacion deben ser considerados previamente, como
por ejemplo:

* La correlacion con el efecto terapéutico podria dar mas informacion para el
establecimiento de especificaciones, pero en realidad, en muchos casos, esta mas lejos del
estado del conocimiento, por lo que resulta mas conveniente correlacionar los resultados
del test con cantidades 6 concentraciones medibles en compartimentos bien definidos del
Cuerpo.

* Estrictamente una correlacion involucra que toda la funcién tiempo de disolucién, 6 al
menos parametros caracteristicos de la curva de disolucion, sean congruentes con su
contraparte in vivo, la cual es funcién de la liberacion/disolucién in vivo.

* Tendra un valor practico importante establecer algun tipo de regresion entre los dos
sets de datos, es insuficiente asumir que ambos no son completamente independientes,
una curva de calibracion es necesaria, la cual permitira una prediccion confiable del
comportamiento in vivo a partir del test in vitro. (Section Control Laboratories and
Section Industrial Pharmacist of the Federation Internationale Pharmaceutique, 1981)

La correlacion entre datos de disolucion obtenidos con diferentes
condiciones experimentales puede ser anticipad. y bien verificada en ciertos casos.
Ajustando condiciones como la velocidad de agitacion 6 el flujo, se han logrado
correlaciones para un determinado numero de drogas, aunque desafortunadamente,
debido a diferencias en la formulacion, un tipo de parametros que da buena correlacion
para algunos productos, puede no cumplirla para otros. El riesgo de no obtener buenas
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correlaciones es mayor cuanto mas nos alejemos con nuestras condiciones
experimentales de sus equivalentes fisiologicos, por ejemplo, cuando una pobre
humectacion de la droga es compensada con un aumento en la agitacion, etc.

Diferencias en la biodisponibilidad observadas in vivo entre dos
formulaciones, productos 6 lotes, pueden reflejarse en similares diferencias en el test de
disolucién, podriamos afirmar, entonces, que existe una correcta correlacion entre
ambos comportamientos. En cambio, las correlaciones juzgadas como pobres son
aquellas en donde : las diferencias significativas en disolucion no muestran igual
comportamiento en datos plasmaticos ¢ urinarios, las diferencias en los datos in vivo no
son vistas in vitro, la disolucion es mucho mas rapida 6 mas lenta que los datos
obtenidos in vivo. Una posible razéon para una pobre correlacion sera una eleccion
equivocada de las condiciones del test in vitro, por ejemplo, es conocido que una fuerte
agitacion tiende a enmascarar diferencias reales de los productos, a la vez que no se
correlaciona bien con la agitacion in vivo que es muy suave, etc. (Section Control
Laboratories and Section Industrial Pharmacist of the Federation Internationale
Pharmaceutique, 1981)

En ciertos casos, sin embargo, las limitaciones son debidas a procesos
fisiologicos en si mismos. Mientras que el test evalua solamente los procesos de
desintegracion/disolucion, existe la posibilidad de caminos en serie ¢ paralelo que no
pueden ser considerados por las condiciones habituales de un test, como por ejemplo,
perdidas irreversibles por degradacion 6 complejaciones en el tracto gastrointestinal, 6
debidas al efecto del primer paso, absorcion de particulas no disueltas, diferencias en la
velocidad de distribucidon y metabolizacién,etc. Si estos efectos son significativos no se
podrd establecer una buena correlacion. En tales casos no se deben alterar las
condiciones de la disoluciéon con el fin de procurar obtener una buena correlacién, sino
que se debe ejecutar el test bajo las condiciones standarizadas, las cuales han mostrado
ser correctas en otros casos.

La Cuix Y €l tmsx, son los parametros mas simples in vivo para ser
correlacionados con los parametros de la curva de disolucion, tales como cantidad
disuelta a un tiempo dado (Qt) 6 tiempo necesario para disolver una determinada
fraccion (tsoo 0 toos). Otro parametro muy adecuado para la evaluacion de la disolucion
in vitro es la Eficiencia de Disoluciéon (ED%), definida como la relacion, expresada en
porcentaje, entre el area bajo la curva de disolucion, medida hasta un determinado
tiempo, y la superficie del rectangulo definido por la ordenada del 100% disuelto y la
abscisa en el mismo tiempo. (Khan, 1975) Muchos investigadores la prefieren para
realizar correlaciones ya que parece 16gico que, mientras la disponibilidad in vivo de una
droga, se estima por integracion del area bajo la curva de los niveles plasmaticos, los
resultados in vitro se expresen en forma similar. Ademas cuando se establece alguna
relacion entre la disolucion y otra variable, como por ejemplo la fuerza de compresion, es
quizas mas real usar la ED%, la cual tiene en cuenta el perfil de disolucion como un
todo, en oposicion al tsey 0 al teow, por ejemplo, que son valeres correspondientes a un
solo punto de la curva de disolucién.
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Estas correlaciones podriamos decir que son cualitativas, para
correlaciones cuantitativas se requieren técnicas mas elaboradas, por ejemplo: el método
de Wagner-Nelson (Wagner y Nelson, 1964) que asume al cuerpo como un modelo de
un compartimento solo; el método de Loo-Riegelman (Loo y Riegelman, 1968) que
asume un modelo de dos compartimentos; el método de deconvoluciéon numérica; el
analisis de momentos estadisticos 0 tiempos de residencia, etc. (Section Control
Laboratories and Section Industrial Pharmacist of the Federation Internationale
Pharmaceutique, 1981)

Historicamente las correlaciones in vitro-in vivo han sido utilizadas,
principalmente, con productos de liberacion inmediata. Mas recientemente, similares
relaciones se han usado para productos de liberacién modificada. (Stavchansky y
McGinity, 1981)

La informacion requerida para caracterizar los procesos de disposicion de
una droga, de una formulaciéon de liberacién controlada, debe incluir la misma de
aquellas de liberacion inmediata, por ejemplo: (1) parametros de disposiciéon, como
clearance, volumen de distribucion, semivida, tiempo medio de residencia; (2) linealidad
6 no linealidad de la dosis ; (3) acumulacion; (4) perfiles metabolicos y dependencia del
organo excretor, con especial atencién al metabolito activo y a enantidmeros activos de
mezclas racémicas; (5) circulacion enterohepatica; (6) parametros de unién a proteinas;
(7) efecto de la edad, género, raza, estado de la enfermedad relevante; (8) relacion
plasma:sangre. Ademas, en casos donde la droga tiene un limitado indice terapéutico 6
donde hay evidencias de que la respuesta clinica varia significativamente como una
funcion del momento del dia, se recomienda que la variabilidad circadiana sobre los
parametros de disposicion de la droga y la farmacodinamica de la misma sea
caracterizada, para determinar cuales cambios en la velocidad de disposicion de la droga
con el tiempo, son esenciales para asegurar proteccion y eficacia. (Skelley et al., 1990)

DEFINICION Y NIVELES DE CORRELACIONES

El Subcomité de la USP sobre Biofarmacia defini¢ las correlaciones in
vitro-in vivo de la siguiente manera: establecimiento de una relacion, preferentemente
lineal, entre una propiedad biologica 6 un pariametro derivado de una propiedad
biologica, producida por una forma farmacéutica y una caracteristica fisicoquimica
de esa misma forma farmacéutica.

Este mismo Subcomité categorizd, en orden de importancia, los distintos
métodos de correlacion, y lo hizo en distintos niveles:

* Correlacion Nivel A. Esta categoria representa el nivel mas alto de correlacion.
Demuestra una relacion 1:1 entre disolucion in vitro e in vivo. En esta correlacion las
curvas de disolucion in vitro e in vivo son superponibles, las expresiones matematicas
que describen una, describen la otra también. Con este procedimiento de correlacion se
compara la curva de disolucién in vitro del producto farmacdutico, con la curva de
disolucion in vivo, obtenida por deconvolucion de los datos de nivel plasmatico, usando
6 el procedimiento de Wagner-Nelson (Wagner y Nelson, 1963 - 1964), el de Loo-
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Rigelman (Riegelman et al., 1968) 6 por deconvolucion matematica directa. (Vaughan y
Dennis, 1978; Brockmeier et al., 1985)

La absorcion 6 la liberacion in vivo del principio activo a partir de una
forma farmacéutica esta considerada como la “funcién de entrada”, y las concentraciones
plasmaticas obtenidas luego de una administracion intravenosa, representa la “funcién de
ponderacion”, las concentraciones plasmaticas obtenidas a partir de una administracion
oral representa la “funcion del sistema”. La deconvolucién permite calcular la entrada al
sistema (porcentaje absorbido in vivo, porcentaje liberado in vivo) y la convolucion,
operacion inversa, permite determinar la “funcion respuesta” a partir de una funciéon de
entrada, representada por los porcentajes disueltos in vifro. Este método permite simular
una curva tedrica de concentracion plasmatica luego de la administracion de una forma
farmacéutica, a partir de una cinética de disolucion in vitro. (Aiache y Beyssac, 1990)

* Correlacion Nivel B. Este procedimiento usa los principios del analisis de momentos
estadisticos. Compara el Tiempo Medio de Disolucion in vitro (MDT.iw) con el Tiempo
Medio de Residencia in vivo (MRT) 6 con el Tiempo Medio de Disolucion in vivo
(MDTyivo). (Brockmeier, 1986, Arancibia, 1992) Este segundo nivel de procedimiento
de correlacion también usa todos los datos in vitro e in vivo, pero no es considerado una
correlacion 1:1 pues no refleja la curva de niveles plasmaticos, ya que diferencias en las
mismas pueden producir MRT similares. Cualquier dato que presente una correlacion de
nivel A, también lo hara a nivel B, pero no necesariamente ocurrird lo inverso.
(Brockmeier y von Hattingberg , 1982; Brockmeier et al., 1983; Brockmeier, 1984)

* Correlacion Nivel C. Esta categoria relaciona un tiempo de disolucion (tsee, toos, €tc.),
0 ED%, con un parametro farmacocinético, como el ABC, Ci 0 Tms Representa una
correlacion de simples puntos y no refleja realmente el perfil plasmatico completo, el cual
puede ser un factor critico para productos de liberacion modificada.

COMO ESTABLECER UNA CORRELACION IN VITRO-IN VIVO?

La metodologia biofarmacéutica a seguir para establecer correlaciones in
vitro-in vivo, comprende cuatro etapas:
1. Primera etapa. A partir de una formulacion cuyo comportamiento, tanto clinico como
farmacocinético, es bien establecido y los valores conocidos, se preparan al menos dos
formas galénicas con caracteristicas biofarmacéuticas distintas. Por ejemplo, con
velocidades de disolucion distintas, obtenidas unicamente por modificaciones en el
proceso de fabricacién 6 de los componentes suceptibles de variar en el curso de las
condiciones de fabricacion normales.
2. Segunda etapa. Desarrollar un método apropiado que permita la diferenciacion de las
distintas formulaciones. Este método debe demostrar la dependencia 6 la independencia
de la velocidad de disolucion de las condiciones del ensayo, pH, volumen, agitacion, etc.
3. Tercera etapa. Determinar la biodisponibilidad en un grupo reducido de voluntarios.
Normalmente las diferencias de biodisponibilidad observadas son las mismas que las
obtenidas in vitro.
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4. Cuarta etapa. Establecer las correlaciones in vitro-in vivo, por el método de
convolucién-deconvolucién, que permitira asegurar el valor discriminatorio del test in
vitro y encontrar los limites para el control de calidad.

El desarrollo de estas correlaciones es importante para la definicion de
productos genéricos, asi como también para establecer los requerimientos oficiales sobre
disolucion in vitro.

Una buena correlacion de nivel A se obtuvo en estudios realizados con
comprimidos de matriz hidrofilica, de liberacion prolongada, de teofilina. Para ello se
trabajo con varias formulaciones, de las cuales se selecciond, en base a estudios in vitro ,
la de matriz hidrofilica conteniendo Methocel como agente gelificante y se estudid
comparativamente con una formulacién de liberacion rapida. El estudio in vivo se realizd
con quince conejos de raza albina, monitoreando en suero la concentracion de teofilina .
Mediante la utilizacion del método de Wagner - Nelson, se calculd la fraccion porcentual
de dosis absorbida a distintos tiempos, hasta las 8 hs. luego de la administraciéon del
medicamento. Estos datos fueron correlacionados con los porcentajes disueltos a los
mismos tiempos en el ensayo in vitro. Se realiz6 un analisis de regresion lineal
confrontando los resultados de ambos ensayos, cuyo coeficiente de correlacion fue: r =
0.9994. Las curvas de disolucion y de absorcion fueron muy proximas, por lo cual
concluyen en un muy buen paralelismo entre los porcentajes de liberacion in vivo y los de
disolucioén in vitro. (Marin Bosca et al., 1989)

En un trabajo realizado con seis preparaciones farmacéuticas de liberacion
prolongada conteniendo clorhidrato de diltiazem, se ha encontrado una buena
correlacion, de nivel B, entre los tiempos medio de disolucién in vitro (MDT) con los
tiempos medio de residencia in vivo (MRT). (Caramella et al., 1993) Mientras que el
ensayo in vitro consistio en analizar la disolucion en medio acuoso y en acido clorhidrico
0.1 N, al cual se le modifico el pH progresivamente, partiendo de pH 1 hasta pH 6.8; el
ensayo in vivo se realizd sobre doce voluntarios sanos, mediante un disefio paralelo, no
pudiéndose aplicar un disefio cruzado por el alto nimero de formulaciones,
monitoreando la droga en plasma. Al intentar encontrar una correlacioén con los perfiles
de disolucion in vitro y de absorciéon in vivo, obtenidos por el método de Wagner -
Nelson, solamente pudieron obtenerla con tres de las formulaciones.

En otra investigacion llevada a cabo con tabletas de aminofilina y teofilina,
se correlacionaron los perfiles de disolucion obtenidos a partir de fluido gastrico artificial
PH 1.5, de plasma artificial pH 7.4 y de fluido intestinal artificial pH 6.5, con los perfiles
de absorcidn in vivo, obtenidos por el método de Wagner - Nelson, a partir de los datos
de concentracion plasmatica, de doce voluntarios sanos. (Johansen, 1984) Buena
correlacion se logroé con las tabletas de aminofilina a pH 1.5 y a pH 7.4, pero no
obtuvieron correlaciones con las tabletas de teofilina en ninguno de los pH ensayados.

También trabajando con dos diferentes tabletas de aminofilina, pero de
liberacion modificada, y llevando a cabo los estudios de disolucion en un medio que
cambia progresivamente su pH desde 1.2 a 6.8 y los estudios in vivo ¢u ocho voluntarios
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sanos, encontraron correlaciones utilizando el analisis de momentos estadisticos. (Lin et
al., 1990)

Un estudio de correlacion in vitro-in vivo de comprimidos de
hidroclorotiazida, fue realizado con veinte formulaciones, cuya inequivalencia galénica,
producida por la variacion de la presion de compresion, de la concentracion de gelatina y
de la proporcion lactosa/almidén, fue demostrada mediante la medida de la dureza y del
tiempo de desintegracion , en cambio el ensayo de disolucion no arrojd diferencias
significativas. Al realizar el ensayo in vivo, a partir de la medida de la excrecion urinaria
en cinco voluntarios sanos, tampoco se encontraron diferencias significativas en los
parametros calculados, E;; y MRT, aunque si observaron gran variabilidad
interindividual que uniformiza las diferencias detectadas en los ensayos galénicos y que
ya no aparecen en los ensayos de disolucion. No era de esperar que se comporten
distinto #n vivo formulaciones con un comportamiento similar en disolucion, por lo cual
se aprecio una cierta correlacion cualitativa, entre los parametros in vitro e in vivo.
(Pellicer et al., 1990)

Un ejemplo de correlaciones de nivel C, encontramos en un trabajo
realizado con distintas formulaciones de metenamina, nitrofurantoina y clorotiazida.
Como parametros in vivo se utilizaron datos de excrecion urinaria. Encontraron buena
correlacion entre la maxima velocidad de excrecion urinaria de metenamina y el tiempo
en el cual se disuelve el 15% de principio activo. Para la nitrofurantoina la mejor
correlacion se encontré entre el porcentaje acumulativo de droga excretado en 12 horas
y el porcentaje disuelto en una hora. Una buena correlacion para la clorotiazida fue, el
porcentaje de droga disuelta en un minuto 6 el tiempo necesario para disolver el 15% de
droga, con la velocidad maxima de excrecion. (Yau y Meyer, 1981)

La literatura cientifica es abundante respecto a los topicos resefiados en
esta introduccion, tanto en el analisis de la biodisponibilidad de principios activos, como
en la determinacion de las caracteristicas de disolucion, con un sentido predictivo del
comportamiento in vivo de determinados farmacos. Asimismo encontramos, cada vez
con mas frecuencia, reportes sobre estudios de bioequivalencia, para dar sustento a la
posibilidad de realizar intercambios en las prescripciones, sobre todo frente al gran auge
de los genéricos. Las correlaciones que se imponen para darle validez a los métodos in
vitro, son también objeto de publicaciones, donde encontramos distintos niveles de
correlacion, aun los mas inesperados.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue analizar la velocidad de
disolucion, como un medio reconocido de evaluar la disponibilidad de medicamentos in
vitro, realizando, para algunos casos, las correspondientes correlaciones con ensayos in
Vivo.

Ademas, desde el momento que se planted este objetivo, una de las
principales metas a desarrollar, fue la introduccion de esta tematica en la curricula de
nuestros alumnos, incluyéndolos, parcialmente, en este proyecto.

Para tal fin se trabaj0 con genéricos elaborados en la Unidad de
Produccion de Medicamentos (UPM), perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas de
la Universidad Nacional de La Plata (UNLP) y con comprimidos de circulacion actual en
el mercado farmacéutico argentino. De esta manera se integro la funcion docente, con la
investigacion farmacéutica y con la funcién social, proyecto innovador en el ambito
universitario, a concretarse a partir de la creacion de la UPM ; a la vez que se realizaron
los estudios de mercado, sobre los mismos genéricos, tarea que consideramos
indispensable, pero no siempre realizada, para asegurar optimas garantias de confianza y
calidad en el medicamento.

Los objetivos especificos de esta investigacion fueron:
1. Desarrollar la mejor formulacion (comprimidos de la UPM)
2. Realizar el control biofarmacé:tico de todos los genéricos ensayados.
3. Analizar su bioequivalencia.

4. Iniciar a los alumnos en esta tematica, incorporandolos al proyecto.
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PARTE EXPERIMENTAL

A los fines de un reordenamiento tematico, se ha clasificado la parte
experimental de este trabajo, de la siguiente manera:

1. Estudios de biodisponibilidad relativa y bioequivalencia de comprimidos de
Paracetamol. Ensayos in vitro e in vivo.

2. Estudios de biodisponibilidad relativa y bioequivalencia de comprimidos de
Metoclopramida. Ensayos in vitro e in vivo.

3. Influencia de la tecnologia de elaboracion sobre la disolucion de comprimidos de
Ampicilina. Ensayos in vitro.

4. Influencia del desintegrante sobre la disolucion de comprimidos de Clortalidona.
Ensayos in vitro.

5. Control biofarmacéutico de ¢ mprimidos de Clorhidrato de Propranolol. Ensayos in
vitro.

Al desarrollar cada uno de los cinco items definidos, se detallaran para
cada uno de ellos, los Materiales y Métodos empleados; los Calculos aplicados, los
Resultados Experimentales obtenidos y la Discusion de los mismos.
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1. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD RELATIVA
Y BIOEQUIVALENCIA
DE COMPRIMIDOS DE PARACETAMOL.

ENSAYOS IN VITRO E INVIVO.



MATERIALES Y METODOS
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1. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD RELATIVA Y
BIOEQUIVALENCIA DE COMPRIMIDOS DE PARACETAMOL.
ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO

MATERIALES Y METODOS

1.1.Estudio de la influencia del aglutinante y del desintegrante sobre la
disolucion de comprimidos de paracetamol. Ensayos in vitro.

Materiales

* Paracetamol, droga en polvo uso comercial, de titulo 99.5%
* Polivinilpirrolidona (PVP), grado USP 23
* Almidon, grado USP 23

* Comprimidos comerciales disponibles en el mercado farmacéutico argentino,
conteniendo 500 mg de Paracetamol, de seis laboratorios productores distintos,
identificados como Laboratorio (Lab.) A, B, C, D, E y F, correspondientes cada uno de
ellos a una misma partida.

* Comprimidos no recubiertos, conteniendo 500 mg de Paracetamol, elaborados

por el personal de la Unidad de Produccion de Medicamentos (UPM), mediante
granulacion himeda y compresion, utilizando punzones de 12 mm y una presion de 9.5-
10 Tn/cm?®,
Dos partidas (UPM,; y UPM,,) poseen la misma composicion, pero se ha variado la
manera de adicionar el aglutinante. En la UPM),; se lo ha hecho como polvo mezclado
con el resto de los componentes, en cambio en la UPMy,, el PVP se ha agregado disuelto
en alcohol etilico, en solucion al 4%. En la partida UPMys, se ha disminuido el porcentaje
de almidon respecto a las anteriores. Las modificaciones realizadas a las partidas fueron
sugeridas a consecuencia de los resultados de disolucion encontrados. (Tabla 1)

Paracetamol 500 500 500
Almidon 90 90 45
Lactosa 90 920 80
PVP 13 130 18
Estearato de Mg 7 7 7

TABLA 1. Composicion de los comprimidos de Paracetamol expresada en mg de componente

" por comprimido.  En solucién etanélica al 4%.
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* Medio de disolucion: Buffer Fosfato pH 5.8 . Preparado de la siguiente manera:

Fosfato monobasico de potasio 0.2 M ................... 250 ml
Hidréxido de sodio 0.2 M ..., 18 ml
Agua destilada csp ...........oooeeiiiiiii 1000 ml

La solucién de fosfato monobasico de potasio 0.2 M se prepard pesando 27,22g de
POH:K, grado p.a., que se disuelven en 1000 ml de agua destilada.

La solucion de hidroxido de sodio 0.2 M se prepard pesando 4g de HONa, grado p.a.,
que se disuelven en 500 ml de agua destilada.

Equipos.
* Equipo de disolucion de comprimidos Alycar Mod. ADS150
* Equipo de desintegracion de comprimidos Erweka ZT6
* Medidor de Resistencia a la rotura Modelo Strong-Cobb
* Espectrofotometro Beckman M26

* Micropipeta automatica Socorex de 100-1000 pL y Pipeta automatica
Eppendorf de 500-5000 pL.

* Balanza Metler Toledo AG 204

Contenido de paracetamol

Se determin¢ el contenido de paracetamol de todos los comprimidos ensayados,
mediante la utilizaciéon de un método por absorcion al UV, en medio buffer fosfato pH
5.8, a 244 nm. Para ello se pesaron individualmente 20 comprimidos y se determind el
peso promedio. Se pulverizaron y se pesaron alicuotas correspondientes a 20 ::g de
principio activo (aproximadamente 30 mg de pulverizado) que se llevaron a 50 ml con la
solucion buffer pH 5.8 y se agitaron mecanicamente durante 30 minutos. Se filtraron y se
realizaron diluciones 1:50 , también con solucion buffer, de tal manera de obtener una
concentracion de 8 ug/ml que se leyeron al UV a 244 nm. Se realizaron cinco réplicas de
la valoracion.

Validacion del método

Para la validacion del método se obtuvo una curva de calibracidon con
paracetamol standard (titulo 100%), en medio buffer fosfato pH 5.8, en un rango de
concentraciones entre 4-12 pg/ml. Para ello se prepararon, por duplicado, dos soluciones
madres de paracetamol standard, de 400 pg/ml cada una, pesando 20 mg de droga que se
disuelven en 50 ml de solucion buffer. A partir de estas soluciones madres se prepararon
cinco diluciones para obtener las siguientes concentraciones:
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| Concentracién

. (pgml)
4
1,5:100 6
1:50 3
2,5:100 10
1,5:50 12

Se leyeron al UV a 244 nm todas las diluciones y los datos de Absorbancia obtenidos,
en funcion de la concentracion, se analizaron por regresion lineal, utilizando el programa
Microsoft Excel 5.0, evaliandose linealidad.

Resistencia a la rotura

Se determino la resistencia a la rotura de los comprimidos mediante la utilizacion
de un medidor Strong-Cobb, sobre diez comprimidos de cada partida, expresandose el
resultado como valor medio en kg/pulg’.

Tiempo de desintegracion

El tiempo de desintegracion de los comprimidos fue determinado segun las
normas establecidas por la Farmacopea Argentina VI ed.

Estudio de disolucion in vitro

Se efectu6 de acuerdo a la normativa de USP 23, cuyas condiciones de trabajo
son las siguientes:
Medio: 900 ml de buffer fosfato pH 5.8 a 37 °C
Aparato: 2 (Paleta)
rpm: 50

El ensayo se realizoé bajo condiciones “non sink™, retirandose alicuotas de 5 ml a
los 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos, reponiéndose el mismo volumen con medio buffer
a igual temperatura; las muestras se filtraron y luego de una dilucién 1:50, también con
medio buffer, se valoraron mediante el método de absorcion a 244 nm. Los resultados se
expresaron en mg/900 ml de buffer, utilizando la curva de calibracién calculada por
ajuste linea’ de cuadrados minimos. Se analizaron seis comprimidos de cada especialidad
ensayada.

Parameiros de disolucién

A partir de las concentraciones de paracetamol disueltas a cada tiempo, se
calcularon las constantes cinéticas y los parametros de disolucion siguientes: orden
cinético, constante de disolucion (kd), tiempo en el cual se disuelve el 50 % del valor
declarado en la formulacion (tsee, ), cantidad disuelta a los 30 minutos (Q3o), cantidad
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disuelta al cabo de la experiencia (Fd%), Eficiencia de la Disolucion (ED%), Tiempo
medio de disolucion (MDT).

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de los parametros arriba mencionados con sus
respectivas desviaciones standards. Con los valores de ED% se realizé un anélisis de
varianza (ANOVA) y se aplico el método de comparacién multiple de la Minima
Diferencia Significativa (LSD), basado en la prueba t de Student
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1.2. Estudios de biodisponibilidad relativa de comprimidos de
paracetamol, utilizando saliva y orina como fluidos biolégicos.

Materiales

* Comprimidos no recubiertos de paracetamol conteniendo 500 mg, elaborados
en la UPM, correspondientes a la partida UPMy; , identificados como Formulacion A,
(Formulacion Test) .

* Comprimidos comerciales de paracetamol conteniendo 500 mg, del Laboratorio
E, identificados como Formulacion B, (Formulacion Referencia).

Equipos

* Cromatografo liquido Konik KNK 500G con una bomba de doble piston,
equipado con un detector de longitud de onda variable, modelo 204 Linear; un inyector
Rheodyne modelo 7125, con un loop fijo de 20 pL; un microprocesador KNK 029-375 y
un integrador Spectra Physics, modelo Datajet SP 4600.

* Una columna Lichrocart RP-18 (250 mm x 4 mm de diametro interno y 5 um
de tamafio de particula, con un guarda columna Supelco (50 mm x 4.6 mm de didmetro
interno) rellena con Pelliguard LC-18 de 40 um de tamaiio de particula.

* Centrifuga Rolcc CR 150.

* Micropipeta automatica Socorex de 100-1000 pL y Pipeta automatica
Eppendorf de 500-5000 pL.

* Balanza Metler Toledo AG 204

Estudio de disolucion in vitro

Ha sido realizado de acuerdo a USP 23, usando el método de la paleta, con
buffer fosfato pH 5.8, como medio de disolucién (segun 1.1.). También se realizé el
ensayo en medio de &cido clorhidrico 0.1 N, con el resto de las condiciones iguales a las
ya descriptas.

El ensayo se realizé bajo condiciones “non sink™, retirandose alicuotas de 5 ml a
los 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos, reponiéndose el mismo volumen con el medio
utilizado, a igual temperatura; las muestras se filtraron y luego de una dilucion 1:50,
también con el mismo medio, se valoraron mediante el método de absorcion a 244 nm.
Los resultados se expresaron en mg/S O ml de medio, utilizando la curva de calibracién
calculada por ajuste lineal de cuadrados minimos, en el caso del medio buffer y para HCI
0.1 N, se utilizaron soluciones de referencia, preparadas cada dia de trabajo. Se
analizaron seis comprimidos de cada especialidad ensayada.
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Estudio in vivo

Participaron en este estudio cinco voluntarios sanos, de sexo femenino, de 22-30
afios de edad, con un peso corporal entre 50-69 kg.

Se utilizé6 como criterio de admisién un buen estado de salud, corroborado por
una historia clinica, ser no fumadores y no consumir ni medicamentos, ni bebidas
alcoholicas en un periodo no menor a una semana antes de la experiencia.

Los voluntarios firmaron un acta de consentimiento, consignando sus datos
personales y su conocimiento sobre el estudio que se realizaria, asi como referencias
respecto a consumos anteriores de paracetamol.

La modalidad de administracion fue de una simple dosis de paracetamol, es decir,
un comprimido de 500 mg de cada una de las formulaciones ensayadas, después de un
ayuno de 12 horas, ingerido con aproximadamente 200 ml de agua y siempre por la
maifiana, entre las 7 - 9 hs., para minimizar la influencia del factor cronofarmacocinético
sobre esta droga.

Se utiliz6 un disefio cruzado y aleatorizado, recibiendo tres voluntarios la
Formulacion A y dos voluntarios la Formulacion B, en la primera semana del estudio.
Luego de una semana de “washout” 6 depuracion de la droga del organismo, se invierte
el orden, recibiendo los tres voluntarios la Formulacion B y los otros dos la Formulacion
A

Durante el dia del tratamiento cada voluntario ingiere un menu standard, sugerido
en unas planillas que se les suministran, junto con recomendaciones respecto a respetar
el ayuno antes de la ingesta del comprimido, a la abstencion de consumir bebidas
conteniendo xantinas 6 alcohol, debiendo consignar las horas de cada ingesta alimenticia.
(Planillas 1y 2)

Para el seguimiento de la droga se colectaron muestras de saliva, obtenidas
espontaneamente a las 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5,3,3.5,4, 5,6y 7
horas, a partir de la administracion del comprimido, que se recogieron en tubos
eppendorf de 1,5 ml de capacidad, completandolos en todo su volumen. Las muestras
fueron almacenadas en un freezer hasta el momento del analisis por HPLC.

También se colectaron muestras de orina, para determinar en ellas la cantidad de
paracetamol excretado, a los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 3,4, 5, 7, 9 y 15 horas.
Después de medir el volumen total de orina, una pequefia porcién de la misma se
almacené en un freezer hasta el momento del analisis por HPLC.

Preparacion de las muestras

Las muestras de saliva se centrifugaron con HCIO, al 6% P/V, en una relacion
'1:0.8, a 3500 rpm durante 15 minutos , luego se diluyeron 1:5 ml con fase movil, se
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filtraron por membrana de nylon de 0.45 um y se inyectaron en el cromatografo, por
triplicado.

Las muestras de orina se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos, luego se
diluyeron 1:10 ml con agua destilada, se filtraron por membrana de nylon de 0.45 um y

se inyectaron en el cromatdgrafo, por triplicado.

Analisis de la droga

Las muestras fueron analizadas por HPLC con las siguientes condiciones
cromatograficas. '

Para saliva:

Fase movil: Agua:Acetonitrilo: Trietilamina (94:6:0.5), ajustada a pH 2.5 con acido
fosforico.

Flujo: 1 ml/minuto

Volumen de inyeccion: 20 uL

Temperatura: 30 °C

Deteccion: 254 nm

Para orina:

Fase movil: Agua:Acetonitrilo: Trietilamina (99.99:0.01:0.5), ajustada a pH 2.5 con
acido fosforico.

Flujo: 1.7 ml/minuto

Volumen de inyeccion: 20 pL.

Temperatura: 30 °C

Deteccion: 254 nm

Validaciéon del método

Para la validacion del método se obtuvo una curva de calibraciéon con
paracetamol standard, en una matriz preparada con un pool, tanto de saliva como de
orina blanco, de los voluntarios que intervinieron en el estudio.

El rango de concentraciones para el caso de la saliva fue de 0.3-2.0 mg/L. Para
ello se prepararon, por duplicado, dos solucione: madres de paracetamol standard (titulo
100%) de 250 pg/ml, pesando 25 mg de droga que se disolvieron en 100 ml de agua
destilada. Se realiz6 una diluciéon de cada madre, de 1:50 con Fase Movil (F.M.), de tal
manera de obtener una concentr: 6n de 5 pg/ml. Se midieron 0.3 ml (1.5 pg); 0.5 ml
(2.5 pg); 1 ml (5 pg); 1.4 ml (7 pg) y 2 ml (10 pg) de cada dilucion, se les agregod a cada
una, 1 ml de saliva blanco y se llevé a 5 ml con F.M., de tal manera de obtener las
siguientes concentraciones de paracetamol: 0.3; 0.5; 1; 1.4 y 2 mg/L. Cada solucién ast
obtenida se filtré por membrana de nylon de 0.45 pm y se inyect6 por triplicado en el
cromatografo. Los datos de Area/1000 obtenidos, en funcién de la concentracion fueron
analizados por regresion lineal, utilizando el programa Microsoft Excel 5.0,
.evaluandose linealidad y precision.
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El rango de concentraciones para la orina fue de 1-8 mg/L. Para ello se
prepararon, por duplicado, dos soluciones madres de paracetamol standard (titulo 100%)
de 250 pg/ml, pesando 25 mg de droga que se disolvieron en 100 ml de agua destilada.
Se realizé una dilucién, de cada madre, de 1:25 con agua destilada, de tal manera de
obtener una concentracion de 10 pg/ml. Se midieron 1 ml (10 pg); 2 ml (20 pg); 4 ml
(40 pg); 6 ml (60 pg) y 8 ml (80 pg) de cada dilucidn, se les agregd a cada una 1 ml de
orina blanco y se llevod a 10 ml con agua destilada, de tal manera de obtener las siguientes
concentraciones de paracetamol: 1; 2; 4; 6 y 8 mg/L. Cada solucion asi obtenida se filtro
por membrana de nylon de 0.45 um y se inyecto6 por triplicado en el cromatografo. Los
datos de Area/1000 obtenidos, en funcion de la concentracion fueron analizados por
regresion lineal, utilizando el programa Microsoft Excel 5.0, evaluandose linealidad y
precision.

Parametros de Biodisponibilidad

A partir de los perfiles de concentracion de paracetamol en saliva en funcién del
tiempo, se obtuvieron los siguientes parametros: Cmax , maxima concentracion de droga
en saliva; Tnax , tiempo de méaxima concentracion; ABC.7) , area bajo la curva de niveles
salivales de paracetamol versus tiempo, desde O a 7 horas, calculada mediante el método
de los trapezoides, ABCyp.,) y MRT, tiempo medio de residencia, estimado por la
relacion entre el area bajo la curva del primer momento estadistico (AMBC) y el area
bajo la curva (ABC).

A partir de los perfiles de excrecion urinaria de paracetamol, se obtuvieron los
siguientes parametros: E;s , maxima cantidad de paracetamol excretada luego de 15
horas de ser administrado el comprimido; (dE/dt)max , maxima velocidad de excrecion y
tmax , tiempo de maxima velocidad.

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de los pardmetros arriba mencionados con sus
respectivas desviaciones standards. Para los valores normalmente distribuidos se
aplicaron los test paramétricos: t-Student, analisis de varianza (ANOVA) (Sokal y
Rohlf, 1984) y el intervalo de confianza del 90%, basado en el Test de la Hipotesis
Intervalar. (Steinijans y Diletti, 1983)

Para los valores que no siguen una distribuciéon normal se utilizé el test no paramétrico
de Wilcoxon. (Sokal y Rohlf, 1984)
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PLANILLA 1

ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE PARACETAMOL

Muestras de saliva y orina
Ayuno:
Desde las 22:00 hs. del dia anterior a la toma de muestra. (Aproximadamente
12 hs de ayuno.)
Toma de muestra:
1. Recolectar muestras de saliva y orina antes de tomar el comprimido y
colocarlas en el tubo eppendorf, llenandolo, y en el frasco, respectivamente,
rotulados como T, . En el caso de la orina no importa el volumen orinado,
tratar de que esta muestra no corresponda a la primera del dia.
2. Tomar el comprimido suministrado con abundante agua (un vaso entero
de agua ). Anotar el horario exacto de la toma en la planilla adjunta.
3. La primera muestra de saliva se tomara a los 15 minutos posteriores a la
toma del comprimido (Tubo No.1) y la primera muestra de orina (Frasco
No.1) se tomaré a los 30 minutos posteriores a la toma del comprimido.
Seguir tomando muestras segun indicacion:

Muestra|  Saliva | ©Onna
1 15 min. 30 min.
2 30 min. 1h
3 45 min. 2h
4 1h. 3h
5 1.15h. 4 h.
6 1.30 h. 5h.
7 1.45h. 7h.
8 2h 9 h.
9 2.30 h. 15h.
10 3h -

11 3.30 h. -
12 4 h. -
13 5h. -
14 6 h. -
15 7 h. -

No olvidar registrar hora y volumen de cada muestra de orina en la planilla
adjunta.

Alimentacion del dia del ensayo.

Registrar la hora exacta de cada comida

Desayuno: yoghurt o fruta.

Almuerzo: carnes rojas con verduras. Agua.

Merienda: jugo de fruta natural y tostadas con mermelada.

Cena: pollo con ensalada. Agua.

Importante

e No ingerir te, café, mate, bebidas alcoholicas, medicamentos, durante el
dia del ensayo.

e Para cada muestra medir el total de la orina elimirada y colocar una
pequeiia cantidad en el recipiente rotulado suministrado, colocar en freezer.

e No perder ninguna muestra.

41
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PLANILLA 2

ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE PARACETAMOL

Muestras de orina

Frasco | Hora | Volumen
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Hora en que tomé el comprimido:

Hora del desayuno:
Hora del almuerzo:
Hora de la merienda:
Hora de la cena:

Droga: Paracetamol
Especialidad:
Muestra: orina
Voluntario:

Edad:

Peso:




CALCULOS Y RESULTADOS
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CALCULOS Y RESULTADOS

1.1.Estudio de la influencia del aglutinante y del desintegrante sobre la
disoluciéon de comprimidos de paracetamol. Ensayos in vitro.

1.1.1. Curva de calibracion del método de absorcion al UV a 244 nm, para determinar el
contenido de paracetamol y para realizar el seguimiento de la disolucion de los
comprimidos, en medio buffer fosfato pH 5.8, método de regresion lineal.

La linealidad de la curva de calibracion fue encontrada en el rango de concentraciones
entre 4 - 12 ng/ml .

Los valores de Absorbancia a 244 nm para cada una de las soluciones de paracetamol
standard preparadas, fueron:

anera Réphca - Segunda Replica
Concem:racxon Aﬁaﬁ Concentracxon 58 Am 2
CQigmDt [ M gty |
4,00 0,254 4,00 0,256
6,00 0,375 6,00 0,368
8,00 0,507 6,00 0,504
10,00 0,627 10,00 0,629
12,00 0,765 12,00 0,762

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a=-0.00421 £0.0109
b= 0,06314 £0.00128

con un coeficiente de correlacion r = 0.9997 (Figura 1)

Con el fin de confirmar el anélisis de regresion se realiz un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relacion Ri vs. Concentracion nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucion y ademas la sumatoria de los Ri debe ser proxima a cero. Se
encontrd un valor de la sumatoria de: Y Ri = -9,992x 107® (Figura 2)
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FIGURA 1

Curva de Calibracion de paracetamol por el método de Absorcion al UV
a 244 nm

Curva de regresion ajustada
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Ordenada al origen (a) y Pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95% :

a=-0,00421 + 0,0109
b=0,06314 + 0,00128

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,9997
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FIGURA 2

Método grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibracion de paracetamol por Absorcion al UV a 244 nm
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Con la misma finalidad se realizo el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Absorbancia a 244 nm, con la concentraciéon, que en
funcion de la misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones
de la curva de calibracion. (Figura 3)

Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

1.1.2. Célculo del contenido de paracetamol en cada una de las partidas, de todas las
formulaciones ensayadas. El control se realizé por quintuplicado, utilizando la curva de
calibracion obtenida, mediante la siguiente ecuacion:

C%:(_A_Z“La).%oo.&g

donde:

C% = Porcentaje del valor declarado de paracetamol en los comprimidos
Az = Absorbancia a 244 nm de la solucion preparada con el pulverizado de los

comprimidos
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
2500 = correccion por dilucién
P = Cantidad declarada de paracetamol en la alicuota de pulverizado

Los resultados de la valoracion de los comprimidos de paracetamol ensayados,
expresados como porcentaje del valor declarado + desviacion tipica de la media, para n
=5, figuran en la Tabla 2 :

108.8+0.74 105.6+0.32 106.2+0.74 103.2+0.47 103.2+0.31 103.1+0.68 93.81+0.43 106.1+0.57 87.45+1.2

TABLA 2. Control del contenido de Paracetamol en los comprimidos ensayados. Los valores
tabulados corresponden al valor medio + Sm, expresados como porcentaje de la

cantidad declarada de paracetamol.
Sm: desviacion tipica de la media
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FIGURA 3

Anadlisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la curva de
calibracion de paracetamol por el método de Absorcién al UV a 244 nm
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Los resultados de los ensayos de resistencia a la rotura y de tiempo de desintegracion
para todos los comprimidos ensayados figuran en la Tabla 3

UPM,; 1.04£0.02 | 20.03+0.6
UPMy, 3.75+0.55 | 223305
UPMy3 166+135 | 17.83+12
Lab. A 5.57+0.86 7.85+0.4
Lab. B 1.44+0.06 | 14.07+1.0
Lab. C 5.00 + 0.45 13.5+0.7
Lab.D 0.2+002 | 12.38+0.3
Lab. E 19.13+£3.3 | 253305
Lab. F 1.34+0.56 | 58803

TABLA 3.  Valores medios de Tiempo de

Desintegracion y de Resistencia a la Rotura.

td: Tiempo de Desintegracion, expresado en minutos
RR: Resistencia a la Rotura, expresada en kg/pulg’
Sm: Desviacién tipica de la media.

1.1.3. Calculo de la concentracion de paracetamol disuelta a cada tiempo en el ensayo de
disolucion, expresada como mg/900ml :

C. = (4ys —9) . >0 -900 + Auxiliar

: b 1000
donde:
Cy = Concentracion de Paracetamol a tiempo t;
Azeq = Absorbancia a 244 nm de cada alicuota muestreada a los distintos tiempos
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
50 = correccion por dilucion
1000 = conversion de ug a mg
900 = volumen total de! medio de disolucion

Auxiliar = correccion por cad:. alicuota de 5 ml muestreada, siendo:
' Auxiliar = (ug/5 ml ) + (pg/5 ml ) iy
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Un modelo de la hoja de calculo para obtener la concentracion de paracetamol disuelta a
cada tiempo, en el ensayo de disolucion in vitro, aparece en la Tabla 4, siendo el
correspondiente a la partida de comprimidos UPM,;. De igual manera se procedié para
el resto de los comprimidos.

1.1.4. Calculo del porcentaje del valor declarado de paracetamol disuelto a cada tiempo
en el ensayo de disolucion:

(s =) 50 500+ tuxitiar 220
b 1000 C.

donde: C, = Concentracion declarada de paracetamol

C,% =

Con los porcentajes de paracetamol disueltos a cada tiempo, se trazaron los perfiles de
disolucion, para cada partida de los comprimido ensayados, los cuales aparecen en las
Figuras 4,5y6.

1.1.5. Determinacion del orden cinético con que se disuelve el paracetamol, calculado
mediante la obtencion de los coeficientes de correlacion de las relaciones Cantidad de
paracetamol disuelta en funcién del tiempo, es decir: Ct vs. t (orden cero), y del
logaritmo de la cantidad no disuelta de paracetamol en funcién del tiempo, es decir: Ig
(1 - (C/Cx)) vs. t; donde C; es la concentracion de paracetamol a tiempo t, expresada
en mg/900 ml y C,, es la concentracion declarada de paracetamol, expresada en mg/900
ml, (primer orden).

1.1.6. Determinacion de la constante de disolucion (kd) de paracetamol y del tiempo en
el que se disuelve el 50% de la droga (tsee,) a partir de conocer la cinética con que se
disuelve el paracetamol, segun las siguientes ecuaciones:

Para orden cero: kd = %
ooy = Co
50% de
, 7. 4 2303
Para primer orden: kd = —1g[1— (g—) ]ZT
0693
50% M

Todos los comprimidos ensayados conteniendo paracetamol, siguen una cinética de
disolucion de primer orden. En las Figuras 7, 8 y 9 se grafica el logaritmo de la cantidad
no disuelta de paracetamol en funcion del tiempo para todas las partidas estudiadas. Con
las pendientes de las rectas obtenidas se han estimado las respectivas constantes de
disolucién de primer orden (kd).

Los valores de kd y de tsoe, , calculados para todos los comprimidos ensayados, se
-encuentran tabulados en la Tabla 5.
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TABLA 4
Tiempo A244 pg/ml ug/5ml Auxiliar mg/900ml %
Comprim. 1
5 0,19 3,08 769,88 769,88 138,58 26,11
10 0,461 7,37 1841,74 2611,62 331,51 62,46
20 0,608 9,69 2423,15 5034,77 436,17 82,17
30 0,705 11,23 2806,80 7841,57 505,22 95,18
40 0,742 11,81 2953,15 10794,72 531,57 100,14
50 0,769 12,24 3059,94 13854,65 550,79 103,77
60 0,761 12,11 3028,30 16882,95 545,09 102,69
Comprim. 2
5 0,354 5,67 1418,53 1418,53 255,34 48,10
10 0,54 8,62 2154,20 3572,73 387,76 73,05
20 0,72 11,46 2866,13 6438,86 515,90 97,19
30 0,743 11,83 2957,10 9395,96 532,28 100,28
40 0,743 11,83 2957,10 12353,06 532,28 100,28
50 0,743 11,83 2957,10 15310,17 532,28 100,28
60 0,746 11,88 2968,97 18279,13 534,41 100,68
Comprim. 3
5 0,441 7,05 1762,63 1762,63 317,27 59,77
10 0,535 8,54 2134,42 3897,05 384,20 72,38
20 0,607 9,68 2419,20 6316,25 435,46 82,04
30 0,69 10,99 2747,48 9063,73 494,55 93,17
40 0,707 11,26 2814,71 11878.44 506,65 95,45
50 0,733 11,67 2917,55 14795,99 525,16 98,94
60 0,742 11,81 2953,15 17749,14 531,57 100,14
Comprim. 4
5 0,191 3,10 773,83 773,83 139,29 26,24
10 0,456 7,29 1821,96 2595,79 327,95 61,78
20 0,613 9,77 2442,93 5038,72 439,73 82,84
30 0,716 11,40 2850,31 7889,03 513,06 96,66
40 0,76 12,10 3024,34 10913,37 544,38 102,56
50 0,774 12,32 3079,71 13993,0¢ 554,35 104,44
60 0,785 12,49 3123,22 17116,31 562,18 105,91
Comprim. 5
5 0,282 4,54 1133,76 1133,76 204,08 38,45
10 0,556 8,87 2217,48 3351,24 399,15 75,20
20 0,644 10,26 2565,54 5916,77 461,80 87,00
30 0,706 11,24 2810,76 8727,53 505,94 95,32
40 0,728 11,59 2897,77 11625,31 521,60 98,27
50 0,749 11,92 2980,83 14606,14 536,55 101,08
60 0,75 11,94 2984,79 17590,93 537,26 101,22
Comprin. 6
5 0,305 4,90 1224,73 1224,73 220,45 41,53
10 0,561 8,95 2237,26 3461,98 402,71 75,87
20 0,66 10,52 2628,82. 6090,80 473,19 89,15
30 0,691 11,01 2751,43 8842,24 495,26 93,30
40 0,723 11,51 2878,00 11720,23 518,04 97,60
50 0,736 11,72 2929,42 14649,65 527,29 99,34
60 0,751 11,95 2988,74 17638,39 537,97 101,35
TABLA 4. Concentraciones de paracetamol disueltas a cada tiempo.

Comprimidos UPMO03 conteniendo 530,8 mg de paracetamol.
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FIGURA 4

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Paracetamol UPM
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FIGURA 35

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Paracetamol de los

Laboratorios A, By C
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FIGURA 6

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Paracetamol de los
Laboratorios D, E y F
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FIGURA 7
Logaritmo cantidad no disuelta de paracetamol en funcién del tiempo
Comprimidos UPM
Log (1 - (Ct /Co))
Y
| ”
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v
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VUPM 03
| | l | |
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (minutos)
UPM 01: a=-0.2405 b=-0.0604 r=0.9943
UPM 02: a= 0.0956 b=-0.1149 r=0.999%
UPM 03: a=-0.0007 b=-0.0406 1=0.9885
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FIGURA 8

Logaritmo cantidad no disuelta de paracetamol en funcién del tiempo

Log (1 - (Ct /Co))
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FIGURA 9

Comprimidos Laboratorios D, Ey F
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1.1.7. Determinacion de la cantidad disuelta de paracetamol a los 30 minutos, que de
acuerdo con la normativa de USP 23 no debe ser inferior al 80% de la cantidad total
(Q30), calculada mediante la ecuacion:

(A=) 30 560+ uiliar- 12
b 1000 C,

Oy =

donde: 43, = Absorbancia a 244 nm de la alicuota correspondiente a los 30 minutos.
Los valores de Qs obtenidos figuran en la Tabla 5.

1.1.8. Determinacion del porcentaje total de paracetamol disuelto al término de la
experiencia, es decir, 60 minutos. (Fd%), calculado mediante la ecuacion:

(Aﬁo_a)- >0 -900+Auxiliar-—1%

Fd% =
b 1000 C,

donde: 45 = Absorbancia a 244 nm de la alicuota correspondiente a los 60 minutos.

Los porcentajes totales disueltos al cabo de los 60 minutos de cada ensayo de disolucion
(Fd%) figuran en la Tabla 5.

1.1.9. Determinacion de la Eficiencia de Disolucion (ED%), calculada mediante la
siguiente expresion:

ABC

=100

ED% = -100
donde:
ABC = Area bajo la curva de disolucion
Q100 = Cantidad correspondiente al 100% de paracetamol disuelto
t = Tiempo maximo elegido para el célculo del ABC, en nuestro caso 60
minutos.

1.1.9.1. Calculo del ABC mediante el método de los trapezoides el cual consiste en
dividir la curva en tantos trapecios como datos de cantidad disuelta de droga se
dispongan, determinar el area de cada trapecio y luego sumarlos.

C +C;
AreaTrapecio = Z_i_(—ﬂ—) (Fiony — 1)
donde:
C; = Concentracion disuelta a cualquier tiempo t;

C+1y = Concentracion disuelta al tiempo siguiente tg.1y

La ED% para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 5.
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1.1.10. Célculo del Tiempo Medio de Disolucion (MDT) mediante la siguiente ecuacion:

J-sot.ﬁ
MDT:"rO—d—g

o dt
Los valores de MDT para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 5.

1.1.11. Aplicacion de un ANOVA con los valores medios de ED% entre los
comprimidos elaborados en la UPM y los de los distintos Laboratorios del mercado, con
el objeto de analizar si existen diferencias significativas entre las distintas formulaciones
(Sokal y Rohlf, 1984).

Aplicacion del método de comparaciéon multiple de la Minima Diferencia Significativa
(LSD), basado en la prueba t de Student, a fin de establecer cuales son los valores
medios de ED% que difieren entre si. (Cid Carcamo, 1982)

En la Tabla 6 se detalla el ANOVA realizado con los valores de ED% de todos los

comprimidos analizados y en la Tabla 7, el resultado del Test de la Minima Diferencia
Significativa (LSD).

En el capitulo de discusion se analizan los resultados encontrados.
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TABLA S
Comprimidos| kd t 50% Q30 £ Sm Fd% + Sm ED% + Sm MDT
UPM 01 0,1389 4,99 99,14 + 0,83 102,87 + 0,4 91,48 + 0,96 33,44 +0,88
UPM 02 0,2648 2,62 100,45+ 0,19 | 102,62+0,45 | 92,88+0,31 32,51 0,06
UPM 03 0,0935 7,41 92,88+0,97 | 101,99+0,66 | 82,15+0,77 34,33 0,29
Lab. A 0,0816 8,49 93,87+ 0,86 | 100,46+0,89 | 84,24+0,98 36,91 £ 1,59
Lab. B 0,1758 3,94 101,25+0,5 | 103,82+0,58 | 87,38+246 34,61 + 0,99
Lab. C 0,1205 5,75 97,45+ 0,66 | 101,88+0,55 | 86,27+ 0,91 33,88+ 0,18
Lab. D 0,2026 3,42 101,19+ 0,29 | 104,8 + 0,43 93,29 + 0,41 32,74 £ 0,26
Lab. E 0,0169 40,9 59,03 £3,71 78,41 + 5,47 50,17 3,53 37,62+ 0,43
Lab. F 0,1575 4,39 98,51 + 0,46 100,42 0,98 | 81,37+ 0,55 35,19+ 0,13
TABLA 5. Parametros de disolucién calculados para los comprimidos de paracetamol

analizados.
La kd esta expresada en 1/minutos

Elt 50% est4 expresado en minutos
E1 MDT est4 expresado en minutos

Sm : Desviacion tipica de la media paran=6
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TABLA 6
Origen de la Suma de Grados de Media de F
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Entre
laboratorios 19441,04 8 2430,13 107,56
Error 1016,67 45 22,59
Total 20457,7 53 385,99
TABLA 6. Resultado del analisis de varianza realizado con los valores medios de

ED% de todos los comprimidos de paracetamol ensayados.
F 0,05 (8,45)=2.34
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TABLA 7
LabD UPMO02 UPMO!l LabB Lab.C LabA UPMO03 LabF  LabE

ED% 93,29 92,88 88,71 87,38 86,27 84,11 82,15 81,37 50,17
Lab.D 93,29 0
UPM 02 92,88 0,41 0
UPM 01 88,71 4,58 4,17 0
Lab.B 87,38 5,91 5,5 1,33 0
Lab.C 86,27 7,02 6,61 2,44 1,11 0
Lab.A 84,11 9,18 8,77 4,6 3,27 2,16 0
UPM 03 82,15 11,14 10,73 6,56 5,23 4,12 1,96 0
Lab.F 81,37 11,92 11,51 7,34 6,01 4,9 2,74 0,78 0
Lab.E 50,17 43,12 42,71 38,54 37,21 36,1 33,94 31,98 31,2 0

TABLA 7. Aplicaciéon del método de comparacion multiple basado en la Minima Diferencia

Significativa (LSD), utilizando los valores medios de ED% de los comprimidos
de paracetamol.

(LSD) 0.05, 45 = 5.54
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1.2.  Estudios de biodisponibilidad relativa de comprimidos de
paracetamol, utilizando saliva y orina como fluidos biol6gicos.

1.2.1. Caélculo de las concentraciones de paracetamol disueltas a cada tiempo de
muestreo en el ensayo in vitro, tanto en medio buffer fosfato pH 5.8, es decir el medio
oficial de USP 23, como en HCl 0.1 N, medio alternativo ensayado para confirmar
correlaciones in vitro-in vivo, segin se indicé en 1.1.3. y 1.1.4.

En la Figura 10 se muestran los perfiles de disolucion in vitro, en los dos medios de
disolucion ensayados, buffer fosfato pH 5.8 y HC1 0.1 N y en la Tabla 8 aparecen los
porcentajes disueltos a los 30 y a los 60 minutos, en ambos medios y para las dos
formulaciones, con sus respectivos valores medios y sus desviaciones standards, para n =
6.

1.2.2. Célculo de la curva de calibracion del método por HPLC para determinar los
niveles de paracetamol en las muestras de saliva:

La linealidad de la curva de calibracion por HPLC, para realizar el seguimiento de los
niveles de paracetamol en saliva, fue encontrada en el rango de concentraciones entre 0.3

-2.0 mg/L .

Los valores de Area/1000 para cada una de las soluciones de paracetamol standard
preparadas en saliva blanco, fueron:

- Primera Rephca s Segunda__Réplipa
03 12,24 0.3 13,86
0.5 22,64 0.5 23,05
1,0 44,59 1,0 47,02
1,4 61,57 1,4 64,76
2,0 88,77 2,0 92,99

' Valor medio de tres inyecciones de la misma solucion standard

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b), con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a= 0.013+232
b= 4541+1.92

con un coeficiente de correlacion r = 0.9986 (Figura 11)
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FIGURA 10

Perfiles de disolucién in vitro de las Formulaciones A y B conteniendo
Paracetamol, en Buffer Fosfato pH 5.8 y HC1 0.1 N
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TABLA 8
TIEMPO A B
(minutos) Buffer fosfato HCl 0,1 N Buffer fosfato H{I 0,1 N
30 92,88 £ 0,97 54,63 £2,9 59,03 £ 3,71 23,95+ 4,31
60 101,99 £ 0,66 71,32 £ 6,08 78,71 £ 5,47 39,39 + 4,29
TABLA 8. Porcentajes medios de paracetamol disueltos a los 30 y a los 60 minutos

en los medios de disolucion ensayados, buffer fosfato pH 5.8 y HC1 0.1N

con las desviaciones tipicas del valor medio (= Sm) paran=6
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FIGURA 11
Curva de Calibracion de Paracetamol en saliva por HPLC
Curva de regresion ajustada
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intervalos de confianza del 95%:

a=0,013+232
b=4541+1,92

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,9986
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Con el fin de confirmar el analisis de regresion se realizé un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relacion Ri vs. Concentracién nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucion y ademas la sumatoria de los Ri debe ser proxima a cero. Se
encontré un valor de: L Ri = -3,553x 107 (Figura 12)

Con la misma finalidad se realizo el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Area/1000, con la concentracion, que en funcion de la
misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones de la curva de
calibracion. (Figura 13)

Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

En la Figura 14 se puede observar un cromatograma tipo de la determinaciéon de
paracetamol en saliva, por el método de HPLC.

1.2.3. Calculo de la Precision del Sistema, expresada como el Coeficiente de Variacion
(CV) de cinco inyecciones de la misma solucion de un standard de paracetamol en saliva
blanco, stendo:

S
Cv =22 .100
X

donde:

Sx-1) = desviacion standard
X =Promedio de los cinco valores de Area

La precision del sistema fue de 2.5 %, expresada como Coeficiente de Variacion (CV)

1.2.4. Calculo de la Precision del método, expresada como el CV de cinco muestras de
saliva conteniendo paracetamol standard.

La precision del método fue de 5.2 %, también expresada como CV.
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FIGURA 12

Método grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibracién de paracetamol en saliva por HPLC

Residuales

22

ANALISIS DE RESIDUALES
e
24 |
4
1+ - =
|
0 t —— t t t t + t t |
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1.4 1,6 1,8 2
14 =
|
24 | |
i o SO,

Concentracién (mg/L)

Sumatoria de Residuales = - 3,553E-15




Comprimidos Paracetamol

68

FIGURA 13

Analisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la curva de
calibracién de paracetamol en saliva por HPLC
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FIGURA 14

Cromatograma tipo de Paracetamol en saliva

Columna: RP-18, 250 mm x 4 mm (5p)

Fase M6vil: Agua: Acetonitrilo:trietilamina
(94:6:0,5) pH 2.5 con PO4H3

Flujo: 1 ml/min

Detecci6én: 254 nm

Temperatura: 30°C

Volumen de Inyecci6n: 20 pl
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1.2.5. Calculo de los niveles de paracetamol en saliva, expresiandolos como
concentraciéon en mg/L, a cada tiempo de muestreo, mediante la utilizacion de la curva
de calibracion, realizada en saliva, de acuerdo a:

C, = (Area, —a) F
b

donde:
Cy = Concentracion de paracetamol en saliva al tiempo de muestreo t;
Area; = Area/1000 de la muestra correspondiente al tiempo t;
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracién
f = factor de dilucion

Un modelo de la hoja de célculo para obtener las concentraciones de paracetamol en
saliva a cada tiempo, aparece en la Tabla 9, siendo el correspondiente a la Formulacién
B. De igual manera se procedio para el resto de los comprimidos.

En la Tabla 10 aparecen los valores de los niveles salivales de paracetamol obtenidos a
todos los tiempos de muestreo, para cada sujeto y para cada formulacion.

En la Figura 15 se muestran los perfiles medios de niveles salivales de paracetamol en
los cinco voluntarios, después de la administracion de las dos formulaciones ensayadas.

1.2.6. Calculos de los siguientes parametros:

1.2.6.1. Cilculo del ABC7) : mediante el método de los trapezoides segin se indic6 en
1.1.9.1. En la Figura 16 se representan los valores de ABC.7 para cada sujeto y para
cada formulacion.

1.2.6.2. Célculo del Tiempo Medio de Residencia (MRT): a partir del cociente entre
el area del primer momento de la curva de niveles salivales (AMBC) y el area bajo la
curva de concentracion salival de paracetamol versus tiempo (ABC). El AMBC se define
como el 4rea bajo la curva del producto tiempo t y la concentracion salival Cs
desde tiempo O hasta tiempo 7 hs.:

Io7t~Cs-dt
7

jocs .dt

MRT =

Las areas se calculan con el método de los trapezoides segun se indic6 en 1.1.9.1.
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TABLA 9

Droga: Paracetamol
Especialidad: Formulaciéon B

Muestra: saliva
Hora de administracién: 9:15
Voluntario: M.G.
Edad: 25 afios
Peso: 58 kg
Dil.1:5
Muestra Tiempo Hora Area mg/L
1 0,25 9:30 13685 1.4
2 0,5 9:45 17803 1,96
3 0,75 10:00 18167 2,0
4 1 10:15 19075 2,1
5 1,25 10:30 49031 5,4
6 1,5 10:45 99340 10,94
7 1,75 11:00 57500 6.33
8 2 11:15 51022 5.62
9 2,5 11:45 39885 4.39
10 3 12:15 31227 3.44
11 3,5 12:45 30857 34
12 4 13:15 28927 3.18
13 5 14:15 21240 2.34
14 6 15:15 19879 2.19
15 7 16:15 17775 1.96

TABLA 9. Concentraciones de paracetamol en saliva a cada tiempo,
para un voluntario al cual se le administré un comprimido

de la Formulacién B.
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TABLA 10
Sujeto 1 94 3 4
Formulacion | A B A B A B A B A B
Tiempo
0,25 2,1 1,74 0,5 1,11 2,35 0,66 1,93 1,86 1,15 1,4
0,5 1,9 1,41 0,62 4,15 3,62 1,06 3,42 1,85 3,17 1,96
0,75 2,2 2,39 1,18 5,42 6,11 1,07 10,7 2,55 3,74 2
1 3,83 3,06 2,72 6,29 6,71 1,59 5,58 3,8 2,13 2,1
1,25 4,09 2,88 4,12 7,55 4,56 2,42 5,85 4,6 3,15 5,4
1,5 3,96 3,04 4,88 6,53 3,55 3,64 5,74 3,98 2,57 10,94
1,75 3,65 1,96 3 9,22 3,19 5,98 6,36 3,74 2,48 6,33
2 2,96 3,67 42 9,51 3,32 7,5 7,31 3,07 3,11 5,62
2,5 2,78 3,78 4,06 5,59 4,36 8,55 5,81 3,6 2,81 4,39
3 3,51 5,47 3,96 4,96 3,92 3,99 5,16 3,73 3,64 3,44
3,5 3,59 4,11 3,02 3,86 3.9 3,71 4,07 3,48 3,5 3,4
4 2,88 2,63 4,1 3,2 3 2,71 2,82 3,55 3 3,18
5 2,97 3,04 3,5 3 2,5 1,98 2,62 2,76 2,8 2,34
6 1,59 2,53 2,87 2,6 1,66 2,82 2,53 1,95 2,27 2,19
7 1,57 1,89 0,96 1,99 1,16 1,66 1,96 1,41 1,5 1,96
TABLA 10. Niveles salivales de paracetamol, expresados en mg/L,

a los distintos tiempos de muestreo, expresados en horas,
para las Formulaciones A y B y para todos los voluntarios
que participaron en el estudio.




Comprimidos Paracetamol 73

FIGURA 15

Perfiles medios de la concentracion de paracetamol en saliva, en funcién
del tiempo

—— Formulacion A
—&— Formulacién B
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Tiempo ( horas )
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FIGURA 16

Area Bajo la Curva de niveles salivales para las dos Formulaciones de

Paracetamol

ABC 0-7 (mg.h/L)
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B Formulacién A
@ Formulacion B

ABC (0-7) de niveles salivales de paracetamol para cada sujeto

y para cada formulacién administrada
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1.2.6.3. Calculo del ABC.,: a partir de sumarle al ABC.7 el cociente entre el ultimo
valor de concentracion medido y la constante de velocidad aparente de eliminacion, B ,
de primer orden. Esta tltima se calcula a su vez, como la pendiente de la recta de
regresion lineal de los logaritmos naturales de los tdltimos valores de concentracion

salival, en funcion del tiempo:

C
ABC, ., = ABCy_,, +7’

En la Tabla 11 figuran los parametros de biodisponibilidad calculados a partir de los
niveles salivales de paracetamol, para cada voluntario y para cada formulacion, con sus
correspondientes valores medios y sus dispersiones. Los mismos son: la maxima
concentracion de paracetamol encontrada en saliva (Cni), €l tiempo de maxima
concentracion (Trms) , €l Area Bajo la Curva de niveles salivales (ABC.7), el ABC<) ¥
el Tiempo Medio de Residencia (MRT)

Para la Formulacion A, el valor medio de la constante de velocidad aparente de
eliminacion, con su desviacion tipica de la media, fue de B = 0,257 &+ 0,03 , calculada con
los cinco dltimos puntos de las curvas de niveles salivales de paracetamol en funcion del
tiempo, para cada sujeto. Para la Formulacion B fue de 8 = 0,305 + 0,06 , teniendo en
cuenta los ultimos tres puntos de las curvas respectivas.

1.2.7. Calculo de la curva de calibracion del método por HPLC para determinar los
niveles de paracetamol en las muestras de orina:

La linealidad de la curva de calibracion por HPLC, para realizar el seguimiento de los
niveles de paracetamol en orina, fue encontrada en el rango de concentraciones entre 1 -
8 mg/L .

Los valores de Area/1000 para cada una de las soluciones de paracetamol standard
preparadas en orina blanco, fueron:

Concentracién | , Goncentracion |
1,00 17,81 1,00 17,91
2,00 35,97 2,00 36,12
4,00 87,92 4,00 88,92
6,00 122,49 6,00 123,25
8,00 123,25 8,00 180,86

® Valor medio de tres inyecciones de la misma solucioén standard

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b), con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a= -855+438

b= 23.63+0.98

con un coeficiente de correlacion r = 0.9965 (Figura 17)
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TABLA 11
e T méx. C max. ABC (0-7) | ABC (0-) MRT H
Sujetos () (mg/L) (mg.h/L) (mg.h/L) (h)
A B A B A B A B A B
1 125 | 3 | 409 | 547 | 2079 | 2066 | 27,00 | 27,03 | 34 | 35
2 1,5 2 | a8 | os1 | 1744 | 25 | 205 | 3245 | 3 2,3
3 1 25 | 671 | 855 | 22 | 219 | 2547 | 2504 | 29 | 33
4 0,75 1,25 10,7 4,6 245 19,2 36,24 23,55 3,2 3,5
5 0,75 1,5 3,74 10,94 19,6 24,18 26,42 41,84 3,5 3
Media | 1,05 | 205 | 6,02 | 781 | 2087 | 2218 | 27,14 | 30 | 32 | 312
sm | 014 | 032 | 127 | 12 | 118 | 1,08 | 255 | 332 | 011 | o022

TABLA 11 . Parametros de biodisponibilidad para las Formulaciones A y B, a partir de niveles
salivales.
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FIGURA 17

Curva de Calibracion de Paracetamol en orina por HPLC

Area/1.000
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Rango =1 - § mg/L.

Ordenada al origen (a) y Pendiente (b), con sus respectivos
mtervalos de confianza del 95%:

a=-855+48
b=123,63 + 0,98

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,9965
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Con el fin de confirmar el analisis de regresion se realizo un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relacion Ri vs. Concentracion nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucion y ademas la sumatoria de los Ri debe ser proxima a cero. Se
encontré un valor de : X Ri = 3,553x 10** (Figura 18)

Con la misma finalidad se realiz6 el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Area/1000, con la concentracion, que en funcién de la
misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones de la curva de
calibracion. (Figura 19)

Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

En la Figura 20 se puede observar un cromatograma tipo de la determinacion de
paracetamol en orina por el método de HPLC.

1.2.8. Calculo de la Precision del Sistema, expresada como el Coeficiente de Variacion
(CV) de cinco inyecciones de la misma solucion de un standard de paracetamol en orina
blanco, segun se indico en 1.2.3.

La precision del sistema fue de 3.5 %, expresada como Coeficiente de Variacion (CV)

1.2.9. Calculo de la Precision del método, expresada como el CV de cinco muestras de
orina conteniendo paracetamol standard.

La precision del método fue de 4.0 %, también expresada como CV.
1.2.10. Célculo de la cantidad acumulativa de paracetamol en orina expresada en mg,
mediante la utilizacion de la curva de calibracion realizada en orina, segun la siguiente

expresion:

(drea,; —a)

Cant. Acum.= - f-Vol+D
donde:
Cant.Acum. = cantidad acumulativa de paracetamol en orina a un tiempo t;
Areay; = Area/1000 de la muestra correspondiente al tiempo t;
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
f = factor de dilucion
Vol. = Volumen total de orina excretado al tiempo t;
D = cantidad acumulativa de paracetamol en orina a un tiempo tg.1

Un modelo de la hoja de célculo para obtener las cantidades acumulativas de
paracetamol en orina a cada tiempo, aparece en la Tabla 12, siendo el correspondiente a
la Formulacion B. De igual manera se procedid para el resto de los comprimidos.
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FIGURA 18

Método grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibracion de paracetamol en orina por HPLC
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FIGURA 19

Analisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la curva de
calibracién de paracetamol en orina por HPLC
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FIGURA 20

Cromatograma tipo de Paracetamol en orina

Columna: RP-18, 250 mm x 4 mm (5p)

Fase Mévil: Agua:Acetonitrilo:trietilamina
(99,99:0,01:0,5) pH 2.5 con

PO4H3

Flujo: 1,7 ml/min

Deteccion: 254 nm

Temperatura: 30°C

Volumen de Inyeccién: 20 ul

I1 0

22 .92

Tiempo de retencion de Paracetamol =22.92
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TABLA 12

Droga: Paracetamol
Especialidad: Formulacién B
Muestra: orina.

Hora de administracion: 7:00
Voluntario: P.R.
Edad: 30
Peso: 60 kg.

Muestra Tiempo | Hora Volumen Area |mg excretad| mg acum.
1 0,5 7:30 75 33456 1,3 1,3
2 1 8:00 40 41562 0,8 22
3 2 9:00 100 78081 3,7 5,8
4 3 10:00 42 114195 2,2 8,0
5 4 11:00 12 106495 0,6 8,6
6 5 12:00 60 74958 2,1 10,7
7 7 14:00 150 40754 3,1 13,9
8 9 16:00 495 83211 0,6 14,4
9 15 22:00 40 15160 0,008 14,4

TABLA 12. Cantidades acumulativas de paracetamol en orina a cada tiempo, para un
voluntario al cual se le administré un comprimido de la Formulacién B.

Nota: De la muestra 1 a la 7 las diluciones de orina fueron de 1:10

En la muestra 8 la dilucion fue de 3:10
En la muestra 9 la dilucién fue de 2:10
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En la Figura 21 se muestran los perfiles medios de excrecion urinaria acumulativa de
paracetamol, para ambas formulaciones y en la Figura 22 la cantidad acumulativa para
cada sujeto y para cada formulacion.

1.2.11. Calculo de la velocidad de excrecion urinaria, expresada en mg/h, de la siguiente
manera:

(dE ) _E,-E,
dt (t1+12)/2 12 ‘—tl
donde:
dE/dt = Velocidad de excrecion
E, = Cantidad excretada al tiempo t,
E,; = Cantidad excretada al tiempo t;

Un modelo de la hoja de calculo para obtener las velocidades de excrecion de
paracetamol en orina, aparece en la Tabla 13, siendo el correspondiente a la
Formulacion A. De igual manera se procedi6 para el resto de los comprimidos.

En la Tabla 14 aparecen los valores de los parametros de biodisponibilidad, calculados a
partir de los niveles urinarios de droga, para cada voluntario y para cada formulacion,
con sus correspondientes valores medios y sus dispersiones. Los mismos son: cantidad
maxima excretada de paracetamol al cabo de las 15 horas luego de ser administrado el
comprimido (E;s), la maxima velocidad de excrecion urinaria (dE/dt)ms v €l tiempo de
maxima velocidad de eliminacion, tos .

En la Figura 23 se grafica la velocidad media de eliminacién urinaria de paracetamol en
funcioén del tiempo, para ambas formulaciones.

1.2.12. Célculo de la Biodisponibilidad Relativa (F) de paracetamol, a partir de la
concentracion maxima de droga en saliva, del area bajo la curva de niveles salivales y de
la cantidad maxima de paracetamol excretada por orina, segun las siguientes ecuaciones:

F= M : F= ABC(O—")Test : F= E s
Cmax ., ;. ABC(0_7)Ref_ E\sper.
donde:

Test: Formulacion Test (Formulacion A)
Ref.: Formulacion Referencia (Formulacion B)

Los valores de F obtenidos para los cinco voluntarios, son los siguientes:
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- Biodisponibilidad Relativa(F)

Bl e 2ns e gl
Coix 0,77 0,51 0,78 2,32 0,34
ABCg, 1,01 0,7 1,0 1,28 0,81
Eis 1,32 1,01 1,6 0,97 1,02
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1.2.13. Analisis estadistico. Se realiz6é un ANOVA con los porcentajes de paracetamol
disueltos a los 30 y 60 minutos, tanto en medio buffer fosfato pH 5.8, como en medio de
HC1 0.1 N.

A su vez, también se realizd6 un ANOVA con los valores de Cnax , ABCpo.7y ¥
MRT, obtenidos a partir de los niveles salivales y en cuanto a los valores de Tmax , se les
aplico el test no paramétrico de Wilcoxon.

En lo que respecta a las cantidades excretadas de paracetamol en los primeros
tiempos (0.5, 1 y 2 horas), fueron analizadas mediante el test t-Student , asi como
también la velocidad de eliminacion durante la primera hora.

Se establecieron los limites de confianza del 90%, basado en el test de la hipotesis
intervalar, para las ABC.7 de los perfiles salivales y para los valores de E;s, de ambas
formulaciones. (Steinijans y Diletti, 1983)

Los resultados del ANOVA, realizado con los datos de disolucion, nos indican que hay
diferencias significativas (p<0.05) entre los porcentajes disueltos a los 30 y a los 60
minutos de ambas formulaciones, en los dos medios ensayados.

Los resultados del ANOVA realizado con los Cus, ABCe7y y MRT salivales, nos
demuestran que no hay diferencias significativas entre ellos (p>0.05) :

‘Pardmetros | F | Feritico
Ele 1,04 5,32
ABCes) 0,68 5,32
MRT 0,1 5.32

Mientras que el resultado del test de Wilcoxon para los Tni nos dice que existen
diferencias significativas (p<0.05) entre los mismos.

El resultado del test t-Student usado para las cantidades excretadas en los primeros
tiempos y para las velocidades de excrecion de ambas formulaciones, muestran
diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05).

Los intervalos de confianza calculados fueron:

~ Parametros | Intervalo de Confianza
ABCg, 0.79-136
Eis 072 -1.09

Regién de Tolerancia: 0.8 - 1.25
En el capitulo de discusion se analizan los resultados encontrados.
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FIGURA 21

Perfiles medios de excrecidn urinaria acumulativa de Paracetamol
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FIGURA 22

Cantidad acumulativa de paracetamol en orina para las

Formulaciones A y B

E 15 (mg)

25 T
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@ Formulacion A

@ Formulacion B

Cantidad acumulativa de paracetamol en orina, para cada sujeto

y para cada formulacién administrada
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TABLA 13

Droga: Paracetamol
Especialidad: Formulacién A
Muestra: orina.

Hora de administracion: 8:00

Voluntario: P.R.
Edad: 30
Peso: 60 kg.

T mg acum. t dE/dt
0,5 0,4 0 0

1 2,6 0,75 4,52
2 7,7 1,5 5,09
3 8,5 2,5 0,80
4 10,9 3,5 2,40

5 12,5 45 1,60
7 13,4 6 0,45
9 13,9 8 0,25
15 13,9 12 0,00

TABLA 13. Velocidad de excrecioén de paracetamol
en orina, para un voluntario al cual se le
administré un comprimido de la

Formulacion A.

T : tiempo de muestreo de orina

t : tiempo medio del muestreo de orina

87
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TABLA 14
E15 (dE/dt)méx. tméx.
Sujetos (mg) (mg/h) (h)
A B A B A B

1 23,48 17,76 6,1 5,06 3,5 3,5
2 12,15 12,05 2,89 2,72 3,5 3,5
3 23,31 14,66 5,18 2,21 2,5 2,5
4 13,93 14,4 5,09 5,15 1,5 1,5
5 12,59 12,28 2,38 3,64 1,5 1,5
Media 17,09 14,23 4,33 3,76 2,5 2,5
Sm 2,59 1,03 0,72 0,6 0,45 0,45

TABLA 14 Parametros de biodisponibilidad para las Formulaciones A y B, a partir de niveles

urinarios de paracetamol
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FIGURA 23
Perfiles medios de velocidad de excrecion urinaria de paracetamol
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DISCUSION

1. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD RELATIVA'Y
BIOEQUIVALENCIA DE COMPRIMIDOS DE PARACETAMOL.
ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO

1.1.Estudio de la influencia del aglutinante y del desintegrante sobre la
disolucion de comprimidos de paracetamol. Ensayos in vitro.

Es sabido que los factores de formulacion son importantes en la liberacion del
farmaco desde la forma farmacéutica . Uno de ellos es la presencia del agente
aglutinante, como es el caso de la Polivinilpirrolidona (PVP), de naturaleza hidrofilica,
siendo su influencia sobre la disolucion variable, ya que tanto puede aumentar, disminuir
6 no modificar su velocidad, dependiendo, entre otros factores, del modo en que dicho
agente es incorporado a la formulacion. (Badawi y El-Sayed, 1980; Chowhan, 1980;
Itiola y Pilpel, 1986; Wan y Lim, 1990)

Al analizar la influencia del aglutinante sobre la disolucion de los comprimidos de
paracetamol elaborados en la UPM, se pudo observar, tal cual figura en la Tabla 5, que
las kd de las partidas UPMy, y UPMy; son significativamente distintas, duplicindose el
valor de la misma en el caso de la UPMy,, es decir la correspondiente a la que se
adicion6 el PVP en forma de solucion, mientras que el #sp; ha disminuido a la mitad,
como logica correlacion con el valor de 4d obtenido.

A su vez los valores de MDT, Qs y Fd% practicamente no poseen diferencias
entre si, lo que indicaria que el distinto comportamiento en la disolucion de las partidas
se manifiesta en los primeros minutos del proceso y no en el tiempo estipulado por USP,
ni en el ensayo en su totalidad.

Teniendo en cuenta que el paracetamol forma complejos con aglutinantes
hidrofilicos como el PVP, cuya velocidad de disolucién es mayor que la de la droga libre,
la incorporacion del mismo como solucion, facilitaria la formacion de dichos complejos
acelerando la velocidad de penetracion del medio de disolucién en la superficie de las
particulas de polvo, aumentando asi la velocidad de disolucién de la droga. (Jurgensen
Eide, 1973; Lipman y Summers, 1980)

Otro factor a tener en cuenta es la presencia del desintegrante, un ejemplo es el
almidon, que es responsable, segin su concentracion, de influenciar la disgregacion, por
lo cual se debe optimizar su porcentaje a fin de modificar el proceso de disolucion en
procura de una mejora en la formulacion. (Karr et al., 1990; Underwood y Cadwallader,
1972; Pilpel et al., 1978)
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La disminucion de la cantidad de almidon en la formulacion, del 13% al 6%,
afectd considerablemente el tiempo de desintegracién, como se puede observar en la
Tabla 4, y provocd menor velocidad de disolucion en los primeros minutos del proceso,
mejorando las caracteristicas organolépticas de la forma farmacéutica al evitar efectos
desagradables, como por ejemplo una prematura disolucion en la boca, lo que provocaria
un rechazo por parte del paciente debido al sabor extremadamente amargo de la droga.

Enla Tabla 5§, en la Figura 4 y en la Figura 7 se puede observar el descenso en
el valor de kd de los comprimidos de la partida UPM,; respecto a las anteriores, con el
consiguiente aumento del 505 , no afectandose ni el MDT | ni el QO3 ni el Fd%, lo que
indicaria solamente una disminucién del porcentaje de paracetamol disuelto en los
primeros minutos.

De los controles realizados a la formulacion, el contenido de paracetamol nos
indica que salvo los comprimidos del Laboratorio F, todos los demas cumplen con las
especificaciones de USP 23, que nos indica un contenido de principio activo entre 90% y
110% del valor declarado.(Tabla 3)

Respecto al tiempo de desintegracion y a la resistencia a la rotura, cuyos
resultados figuran en la Tabla 4, salvo lo ya puntualizado de la partida UPM3 y
observado también para los comprimidos del Laboratorio E, no hemos podido establecer
ninguna otra correlacion de estos parametros con los de disolucion, lo cual indicaria una
independencia de este proceso con las propiedades de desintegracion y dureza de los
comprimidos, dato éste que coincide con otros diversos casos.(Jaminet et al., 1969;
Rees et al., 1970; Hekimoglu et al., 1987)

Se realiz6 un analisis de varianza con los valores medios de £ED% entre los
comprimidos elaborados en la UPM y los de circulacion en el mercado farmacéutico, con
el objeto de analizar si existen 6 no diferencias significativas entre las distintas
formulaciones. La comparacion de las varianzas mediante la prueba F nos muestra, como
se ve en la Tabla 6, que existen diferencias significativas entre ellas (p<0.05).

A fin de establecer especificamente cuales son los valores medios que difieren
entre si, se aplico el método de comparacion multiple de la Minima Diferencia
Significativa (LSD), basado en la prueba t de Student, como se observa en la Tabla 7.

Los resultados obtenidos demuestran que entre los comprimidos
correspondientes a la partida UPMy; y los de los laboratorios A, B, C y F no existen
diferencias significativas, lo que nos indicaria equivalencia farmacéutica entre los
mismos.

Entre los comprimidos de la partida UPMy; y los comprimidos UPMy; y UPMyy,,
laboratorios E y D, existen diferencias significativas.

Los comprimidos UPMy; son equivalentes con los de la partida UPMg,. Pero no
existe en el conjunto de lotes de comprimidos ensayados, ninguno que sea equivalente
con todos los demas.
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1.2. Estudios de biodisponibilidad relativa de comprimidos de
paracetamol, utilizando saliva y orina como fluidos biolégicos.

En esta etapa del trabajo se decidi6 realizar un estudio in vivo, con cinco
voluntarios sanos, realizando el seguimiento de la droga en saliva y orina, utilizando los
comprimidos correspondientes a la partida UPMy;, (Formulacién A) por considerar que
de las elaboradas en la UPM era la que ofrecia un mejor disefio y los comprimidos del
Laboratorio E, (Formulacion B) seleccionandose esta especialidad por dos razones: es
una especialidad de gran comercializacion en nuestro mercado farmacéutico y ademas
era la que habia presentado en el ensayo in vitro, mayores diferencias de comportamiento
con las demas. Nuestro objetivo fue determinar si in vivo presentaban el mismo
comportamiento que in vitro.

Es sabido que el Paracetamol es un analgésico y antipirético no salicilico, que
requiere una rapida liberacion desde la forma farmacéutica para producir un inmediato
efecto. Algunos autores han informado resultados de estudios de biodisponibilidad
llevados a cabo tanto en plasma (Lefebvre et al., 1987; Ameer et al., 1983; Paulsen y
Kreilgard, 1984; Salvado et al., 1988), en saliva (Van Bommel et al., 1991; Fagiolino y
Vazquez, 1993; Vazquez et al., 1993) como en orina (Sotiropoulus et al., 1981; Wilson
etal., 1982; Hekimoglu et al., 1987)

El primer paso fue optimizar un método por HPLC que nos permitiera, con una
muy buena precision, realizar el seguimiento selectivo del paracetamol en los fluidos
biologicos seleccionados, como se puede apreciar en las Figuras 14 y 20. La validacion
del método nos asegur6 estar trabajando en las condiciones adecuadas, ver Figuras 11,
12,13,17,18 y 19.

Respecto de los niveles salivales encontrados podemos apreciar que excepto en
uno de los voluntarios, los valores obtenidos a los 30 y a los 60 minutos, luego de la
administracion de la droga, fueron mas altos para la Formulacion A que para la B (Tabla
10). Este comportamiento se correlaciona con el presentado in vitro, ya que, tanto en
medio buffer fosfato pH 5.8 como en HCl 0.1 N, a esos mismos tiempos se disuelve
mas la Formulacion A que la B. (Tabla 8)

Una comparacion de las ABC.7 y de las ABC ), nos demuestra que, excepto
en dos voluntarios, los valores obtenidos son mayores para la Formulacion A que para la
B. (Tabla 11 y Figura 16)

El anélisis estadistico realizado con los parametros de biodisponibilidad obtenidos
a partir de los niveles salivales (Tabla 11), nos indica un retardo de la Formulacion B
para alcanzar la C,, , lo cual también se correlaciona con los resultados encontrados in
vitro . Pero también se observa que a pesar del mas rapido comienzo del proceso de
absorcion por parte de la Formulacion A, la velocidad de absorcion posterior parece ser
similar puesto que los MRT no muestran diferencias significativas, lo cual también es
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acorde con lo encontrado in vitro, donde los valores de MDT para todas las
formulaciones ensayadas no ofrecian diferencias importantes (Tabla 5) (Aarons, 1987)

Teniendo en cuenta el valor de MRT7, informado en bibliografia, de una solucion
de administracion oral de paracetamol, también evaluada por sus niveles salivales (3.1 h)
(Fagiolino y Vazquez, 1993) y considerando la siguiente ecuacion:

MDT,ivo = MRT comp. - MRT1.
donde:

MDT., : Tiempo Medio de Disolucién in vivo de los comprimidos
MRT comp. : Tiempo Medio de Residencia de los comprimidos
MRT,,. : Tiempo Medio de Residencia de la solucion oral

sabiendo que los valores medios de MRT de la Formulacion A es de 3.2 hy de la
Formulacion B es de 3.12 h, (Tabla 11) podemos calcular los valores de MDT., para
las dos formulaciones ensayadas, siendo:

MDT,;, Formulacion A: 0.1 h
MDT,;, Formulacion B : 0.08 h

Con estos valores podemos calcular el llamado factor “time-scaling” (TS), que se
obtiene con el cociente entre el MDTyivo ¥ €l MDTyigro:

_MDT,,
MDT,

vitro

IS

este factor nos indica cuan aproximado 6 no estd el ensayo in vifro respecto a la
disolucién in vivo (Brockmeier, 1986; Van Bommel et al., 1991).

En nuestro caso, teniendo en cuenta que el MDTy;, de UPMy; (Formulacion A) es de
0.57 h y del Laboratorio E (Formulacion B) es de 0.63 h (Tabla 5):

TSForm.A =0.17 Yy TSForm.B = 0.13

valores que (<1) nos estan indicando que la velocidad de liberacion in vitro es mas lenta
que la velocidad de liberacion in vivo, y que ademas la liberacion de la Formulacion A es
mas rapida que la de la Formulacién B , tanto in vitro como in vivo, ya que su MDTigo
es menor y su TS es mayor.

En cuanto a los resultados obtenidos utilizando los niveles de droga sin
metabolizar excretados en orina, del orden del 3,5% de la dosis, y la velocidad de
excrecion (Tabla 14 y Figuras 21, 22 y 23), podemos apreciar que los valores de E;s
son mayores para la Formulacion A y que el analisis estadistico de las cantidades
eliminadas en los primeros tiempos y de la velocidad de excrecion, también de estos
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primeros momentos, muestra que existen diferencias significativas (p<0.05) , indicando
que el seguimiento en orina permite apreciar las diferencias en la velocidad de absorcién
inicial ya observadas en saliva y en el ensayo in vitro.

En cuanto a la obtencion de intervalos de confianza con los valores de ABC .7 y
E;s, con el fin de establecer criterios de bioequivalencia, estos fueron los siguientes:
0.79-1.36 y 0.72-1.09, respectivamente. Si consideramos que la regién de tolerancia es
de 0.8-1.25, nos encontramos con rangos que por muy estrecho margen estan fuera de
dicha region, lo cual no nos permite afirmar la existencia de una equivalencia biologica,
quizas debido al escaso nimero de voluntarios con los que se planeé el ensayo. A esta
misma conclusiéon podemos llegar al analizar los valores de Biodisponibilidad Relativa
(F), donde encontramos mas variabilidad en los datos obtenidos de relacionar las Cy.x €n
saliva, que los provenientes de relacionar las ABC.7) y los Eis .

Como una conclusién final de la discusion de los resultados de esta etapa del
presente trabajo, podemos decir que se ha logrado correlacionar cualitativamente el
ensayo in vitro con el estudio in vivo, cumpliendo el objetivo preestablecido.
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2. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD RELATIVA
Y BIOEQUIVALENCIA
DE COMPRIMIDOS DE METOCLOPRAMIDA.

ENSAYOS INVITRO E IN VIVO.



MATERIALES Y METODOS
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2. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD RELATIVA
Y BIOEQUIVALENCIA DE COMPRIMIDOS DE
METOCLOPRAMIDA. ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO

MATERIALES Y METODOS

Materiales
* Metoclopramida clorhidrato, droga en polvo, uso comercial, grado USP 23.

* Comprimidos no recubiertos , conteniendo 10 mg de metoclopramida
clorhidrato, elaborados por el personal de la Unidad de Producciéon de Medicamentos
(UPM), mediante granulacion himeda y compresion, identificados como Formulacion A,
(Formulacion Test), cuya composicion es:

Metoclopramida,clorhidrato 10 mg
Almidén 94 mg
Lactosa 93 mg
PVP K30 5,5 mg
Almidon seco 5 mg

Estearato de magnesio 2,5 mg

* Comprimidos comerciales disponibles en el mercado farmacéutico argentino,
conteniendo 10 mg de metoclopramida clorhidrato, identificados como Formulacién B,
(Formulacion Referencia).

Equipos

* Cromatografo liquido Konik KNK 500G con una bomba de doble piston,
equipado con un detector de longitud de onda variable, modelo 204 Linear; un inyector
Rheodyne modelo 7125, con un loop fijo de 20 pL; un microprocesador KNK 029-375 y
un integrador Spectra Physics, modelo Datajet SP 4600.

* Una columna Lichrocart RP-18 (125 mm x 4 mm de diametro interno y 5 pm
de tamafio de particula), con un guarda columna Supelco (50 mm x 4.6 mm de diametro
interno) rellena con Pelliguard LC-18 de 40 um de tamaifio de particula.
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* Centrifuga Rolco CR 150.
* Equipo de disolucion Sotax AT7
* Espectrofotometro Beckmann M26

* Micropipeta automatica Socorex de 100-1000 pL y Pipeta automatica
Eppendorf de 500-5000 pL.

* Balanza Metler Toledo AG 204

Estudio de disolucion in vitro

Ha sido realizado de acuerdo a USP 23, usando el método de la canastilla,
empleando 900 ml de agua como medio de disolucién y también usando 900 ml de acido
clorhidrico 0.1 N, como medio, ambos a 37 °C y a 50 rpm.

El ensayo se realizé bajo condiciones “non sink™, retirandose alicuotas de 5 ml a
los 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos, reponiéndose el mismo volumen con el medio
utilizado, a igual temperatura.

Las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos y se analizaron por
absorcion al UV a 272 nm.

Los resultados se expresaron en mg/900 ml de medio, utilizando soluciones de
referencia preparadas cada dia de trabajo, en concentraciones de 16 pg/ml, para lo cual
se pesaron 20 mg de clorhidrato de metoclopramida standard (titulo 100%) que se
disolvieron en 50 ml del medio de disolucion, se realizé una dilucién 1:25 en el mismo
medio, y se leyd su Absorbancia a 272 nm. Se analizaron seis comprimidos de cada
especialidad en estudio.

Estudio in vivo

Participaron en este estudio ocho voluntarios sanos, cuatro de sexo femenino y
cuatro masculino, de 24-30 afios de edad, con un peso corporal entre 49-75 kg.

Se utilizé6 como criterio de admision un buen estado de salud, corroborado por
una historia clinica, ser no fumadores y no consumir ni medicamentos, ni bebidas
alcoholicas en un periodo no menor a una semana antes de la experiencia.

Los voluntarios firmaron un acta de consentimiento, consignando sus datos
personales y su conocimiento sobre el estudio que se realizaria, asi como referencias
respecto a consumos anteriores de metoclopramida.

Se utiliz6 la modalidad de dosis unica, administrando dos comprimidos de 10 mg
de clorhidrato de metoclopramida, es decir, una dosis de 20 mg, con aproximadamente
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200 ml de agua, luego de un ayuno de 12 horas, ingeridos siempre por la mafiana, entre
las 6 - 8 hs., para cada una de las formulaciones ensayadas. Con esta dosis nos
aseguramos niveles cuantificables de la droga en el fluido biolégico en estudio, sin
presentar riesgo alguno en los sujetos sometidos al ensayo.

Se utilizé6 un disefio cruzado, aleatorizado y compensado, recibiendo cuatro
voluntarios la Formulacion A y cuatro voluntarios la Formulacion B, en la primera
semana del estudio. Luego de una semana de “washout” ¢ depuracion de la droga del
organismo, se invierte el orden de administracion.

Durante el dia del tratamiento cada voluntario ingiere un menu standard, sugerido
en unas planillas que se les suministran, junto con recomendaciones respecto a respetar
el ayuno antes de la ingesta de los comprimidos y a la abstencion de consumir bebidas
conteniendo xantinas 6 alcohol, debiendo consignar las horas de cada ingesta alimenticia.
(Planillas 3 y 4)

Para el seguimiento de la droga se colectaron muestras de orina a los siguientes
tiempos :0, 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3.5, 4.5, 5.5, 8.5, 11.5, 14.5 y 24.5 horas a partir de la
administracion de los comprimidos. Por estudios preliminares donde el muestreo se
realiz6 hasta las 36.5 hs posteriores a la toma de los comprimidos, se determind que a las
24.5 hs la eliminacién de la droga era total, por lo tanto, éste fue tomado como el ultimo
tiempo a muestrear. Una vez medido el volumen total de orina eliminada, una porcion
de la misma se almaceno en un freezer hasta el momento del analisis por HPLC.

Preparacion de las muestras

Las muestras de orina se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos, luego se
diluyeron 2:5 ml con fase movil, se filtraron por membrana de nylon de 0.45 pm y se
inyectaron en el cromatografo, por triplicado.

Analisis de la droga

Las muestras de orina fueron analizadas por HPLC con las siguientes
condiciones cromatograficas:

Fase movil: Agua con 1,3 % de trietilamina, ajustada a pH 6.8 con solucion de acido
acético (1:10) : Metanol : Acetonitrilo (76:16:8)

Flyjo: 1,2 ml/minuto

Volumen de inyeccion: 20 uLL

Temperatura: 30 °C

Deteccion: 309 nm
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Validacion del método

Para la validacion del método se obtuvo una curva de calibracion con
metoclopramida clorhidrato, standard, en una matriz preparada con un pool de orina
blanco, de los voluntarios que intervinieron en el estudio.

El rango de concentraciones fue de 0.4 - 6 pg/ml. Para ello se prepararon, por
duplicado, dos soluciones madres de clorhidrato de metoclopramida standard (titulo
100%) de 1000 pg/ml, pesando 50 mg de droga que se disolvieron en 50 ml de agua
destilada. Se realiz0 una dilucioén, de cada madre, de 1:10 con agua destilada, de tal
manera de obtener una concentracion de 100 pg/ml. Se midieron, de cada dilucion, 0,1
ml (10 pg) y se llevaron a 25 ml con una mezcla orina blanco:fase movil (4:10); 0,3 ml
(30 pg) y se llevaron a 50 ml con la misma mezcla; 0,1 ml (10 pg) que se llevaron a 10
ml ; 0,2 ml (20 pg) que se llevaron a 10 ml, 0,4 ml (40 ug) que se llevarona 10 ml y 0,6
ml (60 pg) que también se llevaron a 10 ml, siempre con la mezcla orina:fase moévil, de
tal manera de obtener las siguientes concentraciones de metoclopramida: 0,4; 0,6; 1,0,
2,0; 4,0y 6,0 ug/ml. Cada solucion asi obtenida se filtré por membrana de nylon de 0.45
pm y se inyecto por triplicado en el cromatografo. Los datos de Area/10000 obtenidos,
en funciéon de la concentracion fueron analizados por regresion lineal, utilizando el
programa Microsoft Excel 5.0, evaluandose linealidad , precision y recuperacion.

Parametros de Biodisponibilidad

A partir de los perfiles de excrecion urinaria de metoclopramida, se obtuvieron
los siguientes parametros: E,ss , maxima cantidad de droga excretada luego de 24.5
horas de ser administrados los comprimidos; (dE/dt)max , maxima velocidad de excrecion
Y tmax , tiempo de maxima velocidad de excrecion.

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de los parametros arriba mencionados con sus
respectivas desviaciones standards, para los mismos no fueron considerados los valores
del voluntario No. 1, por comportarse de manera anoémala en comparacion con el resto.
Luego de aplicar una prueba de rechazo de datos, Test de Dixon (Dean y Dixon, 1951;
Miller y Miller, 1993) fue considerado un “outlier” y por lo tanto eliminado de los
célculos.

Se aplico un analisis de varianza (ANOV A) para evaluar los porcentajes disueltos
en el ensayo in vifro y también para los datos de Ess y de (dE/dt)max.(Sokal y Rohlf,
1984) Para concluir sobre la bioequivalencia de las dos formulaciones se calculd el
intervalo de confianza del 90%, basado en el Test de la HipoOtesis Intervalar, para los
valores de E,, 5, normalmente distribuidos.(Steinijans y Diletti, 1983)
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PLANILLA 3

ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE METOCLOPRAMIDA

Muestras de orina
Ayuno:
Desde las 22:00 hs. del dia anterior a la toma de muestra. (Aproximadamente
12 hs de ayuno.)
Toma de muestra:
1. Recolectar una muestra de orina antes de tomar los comprimidos y
colocarla en el frasco rotulados como T, No importa el volumen orinado,
tratar de que esta muestra no corresponda a la primera del dia.
2. Tomar los comprimidos suministrados con abundante agua (un vaso
entero de agua ).Anotar el horario exacto de la toma en la planilla adjunta.
3. La primera muestra (Frasco No.1) se tomara a los 30 minutos posteriores
a la toma de los comprimidos.
Seguir tomando muestras segun indicacion:

30 min.
1h.
1.30 h.
2.5h.
3.5h
45h.
55h
8.5h.
11.5h
14.5 h.
24.5h.

LoV NAU R WN -

No olvidar registrar hora y volumen de cada muestra de orina en la planilla
adjunta.

Alimentacion del dia del ensayo.

Registrar la hora exacta de cada comida

Desayuno: yoghurt o fruta.

Almuerzo: carnes rojas con verduras. Agua.

Merienda: jugo de fruta natural y tostadas con mermelada.

Cena: pollo con ensalada. Agua.

Importante

e No ingerir te, café, mate, bebidas alcoholicas, medicamentos, durante el
dia del ensayo.

e Para cada muestra medir el total de la orina eliminada y de ese total tomar
una pequeifia cantidad en el recipiente rotulado, suministrado.

e No perder ninguna muestra.

e Elintervalo de la toma puede variar en mas o menos 10 minutos.

100
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PLANILLA 4

ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD DE METOCLOPRAMIDA

Muestras de orina

- Erasco. |
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Hora en que tomé el comprimido:

Hora del desayuno:
Hora del almuerzo:
Hora de la merienda:
Hora de la cena:

Droga: Metoclopramida
Especialidad:

Muestra: orina
Voluntario:

Edad:

Peso:
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CALCULOS Y RESULTADOS

2.1. Calculo de la concentracion de metoclopramida disuelta a cada tiempo de muestreo
en el ensayo in vitro, tanto en agua, es decir el medio oficial de USP 23, como en HCI
0.1 N, medio alternativo ensayado para confirmar correlaciones in vitro-in vivo,
utilizando soluciones standards de metoclopramida en concentraciones de 16 pg/ml,
preparadas cada dia de trabajo, segun las siguientes ecuaciones:

_ (Amt.,,,-Cst.) 900

C, + Auxiliar
Ast .., 1000

donde:
Cy = Concentracion de Metoclopramida a tiempo t; , expresada en mg/900 ml
Amt,;; = Absorbancia a 272 nm de cada alicuota muestreada a los distintos tiempos
Ast;;; = Absorbancia a 272 nm de la solucion Standard de metoclopramida
Cst = Concentracion de la solucion Standard de metoclopramida
1000 = conversion de ug a mg

900 = volumen total del medio de disolucion
Auxiliar = correccion por cada alicuota de 5 ml muestreada, siendo:
Auxiliar = (ug/5 ml ) s + (pug/5 ml ) 1

o4 Lt Cot) 500y, 100
Ast.,, 1000 Coo
donde:
Cs% = Concentracion de metoclopramida a tiempo t; , expresada en porcentaje del

valor declarado.
C. = Concentracion declarada de metoclopramida.

Un modelo de la hoja de calculo para obtener la concentracién de metoclopramida
disuelta a cada tiempo, expresada como mg/900 ml y como porcentaje del valor
declarado, en el ensayo de disolucion in vitro, aparece en la Tabla 15, siendo el
correspondiente a la Formulacion A, en medio acuoso. De igual manera se procedid para
el resto de los ensayos.

En la Figura 24 se muestran los perfiles de disolucién de ambas formulaciones en los
dos medios ensayados.

2.2. Determinacion del orden cinético con que se disuelve la metoclopramida, en los dos
medios de disolucion ensayados, calculado mediante la obtencidn de los coeficientes de
correlacion de las relaciones: Cantidad de metoclopramida disuelta en funciéon del
tiempo, es decir: Ct vs. t (orden cero), y del logaritmo de la cantidad no disuelta de
metoclopramida en funcion del tiempo, es decir: 1g (1 - (C/Cs)) vs. t; donde C; es la
concentracion de metoclopramida a tiempo t, expresada en mg/900 ml y C,, es la
concentracion declarada de metoclopramida, expresada en mg/900 ml, (primer orden).
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TABLA 15
Tiempo . A272 pg/ml pg/5ml Auxiliar - | mg/900ml %
Comprim. 1
5 0,209 5,91 29,56 29,56 5,32 52,40
10 0,331 9,36 46,81 76,37 8,46 83,29
20 0,393 11,12 55,58 131,94 10,08 99,29
30 0,391 11,06 55,29 187,24 10,08 99,34
40 0,4 11,31 56,57 243,80 10,37 102,14
50 0,401 11,34 56,71 300,51 10,45 102,95
60 0,401 11,34 56,71 357,22 10,51 103,51
Comprim. 2
5 0,202 5,71 28,57 28,57 5,14 50,39
10 0,326 9,22 46,10 74,67 8,33 81,60
20 0,378 10,69 53,46 128,12 9,70 95,02
30 0,384 10,86 54,30 182,43 9,90 97,04
40 0,399 11,29 56,43 238,85 10,34 101,31
50 0,401 11,34 56,71 295,56 10,45 102,37
60 0,401 11,34 56,71 352,27 10,50 102,92
Comprim.3
5 0,193 5,46 27,29 27,29 4,91 48,15
10 0,282 7,98 39,88 67,17 7,21 70,62
20 0,365 10,32 51,62 118,79 9,36 91,71
30 0,371 10,49 52,47 171,26 9,56 93,72
40 0,38 10,75 53,74 225,00 9,84 96,47
50 0,4 11,31 56,57 281,56 10,41 101,99
60 0,401 11,34 56,71 338,27 10,49 102,79
Comprim.4
5 0,145 3,88 19,40 19,40 3,49 34,39
10 0,28 7,49 37,47 56,87 6,76 66,59
20 0,372 9,96 49,78 106,65 9,02 88,78
30 0,385 10,30 51,52 158,17 9,38 92,35
40 0,408 10,92 54,60 212,76 9,99 98,31
50 0,41 10,97 54,86 267,63 10,09 99,32
60 0,412 11,03 55,13 322,76 10,19 100,34
Comprim.5
5 0,277 7.41 37,07 37,07 6,67 65,44
10 0,346 9,26 46,30 83,37 8,37 82,11
20 0,399 10,68 53,39 136,76 9,69 95,08
30 0,405 10,84 54,19 190,95 9,89 97,03
40 0,41 10,97 54,86 245,82 10,07 98,74
50 0,414 11,08 55,40 301,21 10,22 100,22
60 0,419 11,21 56,07 357,28 10,39 101,95
Comprim.6
5 0,214 5,73 28,64 28,64 5,15 52,27
10 0,294 7,87 39,34 67,98 7,11 72,10
20 0,34 9,10 45,50 113,47 8,26 83,73
30 0,378 10,12 50,58 164,06 9,22 93,47
40 0,38 10,17 50,85 214,90 9,32 94,47
50 0,385 10,30 51,52 266,42 9,49 96,21
60 0,4 10,71 53,53 319,95 9,90 100,40
TABLA 15. Concentraciones de metoclopramida disueltas a cada tiempo en

medio acuoso. Formulacién A .
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FIGURA 24

Perfiles de disolucion in vitro de las Formulaciones A y B conteniendo
Metoclopramida, en aguay en HC10.1 N
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2.3. Determinacion de la constante de disolucion (kd) de metoclopramida y del tiempo
en el que se disuelve el 50% de la droga (tse+), a partir de conocer la cinética con que se
disuelve, en ambos medios, segun las siguientes ecuaciones:

Para orden cero: kd = %
i =2
50% 2 kCi

Para primer orden: kd = —Ig[1- (_g_t_) ]g

0.693

tSO% - kd

Las dos formulaciones, en medio acuoso, se disuelven de acuerdo a una cinética de
primer orden, en cambio en medio de acido clorhidrico la Formulacion B lo hace
siguiendo una cinética de orden cero, mientras que la Formulacion A sigue una cinética
de primer orden.

En la Tabla 16 se encuentran los valores de kd y de tsoy, calculados para las dos
formulaciones en los dos medios ensayados.

2.4. Determinacion de la cantidad disuelta de metoclopramida a los 30 minutos, que de
acuerdo con la normativa de USP 23 no debe ser inferior al 75 % de la cantidad total
(Q30), calculada mediante la ecuacion:

_ (A Cst) 900 + Auxiliar-@

Ast., 1000 Coo

Oso

donde: 43 = Absorbancia a 272 nm de la alicuota correspondiente a los 30 minutos.
Los valores de Qs obtenidos figuran en la Tabla 16.

2.5. Determinacion del porcentaje total de metoclopramida disuelto al término de la
experiencia, es decir, 60 minutos. (Fd%), calculado mediante la ecuacion:

(g -Cst.) 900 +Auxiliar-@

Ast.,, 1000 Coo

Fd% =

donde: A5 = Absorbancia a 272 nm de la alicuota correspondiente a los 60 minutos.
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Los porcentajes totales disueltos al cabo de los 60 minutos de cada ensayo de disolucion
(Fd%) figuran en la Tabla 16.

2.6. Determinacion de la Eficiencia de Disolucion (ED%), calculada mediante la

siguiente expresion:

ABC

100

ED% = -100

donde:

ABC = Area bajo la curva de disolucién

Q100 = Cantidad correspondiente al 100% de metoclopramida disuelta

t = Tiempo maximo elegido para el calculo del ABC, en nuestro caso 60
minutos.

2.6.1. Calculo del ABC mediante el método de los trapezoides el cual consiste en dividir
la curva en tantos trapecios como datos de cantidad disuelta de droga se dispongan,
determinar el area de cada trapecio y luego sumarlos.

C,+C,
AreaTrapecio = Z% (Tgary — 1)
donde:
C; = Concentracion disuelta a cualquier tiempo t;

C+1 = Concentracion disuelta al tiempo siguiente tg.)

La ED% para cada formulacién y en cada medio de disolucién figuran en la Tabla 16.
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TABLA 16
A
Parametros Agua HCl 0.1 N Agua HCI 0.1N
kd 0,1334 0,0414 0,0483 0,129*
t50% 5,19 16,72 14,35 38,76
ED% 88,85+ 1,9 82,63 +1,73 62,00 £ 5,21 54,64 + 1,93
Q30 98,82 + 0,89 90,37 + 0,70 86,65 + 0,65 57,53+ 0,83
Fd% 101,98 + 0,65 92,86 + 0,41 95,82 + 1,40 86,28 + 0,69
TABLA 16. Parametros de disolucion calculados para los comprimidos de las

Formulaciones A y B, en medio acuoso y en medio de HC1 0.1N

La kd est4 expresada en 1/minutos
* kd expresada en (mg/ml)/minutos
El1t50% esta expresado en minutos
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2.7. Célculo de la curva de calibracion del método por HPLC para determinar los niveles
de metoclopramida en las muestras de orina:

La linealidad de la curva de calibracion por HPLC, para realizar el seguimiento de los
niveles de metoclopramida en orina, fue encontrada en el rango de concentraciones entre

0.4-6pg/ml.

Los valores de Area/10000 para cada una de las soluciones de metoclopramida standard
preparadas en orina blanco, fueron:

ot T

e | Concentracion | x . sian e
0,4 2,13 0,4 1,69
0,6 2,86 0,6 2,84
1,0 5,68 1,0 5,35
2.0 11,29 2.0 10,93
4,0 22,09 4,0 21,44
6.0 34.46 6.0 32,72

® Valor medio de tres inyecciones de la misma solucién standard

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b), con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a= -0328+0.26

b= 5.944+0.09
con un coeficiente de correlacion r = 0.999 (Figura 25)

Con el fin de confirmar el analisis de regresion se realizo un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relaciéon Ri vs. Concentracion nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucion y ademas la sumatoria de los Ri debe ser proxima a cero. Se

encontré un valorde : Y Ri = 4,35x 10™* (Figura 26)

Con la misma finalidad se realiz6 el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Area/10000, con la concentracion, que en funcion de la
misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones de la curva de
calibracion. (Figura 27)

Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

En la Figura 28 se puede observar un cromatograma tipo de la determinacion de
metoclopramida en orina por el método de HPLC.
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FIGURA 25

Curva de Calibracién de Metoclopramida en orina por HPLC

Area

Curva de regresion ajustada
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Concentracién (ug/ml)

Rango = 0,4 - 6 pg/ml

Ordenada al origen (a) y Pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95 %, considerando Area/10000:

a=-0,328 + 0,264
b =5,943 + 0,090

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,999
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FIGURA 26

Método grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibracion de metoclopramida en orina por HPLC
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FIGURA 27

Analisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la curva de
calibracion de metoclopramida en orina por HPLC
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FIGURA 28

Cromatograma tipo de Metoclopramida en orina

Columna: RP-18, 125 mm x 4 mm (5p)

Fase M6vil: Agua con 1,3% trictilamina a pH 6.8
con AcOH:Metanol: Acetonitrilo

(77:16:8)

%]

Flujo: 1,2 ml/min

Detecci6én: 309 nm
Temperatura: 30°C
Volumen de Inyeccién: 20 pl

5.61

2.93

Tiempo de retencién de Metoclopramida = 5.61
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2.8. Calculo de la Precision del Sistema, expresada como el Coeficiente de Variacion
(CV) de seis inyecciones de la misma solucion de un standard de metoclopramida en
orina blanco, siendo:

donde:
S@-1) = desviacion standard
X = Promedio de los seis valores de Area

La precision del sistema fue de 0.9 %, expresada como Coeficiente de Variacion (CV)

2.9. Calculo de la Precision del método, expresada como el CV de cinco muestras de
orina conteniendo metoclopramida standard.

La precision del método fue de 3.8 %, también expresada como CV.

2.10. Calculo de la Precision interdia, expresada como el CV de cuatro inyecciones de la
misma muestra en cuatro dias distintos.

La precision interdia fue de 3.5 %, expresada como CV.

2.11. Célculo de la exactitud del método realizando un ensayo de recuperacion,
utilizando nueve muestras preparadas con standard de metoclopramida agregado a
blancos de orina, en concentraciones comprendidas dentro del rango de la curva de
calibracion, expresada como % medio de Recuperacion = desviacion tipica de la media.

El porcentaje de recuperacion fue de 97.43 + 0.52, expresado como % medio =+
desviacion tipica del valor medio, paran=9.

2.12. Calculo de la cantidad acumulativa de metoclopramida en orina expresada en mg,
mediante la utilizacion de la curva de calibracion, segun la siguiente expresion:

Cant. Acum.= ﬁrff'bi"—a)- f-Vol+D
donde:
Cant.Acum. = cantidad acumulativa de metoclopramida en orina a un tiempo t;
Areay = Area/10000 de la muestra correspondiente al tiempo t;
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
f = factor de dilucién
Vol. = Volumen total de orina excretado al tiempo t;
D = cantidad acumulativa de metoclopramida en orina a un tiempo tg.)

Un modelo de la hoja de calculo para obtener las cantidades acumulativas de
metoclopramida en orina a cada tiempo, aparece en la Tabla 17, siendo el
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correspondiente a la Formulacion A. De igual manera se procedié para el resto de los
comprimidos.

En la Figura 29 se muestran los perfiles medios de excrecion urinaria acumulativa de
metoclopramida, para ambas formulaciones y en la Figura 30 la cantidad acumulativa
para cada sujeto y para cada formulacion.

2.13. Calculo de la velocidad de excrecion urinaria, expresada en mg/h, mediante la
siguiente ecuacion:

(dE ) _ E 2 E 11
di (11+12)/2 t,—1,
donde:
dE/dt = Velocidad de excrecion
E;; = Cantidad excretada al tiempo t»
E; = Cantidad excretada al tiempo t;

Un modelo de la hoja de calculo para obtener la velocidad de excreciéon maxima de
metoclopramida en orina, aparece en la Tabla 18, siendo el correspondiente a la
Formulacioén A. De igual manera se procedio para el resto de los comprimidos.

En la Tabla 19 aparecen los valores de los parametros de biodisponibilidad, calculados a
partir de los niveles urinarios de droga, para cada voluntario y para cada formulacion,
con sus correspondientes valores medios y sus dispersiones. Los mismos son: cantidad
maxima excretada de metoclopramida al cabo de las 24,5 horas luego de ser
administrados los comprimidos (E24 5); maxima velocidad de excrecion urinaria (dE/dt)max
y el tiempo de maxima velocidad de eliminacion, tpsx -

En la Figura 31 se grafica la media de la velocidad de eliminacion urinaria de
metoclopramida en funcion del tiempo, para ambas formulaciones.

2.14. Calculo de la Biodisponibilidad Relativa (F) de metoclopramida, a partir de la
cantidad méaxima de droga excretada por orina, segun la siguiente ecuacion:

E
24,5
F — Test

E

24,5Re f.
donde:
Test. Formulacion Test (Formulacion A)

Ref.: Formulacion Referencia (Formulacion B)

Los valores de F obtenidos para los ocho voluntarios, son los siguientes:
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isponibilidad Relativa (F)
B P D E

1,5 0,75 1,15 1,14

094 | 091

Ezqs 0,68

2.15. Analisis estadistico. Aplicacion de un ANOVA con los porcentajes disueltos en
los distintos tiempos ensayados, tanto en agua como en HCl 0.1 N para las dos
formulaciones.

Aplicacion de un ANOVA con los valores de excrecion urinaria, E;4s5 , y con los datos
de velocidad maxima de excrecion .

Se establecieron los limites de confianza del 90%, basado en el test de la hipotesis
intervalar, para los valores de Esq s, de ambas formulaciones. (Steinijans y Diletti, 1983)

En la Tabla 20 se vuelcan los resultados del ANOVA, realizado con los porcentajes
disueltos en el ensayo de disolucion, con los valores de E4s y con las velocidades
méaximas de excrecion.

El intervalo de confianza calculado para la cantidad excretada a las 24,5 hs fue de 0.81 -
1.17. (Region de tolerancia: 0.8 - 1.25)

En el capitulo de discusion se analizan los resultados encontrados.
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TABLA 17

Droga: Metoclopramida.
Especialidad: Formulacién A
Muestra: orina.

Voluntario: G.Y.
Hora de administracion: 7:20
Edad: 27
Peso: 55 kg.
Muestra | Tiempo Hora Volumen Area | mg excret. | mg acum.
1 0,5 7:50 15 47848 0,065 0,065
2 1 8:20 70 59409 0,369 0,434
3 1,5 8:50 400 25951 0,984 1,417
4 2,5 9:50 80 42453 0,308 1,725
5 3,5 10:50 120 54333 0,582 2,307
6 4,5 11:50 140 39643 0,506 2,813
7 5,5 12:50 50 49468 0,222 3,034
8 8,5 15:50 100 26057 0,247 3,281 "
9 11,5 18:50 65 12824 0,088 3,369
10 14,5 21:50 320 10264 0,365 3,734
11 24,5 7:50 100 9158 0,105 3,839

TABLA 17 Cantidades acumulativas de metoclopramida en orina a cada tiempo,
para un voluntario al cual se le administraron dos comprimidos de la
Formulacion A.

Las muestras fueron diluidas 1:5
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FIGURA 29
Perfiles medios de excrecion urinaria acumulativa de Metoclopramida
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FIGURA 30

Cantidad acumulativa de metoclopramida en orina para las
Formulaciones A y B
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B Formulaciéon B

Sujetos

Cantidad acumulativa de metoclopramida en orina, para cada sujeto

y para cada formulacion administrada
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TABLA 18

Droga: Metoclopramida.
Especialidad: Formulaciéon A
Muestra: orina.

Hora de administracion: 6:15

Voluntario: M.C.
Edad: 25
Peso: 49 kg.

T mg acum. t dE/dt
0,5 0,05 0 0

1 0,30 0,75 0,501
1,5 0,96 1,25 1,314
2,5 1,50 2 0,541
3,5 1,81 3 0,316
4,5 1,99 4 0,175
5,5 2,20 5 0,209
8,5 2,66 7 0,155
11,5 3,62 10,00 0,318
14,5 3,68 13,00 0,019
24.5 3,85 19,50 0,017

TABLA 18. Velocidad de excrecion de metoclopramida

en orina, para un voluntario al cual se le
administr6 dos comprimidos de la
Formulacién A.

T : tiempo de muestreo de orina
t :tiempo medio del muestreo de orina
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TABLA 19
foe E24,5 (dE/dt)max. tméx,
Sujetos (mg) (mg/h) (h)

A B A B A B

1 6,77 9,99 1,67 1,33 2 2

2 2,51 2,66 0,74 0,46 0,75 2
3 2,99 3,29 0,75 0,69 2 0,75

4 2,59 2,59 0,58 0,46 0,75 2
5 3,52 2,35 0,46 0,42 1,5 1,25

6 2,63 3,53 0,59 0,56 2 3
7 3,85 3,36 1,31 0,61 1,25 1,25

8 2,29 2,01 0,58 0,37 0,75 2
Media 2,91 2,83 0,72 0,51 1,29 1,75
Sm 0,22 0,21 0,11 0,04 0,21 0,38

TABLA 19. Parametros de biodisponibilidad para las Formulaciones A y B, a partir de

niveles urinarios de clorhidrato de metoclopramida.
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FIGURA 31

Perfiles medios de velocidad de excrecion urinaria de Metoclopramida
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TABLA 20
ANOVA
PARAMETROS F P
calculado critico
% Disuelto en Agua 0,82 1,93 0,61
% Disuelto en HC10.1 N 1,18 2,44 0,33
E 24,5 0,075 4,75 0,79
(dE/dt)max. 3,23 4,75 0,097

TABLA 20 Resultados del ANOVA realizado con los parametros

de disolucién y de excrecion urinaria de metoclopramida

122
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DISCUSION

2. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD RELATIVA Y
BIOEQUIVALENCIA DE COMPRIMIDOS DE
METOCLOPRAMIDA. ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO

El Clorhidrato de Metoclopramida es una droga perteneciente al grupo de las
benzamidas, utilizada en el tratamiento de nauseas y vomitos, que ejerce la mayoria de
sus efectos a nivel del sistema nervioso central, caracteristico del bloqueo de los
receptores dopaminérgicos. (7eng et al., 1977, Dollery, 1991)

Se absorbe con rapidez y por completo después de su administracion oral, pero el
primer paso hepatico reduce su biodisponibilidad a un 75%, aproximadamente. El
farmaco se distribuye con rapidez en la mayoria de los tejidos y atraviesa facilmente la
barrera hematoencefalica. Hasta un 30% de la droga se excreta sin cambios en la orina, y
el resto se elimina por orina y bilis después de su conjugaciéon con acido glucurénico 6
sulfurico. (Goodman Gilman et al., 1990)

En esta parte del trabajo se analiz6 la biodisponibilidad de una formulacion
desarrollada y elaborada en la Unidad de Producciéon de Medicamentos (UPM),
conteniendo clorhidrato de metoclopramida, que ofrecié un buen comportamiento en el
ensayo de disolucion in vifro, comparandola con una partida de comprimidos de amplia
utilizacién en el mercado farmacéutico argentino. Nuestro objetivo fue determinar si in
vivo presentaba el mismo comportamiento que in vifro y si podiamos considerar ambas
formulaciones bioequivalentes, para completar el control de calidad biofarmacéutico de
las mismas.

El primer paso fue analizar su comportamiento in vifro. Ambas formulaciones
cumplieron con los requisitos de USP 23, respecto a la cantidad de principio activo
disuelto a los 30 minutos, en medio acuoso. También analizamos la disolucidn en acido
clorhidrico 0.1 N, que fue significativamente menor (Tabla 16 y Figura 24). El
resultado del ANOVA realizado con los porcentajes disueltos en los distintos tiempos
para las dos formulaciones, en ambos medios, nos indica que no hay diferencias
significativas (p>0.05) en ninguno de los casos, Tabla 20. Es decir, que ambas
formulaciones ofrecieron el mismo comportamiento de disolucién, aun en distintas
condiciones.

Para realizar el seguimiento de la droga in vivo, el primer paso fue optimizar un
método por HPLC que nos permitiera realizar dicho seguimiento de una manera
selectiva, en el fluido biologico seleccionado, orina, esta selectividad la podemos apreciar
en la Figura 28. La validacion del método nos aseguré estar trabajando en las
condiciones adecuadas, ver Figuras 25, 26 y 27. Ademas los valores de precision y el
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porcentaje de recuperacion de droga desde el fluido biologico, del orden del 97%,
completaron una buena validacion del método.

Al realizar el ANOVA con los valores de excrecion urinaria acumulativa y con los
datos de velocidad maxima de excrecion, no aparecen diferencias significativas (p>0.05),
entre las dos formulaciones, (Tabla 20) lo cual nos esta revelando un comportamiento
estadisticamente similar en cuanto a absorcion y eliminacion de la droga y que a su vez se
correlaciona con los resultados encontrados in vitro.

Aunque estadisticamente no encontramos diferencias, podemos apreciar en la
Tabla 19 y en la Figura 29 | los perfiles de excrecion acumulativa , que nos muestran
niveles muy similares, aunque levemente superiores para la Formulacién A, es decir la
elaborada en la UPM. Al realizar la comparacion individual entre sujetos, Figura 30,
podemos notar que mientras en el sujeto 4 los niveles acumulados son iguales, tres
sujetos presentan cantidades excretadas mayores frente a la administracion de la
Formulacién A que a la B, en tanto los otros tres es a la inversa, no hemos considerado
al sujeto 1, por ser un outlier, como ya fue aclarado.

Este mismo comportamiento aparece en la Figura 31 donde registramos la
velocidad de excrecion de ambas partidas de comprimidos, cuyos perfiles también nos
revelan una mayor velocidad de la Formulacion A , sobre todo inicialmente, hasta
aproximadamente las 2 horas, luego de administrada la formulacién.

Por otra parte hemos corroborado la similitud de los niveles encontrados de
metoclopramida libre, en la excrecion urinaria, con los informados por otros autores
(Bateman et al., 1978) que luego de administrar 10 mg de clorhidrato de
metoclopramida, detectan alrededor de un 12 % de la dosis en la excrecion urinaria de
voluntarios sanos, mientras que nuestras experiencias arrojan un porcentaje cercano al
15%.

Para confirmar estos resultados y llegar a una conclusion sobre la bipequivalencia
de las formulaciones, se calcularon los limites del intervalo de confianza del 90%, para la
cantidad excretada a las 24.5 horas, los cuales fueron 0.81 - 1.17. Si consideramos que la
region de tolerancia es de 0.80 - 1.25, podemos afirmar que ambas formulaciones son
bioequivalentes, es decir que podran ser intercambiables en una prescripcion, por
presentar la misma biodisponibilidad.
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3. INFLUENCIA DE LA TECNOLOGIA DE

ELABORACION

SOBRE LA DISOLUCION DE COMPRIMIDOS DE

AMPICILINA. ENSAYOS IN VITRO.



MATERIALES Y METODOS
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3. INFLUENCIA DE LA TECNOLOGIA DE
ELABORACION SOBRE LA DISOLUCION DE COMPRIMIDOS
DE AMPICILINA. ENSAYOS IN VITRO

MATERIALES Y METODOS

Materiales

* Ampicilina, trihidrato, droga en polvo uso comercial, grado USP 23
* Almidon, lactosa, PVP y estearato de magnesio, grado USP 23
* Aerosil y Avicel PH 101, NF 18

* Comprimidos comerciales disponibles en el mercado farmacéutico argentino,
conteniendo 500 mg de Ampicilina, de cuatro laboratorios productores distintos,
identificados como Laboratorios (Lab.) A, B, C y D, correspondientes cada uno de ellos
a una misma partida.

* Comprimidos no recubiertos, conteniendo 500 mg de Ampicilina, expresada
como ampicilina anhidra, elaborados por el personal de la Unidad de Produccion de
Medicamentos (UPM), mediante dos métodos distintos.

Una partida (AUPMy,) fue preparada por granulacion por via himeda y
compresion. Otra partida (AUPMy;,) fue elaborada por el método de granulacion por via
seca, es decir, doble compresion 6 compresion directa, utilizando los mismos excipientes
que para la AUPMy;, con excepcion del PVP. Una tercera partida (AUPMy;) fue
preparada también por el mismo método de compresion directa, pero empleando
excipientes modificados, como son la celulosa microcristalina 6 Avicel y el dioxido de
silicio coloidal 6 Aerosil.

Las modificaciones realizadas a las partidas fueron sugeridas a consecuencia de los
resultados de disolucion encontrados.

La composicion de las diferentes partidas figura en la Tabla 21:
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~ COMPRIMIDOS DE AMPICILINA

_ AUPMy; AUPMy; | AUPMy;
Ampicilina, trihidrato 580 580 580
Almidon 80 60 10
Lactosa 60 80 -
PVP 20 - -
Estearato de magnesio 10 40 10
Aerosil - - 4
Avicel - - 156

TABLA 21. Composicion de los comprimidos de Ampicilina, expresada en
mg de componente por comprimido.

Equipos

* Equipo de disolucion de comprimidos Alycar Mod. AD150

* Espectrofotometro Beckman M26

* Cromatografo liquido Konik KNK 500G con una bomba de doble piston;
equipado con un detector de longitud de onda variable, modelo 204 Linear; un inyector
Rheodyne modelo 7125, con un loop fijo de 20 pL; un microprocesador KNK 029-375 y
un integrador Spectra Physics, modelo Datajet SP 4600.

* Una columna Lichrocart RP-18 (125 mm x 4 mm de diametro interno y 5 um
de tamafio de particula, con un guarda columna Supelco (50 mm x 4.6 mm de diametro

interno) rellena con Pelliguard LC-18 de 40 um de tamafio de particula.

* Micropipeta automatica Socorex de 100-1000 pL y Pipeta automatica
Eppendorf de 500-5000 uL.

* Balanza Metler Toledo AG 204

Contenido de ampicilina

Se determiné el contenido de ampicilina de todos los comprimidos ensayados
mediante la utilizacion de dos métodos: absorcion al UV en medio de agua destilada, a
265 nm y por HPLC. Para ello se pesaron individualmente 20 comprimidos y se
determind el peso promedio. Se pulverizaron y se pesaron alicuotas correspondientes a
20 mg de principio activo (aproximadamente 30 mg de pulverizado) que se llevaron a 50
ml con agua destilada, de tal manera de obtener una concentracion de 0,4 mg/ml, se
agitaron mecanicamente durante 30 minutos, se filtraron y se leyeron al UV a 265 nm.
Los resultados, expresados en porcentaje del valor declarado, se obtuvieron a partir de
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una curva de calibracion calculada por el método de regresion lineal de minimos
cuadrados. Se realizaron cinco réplicas de la valoracion.

Del mismo pulverizado de los comprimidos se pesaron alicuotas correspondientes
a 25 mg de ampicilina (aproximadamente 38 mg de pulverizado) que se llevaron a 25 ml
con agua destilada, de tal manera de obtener una concentracién de 1 mg/ml, se agitaron
mecanicamente durante 30 minutos, se filtraron por membrana de nylon de 0.45 um y se
inyectaron en el cromatdgrafo por triplicado. Los resultados, expresados en porcentaje
del valor declarado, se obtuvieron a partir de soluciones de referencia, preparadas cada
dia de trabajo, con ampicilina standard de titulo 99.4% y 0.48% de humedad, en
concentraciones de 1 mg/ml, para lo cual se pesaron 25 mg de ampicilina standard que se
disolvieron en 25 ml de agua destilada, se filtraron por membrana de nylon de 0.45 pm y
se inyectaron, también por triplicado, en el cromatografo. Se realizaron tres réplicas de la
valoracion.

Las condiciones cromatograficas utilizadas fueron las siguientes:

Fase movil: Fosfato monobasico de potasio 0.1 M : Acetonitrilo (70:30)
Flujo: 1 ml/minuto

Volumen de inyeccion: 20 pL

Temperatura: 25 °C

Deteccion: 254 nm

Validacion del método de Absorcion al UV

Para la validacion del método de Absorcion al UV, a 265 nm, se obtuvo una
curva de calibracion en medio de agua destilada, en un rango de concentraciones entre
0,16 - 0,8 mg/ml. Para ello se prepararon, por duplicado, dos soluciones madres de
ampicilina standard (titulo 99.4%, con 0.48% de humedad) de 0,8 mg/ml, pesando 20 mg
de droga standard que se disuelven en 25 ml de agua destilada. A partir de estas
soluciones madres se prepararon tres diluciones para obtener las siguientes
concentraciones:

Se leyeron al UV a 265 nm todas las diluciones obtenidas y los datos de Absorbancia en
funcién de la concentracion, se analizaron por regresion lineal, utilizando el programa
Microsoft Excel 5.0, evaliandose linealidad.
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Estudio de disolucion in vitro

Se efectud de acuerdo a la normativa de USP 23, cuyas condiciones de trabajo
son las siguientes:

Medio: 900 ml de agua destilada a 37 °C
Aparato: 1 (canastillo)
rpm: 100

El ensayo se realizé bajo condiciones “non sink”, retirandose alicuotas de 5 ml a
los 5, 10, 20, 30, 40, 45, 50 y 60 minutos, reponiéndose el mismo volumen con agua
destilada a 37 °C; las muestras se filtraron y se valoraron mediante el método de
absorcion a 265 nm. Los resultados se expresaron en mg/900 ml de agua destilada y en
porcentaje del valor declarado, utilizando la curva de calibracion calculada. Se analizaron

seis comprimidos de cada especialidad ensayada.

Parametros de disoluciéon

A vpartir de las concentraciones de ampicilina disueltas a cada tiempo, se
calcularon las constantes cinéticas y los parametros de disolucion siguientes: orden
cinético, constante de disolucion (kd), tiempo en el cual se disuelve el 50 % del valor
declarado en la formulacion (tses ), cantidad disuelta a los 45 minutos (Qss), cantidad
disuelta al cabo de la experiencia (Fd%), Eficiencia de la Disolucién (ED%), Tiempo
medio de disolucién (MDT).

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de los parametros arriba mencionados con sus
respectivas desviaciones standards. Con los valores de ED% se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) y se aplico el método de comparacion multiple de la Minima
Diferencia Significativa (LSD), basado en la prueba t de Student
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CALCULOS Y RESULTADOS

3.1. Curva de calibracion del método de absorcion al UV a 265 nm, para determinar el
contenido de ampicilina y para realizar el seguimiento de la disolucion de los
comprimidos, en medio acuoso, método de regresion lineal.

La linealidad de la curva de calibracion fue encontrada en el rango de concentraciones
entre 0,16 - 0,8 mg/ml .

Los valores de Absorbancia a 265 nm para cada una de las soluciones de ampicilina
standard preparadas, teniendo en cuenta que se pesaron 20,6 mg de standard que se
llevaron a 25 ml con agua destilada y que se realizaron las correspondientes correcciones
por titulo (99.4%) y por contenido de humedad (0.48%), fueron:

0,1648 0,178 0,1648 0,174
0,412 0,413 0,412 0,427
0,6592 0,647 0,6592 0,638
0,824 0,783 0,824 0,786

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a= 0.030707 £ 0.0096
b= 0,922413 £ 0.0192

con un coeficiente de correlacion r = 0.9995 (Figura 32)

Con el fin de confirmar el analisis de regresion se realizo un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relacion Ri vs. Concentracion nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucién y ademas la sumatoria de los Ri debe ser proxima a cero. Se
encontr6 un valor de la sumatoria de: ¥ Ri = -9,992x 10™® (Figura 33)

Con la misma finalidad se realizé el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Absorbancia a 265 nm, con la concentracién, que en
funcion de la misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones
de la curva de calibracion. (Figura 34)
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FIGURA 32

Curva de calibracion de ampicilina por Absorcion al UV a 265 nm

Absorbancia a 265 nm

Curva de regresion ajustada
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Rango = 0,16 - 0,8 mg/ml

Ordenada al origen (a) y Pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%:

a=0,030707 + 0,018

b=0,922413 + 0,032

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,9996
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FIGURA 33

Meétodo grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibraciéon de ampicilina por Absorcién al UV a 265 nm
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FIGURA 34

Analisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la Curva de
calibracion de ampicilina por Absorcion al UV a 265 nm
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Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

3.2. Célculo del contenido de ampicilina en cada una de las partidas, de todas las
formulaciones ensayadas. El control se realizé por el método de absorcion a 265 nm, por
quintuplicado, utilizando la curva de calibracion obtenida, mediante la siguiente
ecuacion:

Ays — Q) 100

C%=( -50-
P

donde:

C% = Porcentaje del valor declarado de ampicilina en los comprimidos
Azss = Absorbancia a 265 nm de la solucion preparada con el pulverizado de los

comprimidos
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
50 = correccién por dilucién
P = cantidad declarada de ampicilina en la alicuota del pulverizado

Para el control realizado aplicando el método de HPLC se utilizaron soluciones
de referencia, preparadas cada dia de trabajo, en concentraciones de 1 mg/ml y para los
calculos se utiliz6 la siguiente expresion:

(Area,, -Cst) 100

C% =
° Area,, C.
donde:
Area,; = Area de la muestra de ampicilina
Cst = Concentracion de la solucion standard de ampicilina
Area, = Area del standard de ampicilina
Cn = Concentracion declarada de ampicilina en la alicuota del pulverizado

En la Figura 35 se puede observar un cromatograma tipo de la determinacion de
ampicilina por HPLC.
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FIGURA 35
Cromatograma tipo de Ampicilina

Columna: RP-18, 125 mm x 4 mm (5p)

Fase Mévil: PO4H2K 0,1M:Acetonitrilo
(70:30)

Flujo: 1 ml/min

Deteccion: 254 nm

Temperatura: 25°C

Volumen de Inyeccién: 20 pl

.69

4.74

Tiempo de retencion de Ampicilina = 4.74
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Los resultados de la valoraciéon de los comprimidos de ampicilina ensayados,
expresados como porcentaje del valor declarado + desviacion tipica de la media, para n
=5, en el caso del método de absorcion al UV y para n = 3, en el caso del método por
HPLC, figuran en la Tabla 22 :

_ Comprimidos | UVa265om |  HPOE
AUPM,, 114,30 + 0,92 113,89 + 1,23
AUPM,, 119,72 + 1,07 119,02 + 0,88
AUPMy; 96,98 + 0,99 93,58 +0,28

Lab. A 109,84 + 1,35 99,50 + 1,56
Lab. B 104,45 + 0,85 102,09 + 1,90
Lab. C 96,82 + 0,31 96,66 + 0,97
Lab.D 101,68 + 0,82 104,43 £ 0,89

TABLA 22. Contenido de ampicilina de los comprimidos
ensayados. Los valores tabulados corresponden
al valor medio + Sm, expresados como % de la

cantidad declarada de ampicilina.
Sm: desviacion tipica de la media

3.3. Calculo de la concentracion de ampicilina disuelta a cada tiempo en el ensayo de
disolucioén, expresada como mg/900ml ;

C, = &Z“bifl- 900 + Auxiliar
donde:
Cu = Concentracion de Ampicilina a tiempo t;
Asss = Absorbancia a 265 nm de cada alicuota muestreada a los distintos tiempos
a = ordenada al origen de la curva de calibracién
b = pendiente de la curva de calibracion
900 = volumen total del medio de disolucion

Auxiliar = correccion por cada alicuota de 5 ml muestreada, siendo:
Aux111ar = (mg/S ml )ﬁ + (mg/S ml )t(i-l)
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Un modelo de la hoja de calculo para obtener la concentracion de ampicilina disuelta a
cada tiempo, en el ensayo de disolucion in vitro, aparece en la Tabla 23, siendo el
correspondiente a la partida de comprimidos del Laboratorio A. De igual manera se
procedio para el resto de los comprimidos.

3.4. Calculo del porcentaje del valor declarado de ampicilina disuelto a cada tiempo en el
ensayo de disolucion:
C,% = (s =D 500+ Auxitiar- 12
b C,
donde:
C. = Concentracion declarada de ampicilina

Con los porcentajes de ampicilina disuelto a cada tiempo se trazaron los perfiles de
disolucion, para cada partida de los comprimidos ensayados, los cuales aparecen en las
Figuras 36y 37.

3.5. Determinacion del orden cinético con que se disuelve la ampicilina, calculado
mediante la obtencion de los coeficientes de correlacion de las relaciones Cantidad de
ampicilina disuelta en funcién del tiempo, es decir: Ct vs. t (orden cero), y del logaritmo
de la cantidad no disuelta de ampicilina en funcion del tiempo, es decir: 1g (1 - (C/C.))
vs. t ; donde C, es la concentracion de ampicilina a tiempo t, expresada en mg/900 ml y
Co es la concentracion declarada de ampicilina, expresada en mg/900 ml, (primer orden).

3.6. Determinacion de la constante de disolucion (kd) de la ampicilina y del tiempo en
el que se disuelve el 50% de la droga (tso=) a partir de conocer la cinética con que se
disuelve , segun las siguientes ecuaciones:

Para orden cero:  kd = %
_ G,
" 2kd
Para primer orden: kd = —lg[l _ (%) ] 2.?;03
0693
50% kd -

Todos los comprimidos ensayados conteniendo ampicilina, siguen una cinética de
disolucién de primer orden. En las Figuras 38 y 39, se grafica el logaritmo de la
cantidad no disuelta de ampicilina en funcién del tiempo para todas las partidas
estudiadas. Con las pendientes de las rectas obtenidas se han estimado las respectivas
constantes de disolucion de primer orden (kd).

Los valores de kd y de tsos, , calculados para todos los comprimidos ensayados, se
encuentran tabulados en la Tabla 24.
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_ TABLA 23
Tiempo | A265 mg/ml | mg/5ml Auxiliar | mg/900 ml %
Comprim.1
5 0,148 0,127 0,636 0,636 114,431 19,73
10 0,199 0,182 0,912 1,548 164,822 28,42
20 0,401 0,401 2,007 3,555 362,806 62,55
30 0,473 0,479 2,397 5,952 435,056 75,01
40 0,503 0,512 2,560 8,512 466,721 80,47
45 0,5 0,509 2,544 11,055 466,354 80,41
50 0,508 0,517 2,587 13,642 476,703 82,19
60 0,515 0,525 2,625 16,267 486,119 83,81
Comprim.2
5 0,118 0,095 0,473 0,473 85,163 14,68
10 0,196 0,179 0,896 1,369 161,733 27,88
20 0,4 0,400 2,002 3,371 361,651 62,35
30 0,498 0,507 2,533 5,903 459,262 79,18
40 0,537 0,549 2,744 8,647 499,843 86,18
45 0,539 0,551 2,755 11,402 504,538 86,99
50 0,522 0,533 2,663 14,065 490,708 84,60
60 0,54 0,552 2,760 16,826 510,931 88,09
Comprim.3
5 0,113 0,089 0,446 0,446 80,285 13,84
10 0,184 0,166 0,831 1,277 149,999 25,86
20 0,348 0,344 1,720 2,997 310,828 53,59
30 0,435 0,438 2,191 5,188 397,425 68,52
40 0,468 0,474 2,370 7,558 431,811 74,45
45 0,491 0,499 2,495 10,053 456,620 78,73
50 0,474 0,481 2,403 12,455 442,529 76,30
60 0,494 0,502 2,511 14,966 464,444 80,08
Comprim.4
5 0,156 0,136 0,679 0,679 122,236 21,08
10 0,234 0,220 1,102 1,781 199,012 34,31
20 0,417 0,419 2,094 3,875 378,648 65,28
30 0,457 0,462 2,311 6,185 419,766 72,37
40 0,466 0,472 2,359 8,544 430,857 74,29
45 0,466 0,472 2,359 10,904 433,216 74,69
50 0,476 0,483 2,413 13,317 445,332 76,78
60 0,471 0,477 2,386 15,704 442,867 76,36
Comprim.5
5 0,233 0,219 1,096 1,096 197,357 34,03
10 0,39 0,389 1,947 3,044 351,623 60,62
20 0,484 0,491 2,457 5,501 445,276 76,77
30 0,536 0,548 2,739 8,239 498,464 85,94
40 0,502 0,511 2,554 10,794 468,033 80,70
45 0,516 0,526 2,630 13,424 484,246 83,49
50 0,513 0,523 2,614 16,038 483,949 83,44
60 0,487 0,495 2,473 18,511 461,198 79,52
Comprim.6
5 0,079 0,052 0,262 0,262 47,115 8,12
10 0,14 0,118 0,592 0,854 106,888 18,43
20 0,339 0,334 1,671 2,525 301,625 52,00
30 0,429 0,432 2,159 4,684 391,100 67,43
40 0,467 0,473 2,365 7,049 430,331 74,20
45 0,472 0,478 2,392 9,440 437,574 75,44
50 0,469 0,475 2,376 11,816 437,039 75,35
60 0,48 0,487 2,435 14,251 450,146 77,61

TABLA 23.Concentraciones de ampicilina disueltas a cada tiempo, para seis comprimidos
del Laboratorio A conteniendo 580 mg de ampicilina.



Comprimidos Ampicilina 139

FIGURA 36

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Ampicilina AUPM
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FIGURA 37

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Ampicilina
de los Laboratorios A, B, Cy D
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FIGURA 38

Logaritmo cantidad no disuelta de ampicilina en funcién del tiempo
Comprimidos UPM
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FIGURA 39

Logaritmo cantidad no disuelta de ampicilina en funcién del tiempo
Comprimidos Laboratorios A, B, Cy D
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Lab.C: a=-0,3388 b=-0,01533 r=0,9270; Lab.D: a=-0,3424 b=-0,00874 r=0,9689



Comprimidos Ampicilina 143

3.7. Determinacion de la cantidad disuelta de ampicilina a los 45 minutos, que de
acuerdo con la normativa de USP 23 no debe ser inferior al 75% de la cantidad total
(Q4s), calculada mediante la ecuacion:

- 00
Qs = &_4_45b_a)_900 + Auxiliar - lc—

oo

donde:
Ay4s = Absorbancia a 265 nm de la alicuota correspondiente a los 45 minutos.
Los valores de Qs obtenidos figuran en la Tabla 24.

3.8. Determinacion del porcentaje total de ampicilina disuelto al término de la
experiencia, es decir, 60 minutos. (Fd%), calculado mediante la ecuacion:

Fd% = (/1601)—"“)-900 + Awa'zriar-lcﬂ

@

donde:
Aso = Absorbancia a 265 nm de la alicuota correspondiente a los 60 minutos.

Los porcentajes totales disueltos al cabo de los 60 minutos de cada ensayo de disolucion
(Fd%) figuran en la Tabla 24.

3.9. Determinacion de la Eficiencia de Disolucion (ED%), calculada mediante la
siguiente expresion:

ABC

100

ED% = -100

donde:

ABC = Area bajo la curva de disolucion

Q100 = Cantidad correspondiente al 100% de ampicilina disuelto

t = Tiempo méaximo elegido para el calculo del ABC, en nuestro caso 60
minutos.

3.9.1. Calculo del ABC mediante el método de los trapezoides el cual consiste en dividir
la curva en tantos trapecios como datos de cantidad disuelta de droga se dispongan,
determinar el area de cada trapecio y luego sumarlos.

C +C

AreaTrapecio = 5 ED  (ary — 1)
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donde:

C; = Concentracion disuelta a cualquier tiempo t;
Cu+1) = Concentracion disuelta al tiempo siguiente tg.)

La ED% para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 24.
3.10. Célculo del Tiempo Medio de Disolucion (MDT) mediante la siguiente ecuacion:

60 ; dC
_0  dt
MDT = J‘“ ac
o dt
Los valores de MDT para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 24.

3.11. Aplicacion de un ANOVA con los valores medios de ED% entre los comprimidos
elaborados en la UPM vy los de los distintos Laboratorios del mercado, con el objeto de
analizar si existen diferencias significativas entre las distintas formulaciones (Sokal y
Rohlf, 1984).

Aplicacion del método de comparacion multiple de la Minima Diferencia Significativa
(LSD), basado en la prueba t de Student, a fin de establecer cuales son los valores
medios de ED% que difieren entre si. (Cid Cdrcamo, 1982)

En la Tabla 25 se detalla el ANOVA realizado con los valores de ED% de todos los

comprimidos analizados y en la Tabla 26, el resultado del Test de la Minima Diferencia
Significativa (LSD).

En el capitulo de discusion se analizan los resultados encontrados.
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TABLA 24

Comprimidos| kd t 50% Q45+ Sm Fd% £ Sm ED% +Sm | MDT +Sm
AUPM 01 0,0725 9,56 100,82 + 1,18 102,31 + 1,50 75,90 + 1,49 36,60 + 0,26
AUPM 02 0,0954 7,26 98,84 + 0,82 100,89 + 1,12 86,30 + 3,02 33,54+ 0,84
AUPM 03 0,0234 29,62 96,10 + 0,78 96,73 + 0,85 90,09 + 1,39 31,87+0,15
Lab. A 0,0291 23,81 79,96 £ 1,93 80,91 + 1,77 59,45 + 1,54 36,43 + 0,37
lab.B 0,0207 33,36 79,27 +£2,13 83,22+£2,12 55,42+ 1,64 39,15+ 0,08
Lab. C 0,0353 19,63 90,79 + 1,35 92,22 + 1,80 74,31 £ 1,76 35,00 + 0,33
Lab.D 0,0201 34,42 98,72 + 0,69 100,47 + 0,61 85,87 + 0,80 33,64 £ 0,20

TABLA 24. Parametros de disolucion calculados para los comprimidos de ampicilina

analizados.

La kd est4 expresada en 1/minutos

Elt 50% esta expresado en minutos

EIMDT est4 expresado en minutos

Sm : Desviacion tipica de la media paran =6
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TABLA 25
Origen de la Suma de Grados de Media de F
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Entre
laboratorios 6132,34 6 1022,06 45,75
Error 714,83 32 22,34
Total 6847,17 38 1044,4
TABLA 25. Resultado del andlisis de varianza realizado con los valores medios de

ED% de todos los comprimidos de ampicilina ensayados.

F 0,05 (6,32) =2,40
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TABLA 26
LabB  LabA  LabC AUPMOl LabD AUPMO2 AUPM 03
ED% 5542 59,45 74,31 759 8587 86,3 90,09
AUPMO03 90,09 3467 30,64 1578 14,19 422 3,79 0
AUPM 02 86,3 30,88 26,85 11,99 10,4 0,43 0
Lab.D 8587 3045 2642 11,56 9,97 0
AUPMO1 759 20,48 16,45 1,59 0
Lab.C 7431 18,89 14,86 0
Lab.A 59,45 4,03 0
Lab.B 55,42 0

TABLA 7. Aplicacién del método de comparacion miiltiple basado en la Minima Diferencia
Significativa (LSD), utilizando los valores medios de ED% de los comprimidos
de ampicilina.

(LSD) 0.05, 45 = 5.53
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DISCUSION

3. INFLUENCIA DE LA TECNOLOGIA DE
ELABORACION SOBRE LA DISOLUCION DE COMPRIMIDOS
DE AMPICILINA. ENSAYOS IN VITRO.

La determinacion de la velocidad de disolucion de un principio activo, desde una
forma farmacéutica, es elemental para el disefio y desarrollo de una 6ptima formulacion.
Para ello la aplicacion del Test de Disolucion, codificado en diversas farmacopeas,
constituye la herramienta valida a utilizar. (El-Yazigi, 1981; Kuu et al., 1989)

La influencia del procedimiento de elaboracion de comprimidos sobre la
velocidad de disolucion de las drogas aparece en la literatura farmacéutica como uno de
los factores a optimizar para lograr formas farmacéuticas de buena calidad. (Bremer et
al., 1969; Finholt, 1974; Yang et al., 1979)

En esta etapa del presente trabajo se analizé la influencia del método de
compresion sobre la velocidad de disolucion de comprimidos de ampicilina. La ampicilina
es un potente antibiético ampliamente utilizado en una serie de infecciones, con minimos
efectos colaterales y toxicos. (Hassanzadeh, 1991) Con este proposito se elaboraron
partidas de dicho antibidtico por via himeda y por via seca, utilizandose excipientes
convencionales y modificados, (Shangraw et al., 1981; Enezian, 1972; Lerk et al., 1979)
como la celulosa microcristalina 6 Avicel y el diéxido de silicio coloidal 6 Aerosil, los
cuales confieren mayor fluidez y compresibilidad al proceso. (Augsburger y Shangraw,
1966; Reier y Shangraw, 1966; Handbook of Pharmaceutical Excipients, 1983)

El primer paso fue seleccionar un método analitico adecuado para realizar la
valoracion de los comprimidos analizados y para realizar el seguimiento de disolucion.
La intencion fue optimizar un método alternativo al de USP 23, que recomienda para
disolucién, un método automatizado, colorimétrico, con hidroxilamina y sales férricas,
mientras que USP 22, indicaba un analisis espectrofotométrico, sin aclarar condiciones
de trabajo. Con este proposito se pusieron a punto dos métodos analiticos: absorcion al
UV a 265 nm, en medio acuoso y HPLC. La correlacion encontrada con los resultados
de la valoracion de los comprimidos por ambos métodos, Tabla 22, nos permiti6
seleccionar al primer método, por ser mas sencillo y accesible, para realizar el
seguimiento de la disolucién de ampicilina, habiéndose validado adecuadamente, Figuras
32,33y 34.

Como puede observarse en la Figura 36 los comprimidos de la partida AUPM,,,
es decir, los elaborados por doble compresion, se disolvieron mas rapidamente que los
AUPMy,, elaborados por via himeda, porque como es sabido, la compresion directa
optimiza la desintegracién, y cada particula primaria del principio activo, es liberada
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desde la tableta, estando mas disponible a la disolucion que en el caso de una granulacion
himeda. (Shangraw, 1990)

Ademas, los comprimidos de ampicilina elaborados por via himeda corren el
riesgo de degradarse en el proceso de humectacion y sobre todo de secado posterior, lo
cual requeriria un control de temperatura mas estricto, no muy conveniente desde el
punto de vista de produccion. En nuestro caso, dado el pequefio tamafio del lote
elaborado, fue cuidadosamente controlada la temperatura de secado, para evitar posibles
efectos deletéreos.

Este comportamiento de disolucion de las partidas AUPM,; y AUPM),, también
se aprecia en los valores de ED%, Tabla 24, que eleva el porcentaje de
aproximadamente 76% de la AUPMy; a 86% en la AUPMy, , mientras el valor de MDT
permanece mas alto en el primer caso que en los comprimidos elaborados por la via seca,
lo cual nos estaria indicando que la primer formulacién requiere un tiempo medio mayor
para disolverse que la segunda.

Si bien estos resultados fueron satisfactorios los comprimidos obtenidos por
doble compresion, en los cuales se usaron excipientes convencionales, presentaron
propiedades de friabilidad desventajosas, posiblemente debido al hecho de haberse
utilizado excipientes no modificados, que son poco compresibles y pueden provocar una
mala cohesion del comprimido, que se hace facilmente friable, este es el caso del
almudén, que en su forma nativa no es recomendable para compresion directa.
(Manudhane et al., 1969)

En la elaboracion de la tercer partida, AUPMy;, se utilizaron excipientes
modificados como el Aerosil y el Avicel, de mejor comportamiento frente a la
compresion por una via seca, obteniéndose comprimidos con buenas caracteristicas de
friabilidad. En cuanto a los parametros de disolucion de esta partida, también fueron
satisfactorios, obteniéndose una ED% del orden del 90%, superior incluso a las ED% de
los comprimidos comerciales ensayados, asi como también presenta el menor valor de
MDT de todo el resto de las partidas analizadas.

En los perfiles de disolucion de los comprimidos de los Laboratorios comerciales,
Figura 37, se observa un marcado tiempo de latencia en los correspondientes a los
Laboratorios B y C, debido a la presencia de un recubrimiento laqueado en los mismos.

Se realiz6 un analisis de varianza con los valores medios de ED% de todos los
comprimidos ensayados, observandose diferencia significativas (p<0.05) entre los
mismos. (Tabla 25)

Se completod este analisis aplicando el método de comparacién multiple de la
minima diferencia significativa (LSD) cuyos resultados aparecen en la Tabla 26.

Del analisis de los mismos se demuestra que: entre los comprimidos de la partida
AUPMg;, el Laboratorio D y la AUPMy; no existen diferencias significativas, lo que nos
indicaria equivalencia farmacéutica entre los mismos. Si, existen diferencias significativas
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entre los comprimidos del lote AUPMy; y AUPMy;, Laboratorios A, B y C. Los
comprimidos de mas baja ED% , es decir los de los Laboratorios A y B, no presentan
diferencias significativas entre si.

Como conclusion de esta etapa del trabajo, podemos afirmar que los
comprimidos de ampicilina elaborados por un método de doble compresion por via seca,
ofrecen mejores caracteristicas de disolucion in vifro, que los elaborados por via
hiumeda, siendo los excipientes recomendados para este tipo de elaboracion, los
denominados modificados, como el Avicel y el Aerosil. También con esta conclusion
estamos reafirmando la posibilidad de considerar a los ensayos de disolucion in vitro
validos para optimizar una formulacién, regulando las caracteristicas cinéticas del
proceso de disolucion, para poder asi controlar el proceso de absorcion in vivo.
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4. INFLUENCIA DEL DESINTEGRANTE SOBRE LA

DISOLUCION DE COMPRIMIDOS DE

CLORTALIDONA. ENSAYOS IN VITRO.



MATERIALES Y METODOS
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4. INFLUENCIA DEL DESINTEGRANTE SOBRE LA
DISOLUCION DE COMPRIMIDOS DE CLORTALIDONA.
ENSAYOS IN VITRO.

MATERIALES Y METODOS

Materiales
* Clortalidona, droga en polvo uso comercial, grado USP 23
* Almidon, lactosa, PVP y estearato de magnesto, grado USP 23

* Comprimidos comerciales disponibles en el mercado farmacéutico argentino,
conteniendo 50 mg y 100 mg de Clortalidona, de dos laboratorios productores distintos,
identificados como Laboratorios (Lab.) A y B, respectivamente, correspondientes cada
uno de ellos a una misma partida.

* Comprimidos no recubiertos, conteniendo 50 mg de Clortalidona, elaborados
por el personal de la Unidad de Produccion de Medicamentos (UPM), mediante
granulacion himeda y compresion.

Una partida (CUPMy,) fue preparada conteniendo 6% del aglutinante, PVP, y
adicionando el desintegrante, almidon, juntamente con el resto de los ingredientes, es
decir, en forma intragranular. Mientras que la otra partida (CUPMy,) fue elaborada con
un porcentaje menor de PVP, 4%, y adicionando parte del almidén en combinacion con
el lubricante, estearato de magnesio, para lograr una desintegracion extragranular.Las
modificaciones realizadas a las partidas fueron sugeridas a consecuencia de los resultados
de disolucion encontrados. La composicion de las dos partidas figura en la Tabla 27:

Clortalidona 50 50
Almidon 1125 105
Lactosa 112,5 75
PVP 18 10
Estearato de magnesio 7 2.5
Almidén seco - 2,5

TABLA 27.Composicién de los comprimidos de Clortalidona,
expresada en mg de componente por comprimido.
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Equipos
* Equipo de disolucion de comprimidos Alycar Mod. AD150

* Espectrofotometro Beckman M26

* Micropipeta automatica Socorex de 100-1000 pL y Pipeta automatica
Eppendorf de 500-5000 uL.

* Balanza Metler Toledo AG 204

Contenido de clortalidona

Se determiné el contenido de clortalidona de todos los comprimidos ensayados
mediante la utilizaciéon de un método de absorcion al UV en medio de agua destilada, a
275,6 nm. Para ello se pesaron individualmente 20 comprimidos y se determiné el peso
promedio. Se pulverizaron y se pesaron alicuotas correspondientes a 7 mg de principio
activo (aproximadamente 20 mg de pulverizado) que se llevaron a 10 ml con metanol, se
agitaron mecanicamente durante 30 minutos, se filtraron y se realizaron diluciones de
2:25 con agua destilada, de tal manera de obtener una concentracion de 56 pg/ml, se
leyeron al UV a 275,6 nm. Los resultados, expresados en porcentaje del valor declarado,
se obtuvieron a partir de una curva de calibracion calculada por el método de regresion
lineal de minimos cuadrados. Se realizaron cinco réplicas de la valoracion.

Validacion del método

Para la validacion del método de Absorcion al UV, a 275,6 nm, se obtuvo una
curva de calibracion en medio de agua destilada, en un rango de concentraciones entre
40 - 120 pg/ml. Para ello se prepararon, por duplicado, dos soluciones madres de
clortalidona standard ( titulo 101,1 %, con 0.32 % de humedad ) de 0,8 mg/ml,
pesando 20 mg de droga standard que se disuelven en 25 ml de metanol. A partir de
estas soluciones madres se prepararon seis diluciones en agua destilada, para obtener las
siguientes concentraciones:

1,25:10 100
1,4:10 112
1,5:10 120
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Se leyeron al UV a 275,6 nm todas las diluciones obtenidas y los datos de Absorbancia
en funcion de la concentracion se analizaron por regresion lineal, utilizando el programa
Microsoft Excel 5.0, evaliandose linealidad.

Estudio de disolucion in vitro

Se efectud de acuerdo a la normativa de USP 23, cuyas condiciones de trabajo
son las siguientes:

Medio: 900 ml de agua destilada a 37 °C
Aparato: 2 (paleta)
rpm: 100

El ensayo se realizo bajo condiciones “non sink™, retirandose alicuotas de 5 ml a
los 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 y 80 minutos, reponiéndose el mismo volumen con agua
destilada a 37 °C; las muestras se filtraron y se valoraron mediante el método de
absorcion a 275,6 nm. Los resultados se expresaron en mg/900 ml de agua destilada y en
porcentaje del valor declarado, utilizando la curva de calibracion calculada. Se analizaron
seis comprimidos de cada especialidad ensayada.

Pariametros de disolucién

A partir de las concentraciones de clortalidona disueltas a cada tiempo, se
calcularon las constantes cinéticas y los parametros de disolucion siguientes: orden
cinético, constante de disolucion (kd), tiempo en el cual se disuelve el 50 % del valor
declarado en la formulacion (tsee), cantidad disuelta a los 60 minutos (Qeo), cantidad
disuelta al cabo de la experiencia (Fd%), Eficiencia de la Disolucién (ED%), Tiempo
medio de disolucion (MDT).

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de los parametros arriba mencionados con sus
respectivas desviaciones standards. Con los valores de ED% se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) y se aplico el método de comparaciéon multiple de la Minima
Diferencia Significativa (LSD), basado en la prueba t de Student
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CALCULOS Y RESULTADOS

4.1. Curva de calibracion del método de absorcion al UV a 275,6 nm, para determinar el
contenido de clortalidona y para realizar el seguimiento de la disolucién de los
comprimidos, en medio acuoso, método de regresion lineal.

La linealidad de la curva de calibracion fue encontrada en el rango de concentraciones
entre 40 - 120 pg/ml .

Los valores de Absorbancia a 275,6 nm para cada una de las soluciones de clortalidona
standard preparadas, teniendo en cuenta que se pesaron 20 mg de standard que se
llevaron a 25 ml con metanol y que se realizaron las correspondientes correcciones por
titulo (101,1%) y por contenido de humedad (0.32%), fueron:

: .,:;._?rlmera Réphca o - Segunda Rephca

Concentracmn R Concentraclon v;_
(pg/mb) | | (ugmh |
40,31 0,254 40,31 0,254
56,44 0,353 56,44 0,355
80,88 0,472 80,88 0,524
101,1 0,589 101,1 0,545
112,87 0,713 112,87 0,721
121,32 0,761 121,32 0,767

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a= 0,001026 + 0,063
b= 0,006137 = 0,00069

con un coeficiente de correlacion r = 0.99009 (Figura 40)

Con el fin de confirmar el analisis de regresion se realizo un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relacion Ri vs. Concentracion nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucion y ademas la sumatoria de los Ri debe ser proxima a cero. Se
encontrd un valor de la sumatoriade: > Ri = 0 (Figura 41)
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FIGURA 40

Curva de Calibracién de clortalidona por el método de Absorcién al UV a

275,6 nm

Absorbancia a 275,6 nm
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Ordenada al origen (a) y Pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%:

a=0,001026 + 0,063

b =0,006137 = 0,00069

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,99009
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FIGURA 41

M¢étodo grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibracion de clortalidona por Absorcion al UV a 275,6 nm
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Con la misma finalidad se realizo el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Absorbancia a 275,6 nm, con la concentracion, que en
funcién de la misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones
de la curva de calibracion. (Figura 42)

Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

4.2. Célculo del contenido de clortalidona en cada una de las partidas, de todas las
formulaciones ensayadas. El control se realizo por el método de absorcion a 275,6 nm,
por quintuplicado, utilizando la curva de calibracién obtenida, mediante la siguiente
ecuacion:

C% = (A275,5 —a) .125. 100

b P

donde:

C% = Porcentaje del valor declarado de clortalidona en los comprimidos
A»756 = Absorbancia a 275,6 nm de la solucidn preparada con el pulverizado de los
comprimidos

a = ordenada al origen de la curva de calibracién

b = pendiente de la curva de calibracion

125 = correccion por dilucion

P = cantidad declarada de clortalidona en la alicuota del pulverizado

Los resultados de la valoracion de los comprimidos de clortalidona ensayados,
expresados como porcentaje del valor declarado + desviacién tipica de la media, para n
=5, figuran en la Tabla 28 :

117,15+0,93 112,00 £ 0,95 99,99 + 0,44 93,30+ 0,25

TABLA 28. Control del contenido de clortalidona en los comprimidos
ensayados. Los valores tabulados corresponden al valor
medio + Sm, expresados como porcentaje de la cantidad

declarada de clortalidona.
Sm: desviacién tipica de la media
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FIGURA 42

Analisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la curva de
calibracion de clortalidona por el método de Absorcion al UV a 275,6 nm

Absorbancia/Concentracion

0,008000

0,006000 A

0,004000 -

0,002000 +

0,000000

FACTOR RESPUESTA
= w n | I |
' ® 3
=
0 20 40 60 80 100 120 140

Concentraciéon (ng/ml)




Comprimidos Clortalidona 160

4.3. Calculo de la concentracion de clortalidona disuelta a cada tiempo en el ensayo de
disolucion, expresada como mg/900ml :

(A275,6 -a) _ 900

C, = + Auxiliar

b 1000
donde:
Cyu = Concentracion de clortalidona a tiempo t;
Azzss = Absorbancia a 275,6 nm de cada alicuota muestreada a los distintos tiempos
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
900 = volumen total del medio de disolucion
1000 = conversion de ug a mg
Auxiliar = correccion por cada alicuota de 5 ml muestreada, siendo:

Auxiliar = (pg/5 ml ) + (ng/5 ml ) .1y

Un modelo de la hoja de calculo para obtener la concentracion de clortalidona disuelta a
cada tiempo, en el ensayo de disolucion in vitro, aparece en la Tabla 29, siendo el
correspondiente a la partida de comprimidos CUPMy,. De igual manera se procedié para
el resto de los comprimidos.

4.4. Calculo del porcentaje del valor declarado de clortalidona disuelto a cada tiempo en
el ensayo de disolucion:

A...—a
(Aars, )- 200 +Auxiliar-m

C,% =
a’® b 1000 C.

donde:
C., = Concentracion declarada de clortalidona

Con los porcentajes de clortalidona disuelto a cada tiempo se trazaron los perfiles de
disolucién, para cada partida de los comprimido ensayados, los cuales aparecen en la
Figura 43.

4.5. Determinacion del orden cinético con que se disuelve la clortalidona, calculado
mediante la obtencion de los coeficientes de correlacion de las relaciones Cantidad de
clortalidona disuelta en funcion del tiempo, es decir: Ct vs. t (orden cero), y del
logaritmo de la cantidad no disuelta de clortalidona en funcion del tiempo, es decir: 1g (1
- (C/Cy)) vs. t; donde C, es la concentracion de clortalidona a tiempo t, expresada en
mg/900 ml y C, es la concentracion declarada de clortalidona, expresada en mg/900 ml,
(primer orden).
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TABLA 29
Tiempo A275.,6 pg/ml pg/5 ml Auxiliar mg/900 ml %
Comprim.1
10 0,16 18,618 93,09 93,09 16,76 30,47
20 0,23 28,813 144,07 237,16 26,03 47,32
30 0,283 36,532 182,66 419,82 33,12 60,21
40 0,318 41,630 208,15 627,97 37,89 68,89
50 0,336 44,252 221,26 849,23 40,45 73,55
60 0,337 44,397 221,99 1071,21 40,81 74,19
70 0,351 46,436 232,18 1303,40 42,86 77,93
80 0,359 47,602 238,01 1541,40 44,14 80,26
Comprim.2
10 0,108 11,045 55,22 55,22 9,94 18,07
20 0,219 27,211 136,06 191,28 24,55 44,63
30 0,278 35,804 179,02 370,30 32,42 58,94
40 0,314 41,047 205,24 575,54 37,31 67,84
50 0,328 43,087 215,43 790,97 39,35 71,55
60 0,341 44,980 224,90 1015,87 41,27 75,04
70 0,349 46,145 230,73 1246,59 42,55 77,36
80 0,349 46,145 230,73 1477,32 42,78 77,78
Comprim.3
10 0,126 13,666 68,33 68,33 12,30 22,36
20 0,226 28,231 141,15 209,48 25,48 46,32
30 0,297 38,572 192,86 402,34 34,92 63,50
40 0,318 41,630 208,15 610,49 37,87 68,85
50 0,339 44,689 223,44 833,94 40,83 74,24
60 0,344 45,417 227,08 1061,02 41,71 75,83
70 0,36 47,747 238,74 1299,76 44,03 80,06
80 0,372 49,495 247,47 1547,23 45,85 83,35
Comprim.4
10 0,12 12,792 63,96 63,96 11,51 20,93
20 0,241 30,415 152,08 216,04 27,44 49,89
30 0,308 40,174 200,87 416,91 36,37 66,13
40 0,329 43,232 216,16 633,07 39,33 71,50
50 0,346 45,708 228,54 861,61 41,77 75,95
60 0,353 46,728 233,64 1095,25 42,92 78,03
70 0,378 50,369 251,84 1347,09 46,43 84,41
80 0,384 51,243 256,21 1603,30 47,47 86,30
Comprim.5
10 0,087 14,009 70,05 70,05 12,61 22,92
20 0,164 26,556 132,78 202,83 23,97 43,58
30 0,21 34,051 170,26 373,08 30,85 56,09
40 0,237 38,451 192,26 565,34 34,98 63,60
50 0,25 40,569 202,85 768,18 37,08 67,41
60 0,276 44,806 224,03 992,21 41,09 74,72
70 0,274 44,480 222,40 1214,61 41,02 74,59
80 0,289 46,924 234,62 1449,24 43,45 78,99
Comprim.6
10 0,086 13,846 69,23 69,23 12,46 22,66
20 0,158 25,578 127,89 197,12 23,09 41,98
30 0,207 33,563 167,81 364,94 30,40 55,28
40 0,237 38,451 192,26 557,19 34,97 63,58
50 0,257 41,710 208,55 765,74 38,10 69,27
60 0,253 41,058 205,29 971,03 37,72 68,58
70 0,269 43,665 218,33 1189,36 40,27 73,22
80 0,265 43,014 215,07 1404,43 39,90 72,55

TABLA 29. Concentraciones de clortalidona disueltas a cada tiempo, para seis comprimidos
CUPM 02, conteniendo 55 mg de clortalidona.
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FIGURA 43

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Clortalidona :
CUPM 01, CUPM 02, Laboratorios A y B

% Disuelto
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Tiempo (minutos)

Perfiles de disolucion correspondientes a los porcentajes medios, para n = 6,

de los comprimidos de clortalidona CUPM 01, CUPM 02, Laboratorios A y B.
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4.6. Determinacion de la constante de disolucion (kd) de clortalidona y del tiempo en el
que se disuelve el 50% de la droga (tso) a partir de conocer la cinética con que se
disuelve , segun las siguientes ecuaciones:

Para orden cero: kd = ~Ct—t
G
50% de
) t 2303
Para primer orden: kd = —1g[1—- (g—) ]T
;= 0.693
50% kd

Todos los comprimidos ensayados conteniendo clortalidona, siguen una cinética de
disolucion de primer orden. En la Figura 44, se grafica el logaritmo de la cantidad no
disuelta de clortalidona en funcion del tiempo para todas las partidas estudiadas. Con las
pendientes de las rectas obtenidas se han estimado las respectivas constantes de
disolucion de primer orden (kd).

Los valores de kd y de tsoo, , calculados para todos los comprimidos ensayados, se
encuentran tabulados en la Tabla 30.

4.7. Determinacion de la cantidad disuelta de clortalidona a los 60 minutos, que de
acuerdo con la normativa de USP 23 no debe ser inferior al 50% de la cantidad total
(Qeo), calculada mediante la ecuacion:

(Ag —a) 900 + Auxiliar-l—02
b 1000 C.

Qs =

donde:
Agso = Absorbancia a 275,6 nm de la alicuota correspondiente a los 60 minutos.

Los valores de Qgo obtenidos figuran en la Tabla 30.

4.8. Determinacion del porcentaje total de clortalidona disuelto al término de la
experiencia, es decir, 80 minutos. (Fd%), calculado mediante la ecuacion:

Fd% = (4 —a) 900 +Auxiliar-m
b 1000 C.

donde:
Aso = Absorbancia a 275,6 nm de la alicuota correspondiente a los 80 minutos.

Los porcentajes totales disueltos al cabo de los 80 minutos de cada ensayo de disolucion
(Fd%) figuran en la Tabla 30.
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FIGURA 44

Logaritmo cantidad no disuelta de clortalidona en funcién del tiempo
Comprimidos CUPM 01, CUPM 02, Laboratorios Ay B
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CUPM 01: a= 0,0037 b=-0,00401 r=0,9914; Lab.A: a= 0,0282 b=-0,0239 r=0,9933
CUPM 02: a=-0,1121 b=-0,00776 r=0,9695; Lab.B: a=-0,1461 b=-0,0066 1=0,9961
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4.9. Determinacion de la Eficiencia de Disolucion (ED%), calculada mediante la
siguiente expresion:

ABC

ED% = -100

100
donde:

ABC = Area bajo la curva de disolucion

Q100 = Cantidad correspondiente al 100% de clortalidona disuelto

t = Tiempo maximo elegido para el calculo del ABC, en nuestro caso 80
minutos.

4.9.1. Calculo del ABC mediante el método de los trapezoides el cual consiste en dividir
la curva en tantos trapecios como datos de cantidad disuelta de droga se dispongan,
determinar el area de cada trapecio y luego sumarlos.

Ci + C(i+1) )

AreaTrapecio =) 5

(t(m) - ti)

donde:

C; = Concentracion disuelta a cualquier tiempo t;
Cs+1 = Concentracion disuelta al tiempo siguiente tg)

La ED% para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 30.

4.10. Calculo del Tiempo Medio de Disoluciéon (MDT) mediante la siguiente ecuacion:

j““,.ﬁ
MDT:}SO—Q,gf

o dr
Los valores de MDT para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 30.

4.11. Aplicacion de un ANOVA con los valores medios de ED% entre los comprimidos
elaborados en la UPM vy los de los dos Laboratorios del mercado, con el objeto de
analizar si existen diferencias significativas entre las distintas formulaciones (Sokal y
Rohlf, 1984).
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Aplicacién del método de comparacion multiple de la Minima Diferencia Significativa
(LSD), basado en la prueba t de Student, a fin de establecer cuales son los valores
medios de ED% que difieren entre si. (Cid Carcamo, 1982)

8En la Tabla 31 se detalla el ANOVA realizado con los valores de ED% de todos los
comprimidos analizados y en la Tabla 32, el resultado del Test de la Minima Diferencia
Significativa (LSD).
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TABLA 30
Comprimidos| kd t 50% Q60+ Sm Fd% + Sm ED%+Sm | MDT £ Sm
CUPM 01 0,00924 75,04 45,70 £ 2,41 50,41 +£2,78 30,80 + 2,83 52,74 + 0,89
CUPM 02 0,01787 38,78 74,40 + 1,28 79,87 + 1,93 57,02+ 1,07 48,32+ 0,18
Lab. A 0,05508 12,58 95,36 +£ 0,97 98,10+ 0,72 77,13+ 1,14 | 46,98 + 0,093
Lab.B 0,0152 45,59 69,19 £ 2,66 79,54 + 3,53 58,88 +2,47 47,37+ 0,16
TABLA 30. Parametros de disolucion calculados para los comprimidos de clortalidona

analizados.

La kd esté expresada en 1/minutos

Elt 50% esta expresado en minutos

EIMDT estéa expresado en minutos

Sm : Desviacion tipica de la media paran=6
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TABLA 31
Origen de la Suma de Grados de Media de F
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Entre
laboratorios 6546,72 3 2182,24 73,07
Error 597,28 20 29,86
Total 7144 23 2212,1
TABLA 31. Resultado del analisis de varianza realizado con los valores medios de

ED % de todos los comprimidos de clortalidona ensayados.

F 0,05 (3,20) = 3,10
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TABLA 32

CUPM 01 CUPM 02 Lab. B Lab. A
ED% 30,8 57,02 58,88 77,13
Lab. A 77,13 46,33 20,11 18,25 0
Lab.B 58,88 28,08 1,86 0
CUPM 02 57,02 26,22 0
CUPM 01 30,8 0
TABLA 32. Aplicacién del método de comparacién multiple basado en la Minima

Diferencia Significativa (LLSD), utilizando los valores medios de ED%

de los comprimidos de clortalidona.

(LSD) 0.05, 20 = 6.58
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DISCUSION

4. INFLUENCIA DEL DESINTEGRANTE SOBRE LA
DISOLUCION DE COMPRIMIDOS DE CLORTALIDONA.
ENSAYOS IN VITRO.

La clortalidona es uno de los diuréticos mas frecuentemente utilizado en casos de
hipertension, insuficiencia cardiaca y edemas. Debido a su limitada solubilidad en agua,
los estudios de disolucion de formas farmacéuticas solidas que contengan esta droga, se
convierten en imprescindibles en el momento de evaluar su calidad. (Ibrahim y Shawky,
1983)

Por esta razon se decidio estudiar la disolucién de comprimidos de clortalidona,
desarrollados y elaborados en la Unidad de Produccién de Medicamentos (UPM),
realizando el control biofarmacéutico, que nos permite evaluar las caracteristicas de
liberacion del principio activo, desde la forma farmacéutica al medio de disolucion. El fin
ultimo del trabajo fue disefiar la mejor formulacién, es dectr, aquella que asegure una
oOptima liberacion de clortalidona en los medios biolégicos.

Se analizé la influencia del desintegrante, utilizando almidén, sobre el
comportamiento de disolucion de los comprimidos. El propésito del desintegrante es
facilitar la ruptura del comprimido después de su administracion. Los agentes
desintegrantes pueden adicionarse previo a la granulacion 6 durante la lubricacion, paso
previo a la compresion 6 en ambos procesos. Las diferentes propiedades en la
desintegracion estan relacionadas con los distintos mecanismos por los cuales los
desintegrantes afectan la ruptura de los comprimidos. Los desintegrantes pueden ser
intragranulares 6 extragranulares, los cuales dan formulaciones que se desintegran mas
rapidamente que los intragranulares, aunque se ha llegado a sugerir una combinacién de
ambos métodos de granulacion. (Peck et al., 1981)

Por ello se prepararon dos partidas de comprimidos de clortalidona, una en la
cual se adicion6 el almidon conjuntamente con el resto de los excipientes de tal manera
de obtener una desintegracion de tipo intragranular (CUPMy;) y la otra partida
combinando el lubricante (estearato de magnesio) con parte del almidon, secado
previamente a 80-90 °C para remover el agua adsorbida, y lograr asi una desintegracion
extragranular (CUPMy;). Puesto que los lubricantes mas efectivos son los mas
hidrofébicos, es decir los que repelen el agua y recubren el granulo, no es sorprendente
que tales materiales puedan impedir la humectacion, desintegracion y posterior
disolucion de la tableta, este efecto sera mas pronunciado cuando el principio activo es
poco soluble, como el caso de la clortalidona. (Chowhan y Chi, 1986) Para superar este
problema, se combind parte del almidén con el estearato de magnesio, para facilitar la
humectacion del granulo ya que los almidones muestran una gran afinidad por el agua a
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través de una accion capilar, resultando en la expansion y subsecuente desintegracion del
comprimido. (Finholt, 1974)

Para realizar el seguimiento de la disolucion de clortalidona en funcion del
tiempo, y para determinar el contenido de principio activo en las distintas formulaciones
ensayadas, se optimizéd un método de absorcién al UV, a 275,6 nm, cuya validacion,
respecto a linealidad, se puede observar en las Figuras 40, 41 y 42.

Como se indica en la Tabla 30 y en las Figuras 43 y 44, los comprimidos
CUPM,; presentaron un bajo perfil de disolucion, producto de la desintegracion
intragranular seguida por los comprimidos. El porcentaje disuelto a los 60 minutos no
alcanzo6 a cumplir con las especificaciones de USP 23, que nos dice que a ese tiempo se
debe disolver no menos del 50% de la cantidad de droga declarada, encontrandonos en
este caso con niveles menores al 46%, alcanzandose recién a los 80 minutos el 50% de
droga disuelta. Este comportamiento se ve reflejado a su vez, en una muy baja ED%, del
orden del 31%, mientras que por logico contraste, el MDT es el mas alto de todos los
comprimidos ensayados, cercano a los 53 minutos.

En cambio, podemos apreciar que las modificaciones farmacotécnicas realizadas,
al adicionar el almidén en conjunto con el estearato de magnesio, han mejorado
profundamente las caracteristicas de disolucion, ya que el Qs es superior al 74% vy la
ED% es del orden del 57%, con un valor de MDT de 48 minutos, muy cercano al MDT
de las formulaciones del mercado farmacéutico. Es decir, que los comprimidos CUPMy;,
no solo cumplen con el test de disolucion de USP 23, sino que presentan valores de
ED% y de MDT aceptables.

Los comprimidos de los Laboratorios A y B cumplen con el test de disolucion de
USP 23, la ED% del Laboratorio B es aceptable, mientras que la del Laboratorio A es
superior a la de los restantes comprimidos ensayados.

Se realiz6 un analisis de varianza con los valores medios de ED% de todos los
comprimidos ensayados, observandose diferencia significativas (p<0.05) entre los
mismos. (Tabla 31)

Se completé este analisis aplicando el método de comparacion multiple de la
minima diferencia significativa (LSD) cuyos resultados aparecen en la Tabla 32.

De esta manera se comprobd estadisticamente, que solamente los comprimidos
CUPMy, y los del Laboratorio B son equivalentes.
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DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL.
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S. CONTROL BIOFARMACEUTICO DE COMPRIMIDOS
DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL.
ENSAYOS IN VITRO.

MATERIALES Y METODOS

Materiales
* Clorhidrato de propranolol, droga en polvo uso comercial, de titulo 101,7%

* Almidon, lactosa, polivinilpirrolidona (PVP) y estearato de magnesio, grado
USP 23.

* Comprimidos comerciales disponibles en el mercado farmacéutico argentino,
conteniendo 40 mg de clorhidrato de propranolol, de cuatro laboratorios productores
distintos, identificados como Laboratorio (Lab.) A, B, C y D, correspondientes cada uno
de ellos a un mismo lote; a su vez, del Laboratorio D se ensayaron tres partidas distintas,
identificadas como Lab. Dy, Doz y Dos, respectivamente.

* Comprimidos no recubiertos, conteniendo 40 mg de clorhidrato de propranolol,
elaborados por el personal de la Unidad de Produccion de Medicamentos (UPM),
mediante granulacion himeda y compresion, utilizando punzones de 10 mm,
identificados como PUPM, cuya composicion es:

Clorhidrato de propranolol 40 mg
Almidén 118 mg
Lactosa 118 mg
PVP 18 mg
Estearato de magnesio 6 mg

* Solucion acuosa de Acido clorhidrico (1:100)
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Equipos.

* Equipo de disolucion de comprimidos Alycar Mod. ADS150
* Equipo de desintegracion de comprimidos Erweka ZT6

* Equipo de Resistencia a la rotura Schleuniger-2E

* Equipo de Friabilidad Erweka TA

* Espectrofotometro Beckman M26

* Micropipeta automatica Socorex de 100-1000 pL y Pipeta automatica
Eppendorf de 500-5000 pL.

* Balanza Metler Toledo AG 204

Contenido de clorhidrato de propranolol

Se determin6 el contenido de clorhidrato de propranolol de todos los
comprimidos ensayados, mediante la utilizacion de un método de absorcion al UV, en
medio de acido clorhidrico (1:100), a 292 nm. Para ello se pesaron individualmente 20
comprimidos y se determiné el peso promedio. Se pulverizaron y se pesaron alicuotas
correspondientes a 15 mg de principio activo (aproximadamente 112 mg de pulverizado)
que se llevaron a 25 ml con la solucion de HCI (1:100) y se agitaron mecanicamente
durante 30 minutos. Se filtraron y se realizaron diluciones 1:25 , también con solucion
clorhidrica, de tal manera de obtener una concentracion de 24 pg/ml que se leyeron al
UV a 292 nm. Se realizaron cinco réplicas de la valoracion.

Validacion del método

Para la validacion del método se obtuvo una curva de calibracién con clorhidrato
de propranolol standard (titulo 100%, con 0,14% de humedad), en medio de 4cido
clorhidrico (1:100) en un rango de concentraciones entre 10 - 40 pg/ml. Para ello se
prepararon, por duplicado, dos soluciones madres de propranolol standard de 0,5 mg/ml,
pesando 25 mg de droga que se disolvieron en 50 ml de solucién clorhidrica. A partir de
estas soluciones madres se prepararon cuatro diluciones para obtener las siguientes
concentraciones:
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 mytae | Concentracion
SR e
0,5:25 10
1:25 20
1,5:25 30
2:25 40

Se leyeron al UV a 292 nm todas las diluciones y los datos de Absorbancia obtenidos,
en funcion de la concentracion se analizaron por regresion lineal, utilizando el programa
Microsoft Excel 5.0, evaliandose linealidad.

Uniformidad de contenido

Sobre diez comprimidos de cada lote se realizé el ensayo de uniformidad de
contenido, disgregando cada comprimido en 5 ml de HCI (1:100) y completando con
metanol a 50 ml, agitando 45 minutos, filtrando y diluyendo 1:25 con metanol, de tal
manera de obtener una concentracion de 32 pg/ml, segun el valor declarado de principio
activo. Se leyo su absorbancia a 292 nm, utilizando, para calcular su concentracion, una
solucion de referencia, preparada cada dia de trabajo, pesando 20 mg de clorhidrato de
propranolol standard que se disolvieron en 50 ml de metanol y luego se hizo una dilucion
1:10, también en metanol, de tal manera de obtener una concentracion de 40 pg/ml.

Resistencia a la rotura

Se determind la resistencia a la rotura de los comprimidos, sobre diez
comprimidos de cada partida, expresandose el resultado como valor medio en kg/pulg?.

Tiempo de desintegracion

El tiempo de desintegracion de los comprimidos fue determinado segun las
normas establecidas por la Farmacopea Argentina VI ed., expresandose su resultado en
minutos.

Friabilidad
Se determiné la friabilidad de los comprimidos sobre diez comprimidos,

expresandose el resultado como porcentaje promedio de la pérdida de peso de los
mismos.
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Estudio de disolucién in vitro

Se efectud de acuerdo a la normativa de USP 23, cuyas condiciones de trabajo
son las siguientes:

Medio: 1000 ml de acido clorhidrico (1:100) a 37 °C
Aparato: 1 (canastilla)
rpm: 100

El ensayo se realiz6 bajo condiciones “non sink”, retirandose alicuotas de 5 ml a
los 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos, reponiéndose el mismo volumen con acido
clorhidrico (1:100) a igual temperatura; las muestras se filtraron y se valoraron mediante
el método de absorcion a 292 nm. Los resultados se expresaron en mg/1000 ml de medio
clorhidrico, utilizando la curva de calibracion calculada por ajuste lineal de cuadrados
minimos. Se analizaron seis comprimidos de cada especialidad ensayada.

Parametros de disolucién

A partir de las concentraciones de propranolol disueltas a cada tiempo, se
calcularon las constantes cinéticas y los parametros de disolucion siguientes: orden
cinético, constante de disolucion (kd), tiempo en el cual se disuelve el 50 % del valor
declarado en la formulacion (tsee ), cantidad disuelta a los 30 minutos (Qs), cantidad
disuelta al cabo de la experiencia (Fd%), Eficiencia de la Disoluciéon (ED%), Tiempo
medio de disolucion (MDT).

Analisis estadistico

Se calcularon los valores medios de los parametros arriba mencionados con sus
respectivas desviaciones standards. Con los valores de ED% se realiz6 un analisis de
varianza (ANOVA) y se aplico el método de comparacion multiple de la Minima
Diferencia Significativa (LSD), basado en la prueba t de Student
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CALCULOS Y RESULTADOS

5.1. Curva de calibracion del método de absorcion al UV a 292 nm, para determinar el
contenido de clorhidrato de propranolol y para realizar el seguimiento de la disolucién
de los comprimidos, en medio de &cido clorhidrico (1:100), método de regresion lineal.

La linealidad de la curva de calibracion fue encontrada en el rango de concentraciones
entre 10 - 40 pg/ml .

Los valores de Absorbancia a 292 nm para cada una de las soluciones de clorhidrato de
propranolol standard preparadas, teniendo en cuenta que se realizaron las correcciones
por el porcentaje de humedad del standard, fueron:

-":'f.fBﬁmEia'RépliEa‘_--:.__f"-_'_ Sl Slregt-mdé Répli_cé :

e o s R

_ (pg/ml) | o (pg/ml) AT
9,98 0,197 9,98 0,199
19,97 0,393 19,97 0,395
29,96 0,586 29,96 0,586
39,04 0,778 39,94 0,776

El intercepto con el eje de las ordenadas (a) y la pendiente (b) con sus respectivos
intervalos de confianza del 95%, fueron:

a= 0,00659 + 0,00373
b= 0,01932 +0,000136

con un coeficiente de correlacion r = 0.99997 (Figura 45)

Con el fin de confirmar el analisis de regresion se realiz6 un Analisis de Residuales (Ri) ,
método grafico por el cual la relacion Ri vs. Concentracion nos debe dar un modelo
aleatorio de distribucion y ademas la sumatoria de los Ri debe ser préoxima a cero. Se
encontré un valor de la sumatoria de: Y Ri =1,1102 x 10™° (Figura 46)

Con la misma finalidad se realizé el analisis del Factor Respuesta, es decir la relacion
entre la sefial, en nuestro caso Absorbancia a 292 nm, con la concentraciéon, que en
funcion de la misma, debe mantenerse constante a lo largo del rango de concentraciones
de la curva de calibracion. (Figura 47)
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FIGURA 45

Curva de calibracion de Clorhidrato de Propranolol

por Absorcion al UV a 292 nm

Absorbancia a 292 nm

Curva de regresion ajustada

0,8 +
06+ -
0.4 + W
02+ ]
0 = 1 t t y t t
0 5 10 15 20 25 30 35 45

Concentraciéon (ng/ml)

oY
W Pronostico para Y
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mtervalos de confianza del 95%:
a=0,00659 + 0,00373
b=0,01932 + 0,000136

Coeficiente de Correlacion (r) = 0,99997
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FIGURA 46

Método grafico de Residuales para establecer linealidad en la curva de
calibracién de clorhidrato de propranolol por Absorcion al UV a 292 nm
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FIGURA 47

Analisis del Factor Respuesta para establecer linealidad en la curva de calibracién
de Clorhidrato de Propranolol por el método de Absorcion al UV a 292 nm
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Ambos analisis, asi como el coeficiente de correlacion obtenido, han confirmado que el
modelo usado para nuestro método analitico es lineal. (Myers, 1986)

5.2. Calculo del contenido de clorhidrato de propranolol en cada una de las partidas, de
todas las formulaciones ensayadas. El control se realizé por quintuplicado, utilizando la
curva de calibracion obtenida, mediante la siguiente ecuacion:

C% = (4,5, —a) .625. 100

donde:

C% =Porcentaje del valor declarado de clorhidrato de propranolol en los comprimidos
Azo; = Absorbancia a 292 nm de la solucién preparada con el pulverizado de los

comprimidos
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
625 = correccion por dilucién
P = Cantidad declarada de clorhidrato de propranolol en la alicuota del pulverizado

Los resultados de la valoracion de los comprimidos de clorhidrato de propranolol
ensayados, expresados como porcentaje del valor declarado = desviacion tipica de la
media, para n = 5, figuran en la Tabla 33 :

105,98+0,59 99,02+0,47 101,17£1,16 100,19+0,88 96,33+0,31 94,840,77 100,89+0,61

TABLA 33. Control del contenido de clorhidrato de propranolol en los comprimidos
ensayados. Los valores tabulados corresponden al valor medio £ Sm,
expresados como porcentaje de la cantidad declarada de clorhidrato de

propranolol.
Sm: desviacion tipica de la media

5.3. En el ensayo de uniformidad de contenido se aplicé la siguiente expresién, para
calcular el porcentaje de droga presente en cada comprimido:

(4, -C,) 100
A C

mt

C% =

st
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donde:

C% = Porcentaje del valor declarado de clorhidrato de propranolol en cada comprimido

A = Absorbancia a 292 nm de la muestra preparada con cada comprimido

Ay = Absorbancia a 292 nm de la solucion standard de clorhidrato de propranolol

Cs = Concentracion de la solucion standard de clorhidrato de propranolol

C = Concentracion declarada de clorhidrato de propranolol en la muestra preparada
con cada comprimido

Los resultados de los ensayos de uniformidad de contenido, resistencia a la rotura,
tiempo de desintegracion y friabilidad, para todos los comprimidos ensayados figuran en
la Tabla 34:

PUPM 100,13 - 105,53 5,5+0,22 50+0,4 0,30
Lab. A 94,71 - 100,72 6,2+ 0,12 3,0£0,6 0,28
Lab. B 94,30 - 107,56 4 K -
Lab. C 98,78 - 101,89 6,2 % 0,45 5,15 +0,05 0,25
Lab. Dy, = . = =
Lab. Dy 97,42 - 106,23 2,8+0,75 23 + 1,47 0,40
Lab. Do3 98,20 - 103,40 3,9+0,72 4,0+0,45 0,41

TABLA 34. Uniformidad de contenido (Unif. Cont.), expresada como rango de
los porcentajes obtenidos.
Valores medios de Resistencia a la Rotura (RR) expresada en kg/pulg?
Tiempo de Desintegracion (td) expresado en minutos
Friabilidad (Friab.), expresada como porcentaje medio de pérdida de

peso.
Sm: desviacién tipica de la media
* No fue posible determinar estos pardmetros por falta de unidades del mismo lote.
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S.4. Célculo de la concentracion de propranolol disuelta a cada tiempo en el ensayo de
disolucion, expresada como mg/1000ml :

(4, —a) 1000

C, = + Auxiliar
b 1000

donde:
Cu = Concentracion de clorhidrato de propranolol a tiempo t;
Az = Absorbancia a 292 nm de cada alicuota muestreada a los distintos tiempos
a = ordenada al origen de la curva de calibracion
b = pendiente de la curva de calibracion
1000 = conversion de pg a mg
1000 = volumen total del medio de disolucién

Auxiliar = correccion por cada alicuota de 5 ml muestreada, siendo:
Auxiliar = (pg/5 ml )ﬁ + (p,g/S ml )t.(i-l)

Un modelo de la hoja de calculo para obtener la concentracion de clorhidrato de
propranolol disuelta a cada tiempo, en el ensayo de disolucién in vitro, aparece en la
Tabla 35, siendo el correspondiente a la partida de comprimidos PUPM. De igual
manera se procedio para el resto de los comprimidos.

5.5. Célculo del porcentaje del valor declarado de clorhidrato de propranolol disuelto a
cada tiempo en el ensayo de disolucion:

- 100
C,% = (4, —) 1000 + Auxiliar - ——
b 1000 C.

donde:
C. = Concentracion declarada de clorhidrato de propranolol

Con los porcentajes de clorhidrato de propranolol disuelto a cada tiempo se trazaron los
perfiles de disolucion, para cada partida de los comprimido ensayados, los cuales
aparecen en las Figuras 48 y 49.

5.6. Determinacion del orden cinético con que se disuelve el clorhidrato de propranolol,
calculado mediante la obtencion de los coeficientes de correlacion de las relaciones
Cantidad de clorhidrato de propranolol disuelta en funcion del tiempo, es decir: Ct vs. t
(orden cero), y del logaritmo de la cantidad no disuelta de clorhidrato de propranolol en
funcién del tiempo, es decir: Ig (1 - (C/Cs)) vs. t ; donde C; es la concentracion de
clorhidrato de propranolol a tiempo t, expresada en mg/1000 ml y C, es la
concentracion declarada de clorhidrato de propranolol, expresada en mg/1000 ml,
(primer orden).
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TABLA 35
Tiempo A292 pg/mi . pg/Sml Auxiliar | mg/1000ml %
Comprim.1
5 0,199 9,965 49,827 49,827 9,97 23,45
10 0,457 23,321 116,607 166,434 23,37 54,99
20 0,773 39,680 198,400 364,834 39,85 93,76
30 0,819 42,061 210,307 575,141 42,43 99,83
40 0,821 42,165 210,825 785,966 42,74 100,56
50 0,819 42,061 210,307 996,273 42,85 100,82
60 0,816 41,906 209,530 1205,803 42,90 100,95
Comprim.2
5 0,245 12,347 61,733 61,733 12,35 29,05
10 0,492 25,133 125,667 187,400 25,20 59,28
20 0,766 39,318 196,588 383,988 39,51 92,95
30 0,812 41,699 208,495 592,483 42,08 99,02
40 0,817 41,958 209,789 802,273 42,55 100,12
50 0,813 41,751 208,754 1011,027 42,55 100,12
60 0,809 41,544 207,719 1218,745 42,55 100,13
Comprim.3
5 0,243 12,243 61,216 61,216 12,24 28,81
10 0,523 26,738 133,691 194,906 26,80 63,06
20 0,763 39,162 195,812 390,718 39,36 92,61
30 0,807 41,440 207,201 597,919 41,83 98,43
40 0,813 41,751 208,754 806,673 42,35 99,64
50 0,806 41,388 206,942 1013,615 42,20 99,28
60 0,805 41,337 206,683 1220,298 42,35 99,65
Comprim.4
5 0,245 12,347 61,733 61,733 12,35 29,05
10 0,556 28,446 142,232 203,965 28,51 67,08
20 0,776 39,835 199,177 403,142 40,04 94,21
30 0,809 41,544 207,719 610,861 41,95 98,70
40 0,819 42,061 210,307 821,168 42,67 100,41
50 0,814 41,803 209,013 1030,181 42,62 100,29
60 0,809 41,544 207,719 1237,899 42,57 100,17
Comprim.5
5 0,291 14,728 73,640 73,640 14,73 34,65
10 0,585 29,948 149,739 223,378 30,02 70,64
20 0,779 39,991 199,953 423,332 40,21 94,62
30 0,8 41,078 205,389 628,721 41,50 97,65
40 0,8 41,078 205,389 834,110 41,71 98,13
50 0,802 41,181 205,907 1040,017 42,02 98,86
60 0,799 41,026 205,130 1245,147 42,07 98,98
Comprim.6
5 0,288 14,573 72,863 72,863 14,57 34,29
10 0,556 28,446 142,232 215,096 28,52 67,10
20 0,782 40,146 200,730 415,825 40,36 94,97
30 0,814 41,803 209,013 624,838 4222 99,34
40 0,824 42,320 211,601 836,439 42,95 101,05
50 0,81 41,595 207,977 1044,417 42,43 99,84
60 0,81 41,595 207,977 1252,394 42,64 100,33

TABLA 3S5. Concentraciones de Clorhidrato de Propranolol disueltos a cada tiempo, para

seis comprimidos de PUPM, conteniendo 42,5 mg de Clorhidrato de Propranolol
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FIGURA 48

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Clorhidrato de Propranolol
PUPM, Laboratorios A, By C
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FIGURA 49

Perfiles de disolucion de los comprimidos de Clorhidrato de Propranolol
Laboratorios D 01, D 02 y D 03
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5.7. Determinacion de la constante de disolucion (kd) del clorhidrato de propranolol y
del tiempo en el que se disuelve el 50% de la droga (tse.) a partir de conocer la cinética
con que se disuelve el clorhidrato de propranolol, segun las siguientes ecuaciones:

Para orden cero: kd = %
fy =2
50% 2 kd

Para primer orden: kd = —lg[l _ (_CC_'t_) ] 2.3{03

0.693

t ="
50% kd

Todos los comprimidos ensayados conteniendo clorhidrato de propranolol, se
disolvieron con una cinética de primer orden, excepto las partidas 01 y 02 del
Laboratorio D que siguieron una cinética de orden cero. En las Figuras 50 y S1 se
grafica el logaritmo de la cantidad no disuelta de clorhidrato de propranolol en funcién
del tiempo, para las partidas que siguen una cinética de primer orden y en la Figura 52 la
cantidad no disuelta en funcion del tiempo, para las que siguen una cinética de orden
cero. Con las pendientes de las rectas obtenidas se han estimado las respectivas
constantes de disolucion (kd).

Los valores de kd y de tsoo , calculados para todos los comprimidos ensayados, se
encuentran tabulados en la Tabla 36.

5.8. Determinacion de la cantidad disuelta de clorhidrato de propranolol a los 30
minutos, que de acuerdo con la normativa de USP 23 no debe ser inferior al 75% de la
cantidad total (Qso), calculada mediante la ecuacion:

(A, —a) 1000 + Auxiliar-E
b 1000 C.

Q30 =

donde:
Aso = Absorbancia a 292 nm de la alicuota correspondiente a los 30 minutos.

Los valores de Qs obtenidos figuran en la Tabla 36.
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FIGURA 50

Logaritmo cantidad no disuelta de propranolol en funcién del tiempo
Comprimidos PUPM, Laboratorios A y B

Log (1 - (Ct /C))
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® Lab.A

A Lab.B
8 | l | I I l

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (minutos)

PUPM: a = -0,1329 b = -0,0444 r = 0,9728
Lab.A: a = 0,4905 b = -0,1112 r = 0,9994
Lab.B: a = -0,4582 b = -0,0311 r = 0,9761
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FIGURA 51

Logaritmo cantidad no disuelta de propranolol en funcién del tiempo
Comprimidos Laboratorios C y D 03

Log (1 - (Ct /Coo))
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Lab.C: a=0,2982 b=-0,0553 r=0,9759
Lab. D 03: a = 0,178 b = -0,0362 r1 = 0,9864
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FIGURA 52

Cantidad no disuelta de propranolol en funcién del tiempo
Comprimidos Laboratorio D 01 y D 02

Cantidad no disuelta (mg/1000 ml)

X Lab.D 01
X Lab.D 02

| l | | |

0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (minutos)

Lab.D 01: a = 36,36 b = -0,5617 1 = 0,9997
Lab.D 02: a = 34,17 b = -0,5588 r = 0,9909
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5.9. Determinacion del porcentaje total de clorhidrato de propranolol disuelto al término
de la experiencia, es decir, 60 minutos. (Fd%), calculado mediante la ecuacion:

(Ag —a@) 1000
b 1000

Fd% = + Auxiliar-lcﬂ

0

donde:
Ao = Absorbancia a 292 nm de la alicuota correspondiente a los 60 minutos.

Los porcentajes totales disueltos al cabo de los 60 minutos de cada ensayo de disolucion
(Fd%) figuran en la Tabla 36.

5.10. Determinacion de la Eficiencia de Disolucion (ED%), calculada mediante la
siguiente expresion:

ABC

z- QIOO

ED% = -100
donde:
ABC = Area bajo la curva de disolucion
Q100 = Cantidad correspondiente al 100% de clorhidrato de propranolol
disuelto
t = Tiempo maximo elegido para el calculo del ABC, en nuestro caso 60
minutos.

5.10.1. Calculo del ABC mediante el método de los trapezoides el cual consiste en
dividir la curva en tantos trapecios como datos de cantidad disuelta de droga se
dispongan, determinar el area de cada trapecio y luego sumarlos.

C +C,
AreaTrapecio = Z—’z—('ﬂ) [y — 1)
donde:
C; = Concentracion disuelta a cualquier tiempo t;

Ca+1 = Concentracion disuelta al tiempo siguiente tg)
La ED% para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 36.
5.11. Calculo del Tiempo Medio de Disolucion (MDT) mediante la siguiente ecuacion:
_[601‘ d_C
MDT = =4t
b ar

Los valores de MDT para cada partida de comprimidos figuran en la Tabla 36.
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TABLA 36

Comprimidos| kd t 50% Q30+ Sm Fd% £+ Sm ED% +Sm | MDT +Sm
PUPM 0,102 6,77 98,83+0,31 | 100,03+0,27 | 83,98+0,62 34,42+ 0,15
Lab. A 0,256 2,711 101,78+ 0,48 | 103,61£037 | 86,75+0,77 34,54 £ 0,27
Lab. B 0,072 9,68 94,80 + 1,77 99,57 + 1,55 89,18 + 0,96 32,58+ 0,16
Lab. C 0,127 5,44 94,27+1,98 | 101,08+0,65 | 77,23+ 1,69 35,99 + 0,37
Lab. D 01 0,562+ 34,12 48,12+ 0,93 92,24 + 1,45 48,50 + 0,62 39,57+ 0,29
Lab.D02 | 0,559* 35,1 61,28 + 1,55 95,06 + 2,72 59,17 £ 1,05 38,22+ 0,21
Lab. D 03 0,083 8,31 86,79+3,81 | 100,18+0,70 | 71,04 2,69 36,99 + 0,55

TABLA 36. Parametros de disolucion calculados para los comprimidos de clorhidrato

de propranolol analizados.

La kd esté expresada en 1/minutos

* kd expresada en (mg/litro)/minutos

Elt 50% esta expresado en minutos

El MDT esta expresado en minutos

Sm : Desviacion tipica de la media paran=6
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5.12. Aplicacion de un ANOVA con los valores medios de ED% entre los comprimidos
elaborados en la UPM vy los de los distintos Laboratorios del mercado, con el objeto de
analizar si existen diferencias significativas entre las distintas formulaciones (Sokal y
Rohlf, 1984).

Aplicacion del método de comparacion multiple de la Minima Diferencia Significativa
(LSD), basado en la prueba t de Student, a fin de establecer cuales son los valores
medios de ED% que difieren entre si. (Cid Carcamo, 1982)

En la Tabla 37 se detalla el ANOVA realizado con los valores de ED% de todos los
comprimidos analizados y en la Tabla 38, el resultado del Test de la Minima Diferencia
Significativa (LSD).
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TABLA 37
Origende la Suma de Grados de Media de F
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Entre
laboratorios 8187,003 6 1364,5 94,79
Error 475,031 33 14,395
Total 8662,034 39 1378,89

TABLA 37. Resultado del anélisis de varianza realizado con los valores medios de
ED% de todos los comprimidos de clorhidrato de propranolol
F 0,05 (6,33) =2,39
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TABLA 38

Lab.B Lab.A PUPM LabC LabD03 Lab.D02 Lab.DO0I
ED% 89,18 86,75 83,98 77,23 71,04 59,17 48,5
Lab.D 01 48,5 40,68 38,25 35,48 28,73 22,54 10,67 0
Lab.D 02 59,17 30,01 27,58 24,81 17,53 11,87 0
Lab.D 03 71,04 18,14 15,71 12,94 6,19 0
Lab.C 77,23 11,95 9,52 6,75 0
PUPM 83,98 5,2 2,77 0
Lab.A 86,75 2,43 0
Lab.B 89,18 0

TABLA 38. Aplicacion del método de comparacion miltiple basado en la Minima Diferencia

de clorhidrato de propranolol
(LSD) 0.05, 33 = 4.66

Significativa (LSD), utilizando los valores medios de ED% de los comprimidos
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DISCUSION

5. CONTROL BIOFARMACEUTICO DE COMPRIMIDOS
DE CLORHIDRATO DE PROPRANOLOL. ENSAYOS IN VITRO.

El clorhidrato de propranolol es un agente bloqueante B-adrenérgico no selectivo,
utilizado en el tratamiento de la hipertension, arritmias cardiacas, angina de pecho y en la
profilaxis del infarto secundario agudo de miocardio. (Mcevoy, 1992; Roscoe et al.,
1982)

Cuando se administra como forma farmacéutica sélida oral, primero ocurre la
disolucion del farmaco en los fluidos gastrointestinales y luego su transferencia a través
de las membranas biologicas, para distribuirse posteriormente mediante la circulacion
general hacia el sitio de accion.

El clorhidrato de propranolol sufre un efecto del primer paso a través del higado
que provoca una extraccion hepatica importante, por ello es necesario, como primera
medida, asegurarnos que la formulacién libere adecuadamente este principio activo al
medio biologico.

En este punto del trabajo se han presentado los resultados obtenidos al analizar la
calidad biofarmacéutica in vitro de una partida de comprimidos de clorhidrato de
propranolol, desarrollada y elaborada en la Unidad de Produccion de Medicamentos,
comparandola con cuatro especialidades de circulacion actual en el mercado
farmacéutico argentino, controlando una serie de parametros que hacen a la calidad de
las mismas, con el objeto de comprobar si son equivalentes entre si y por los tanto si
pueden ser intercambiables en una prescripcion.

Para realizar el seguimiento de la disolucion de propranolol en funcién del
tiempo, y para determinar el contenido de principio activo en las distintas formulaciones
ensayadas, se optimizé un método de absorcion al UV, a 292 nm, cuya validacion,
respecto a linealidad, se puede observar en las Figuras 45, 46 y 47.

Los comprimidos elaborados en la UPM (PUPM) presentaron resultados
satisfactorios tanto en lo que se refiere a su contenido, (Tabla 33) uniformidad de
contenido,dureza, friabilidad y desintegraciéon (Tabla 34), como a su comportamiento
frente al ensayo de disolucion (Tabla 36 y Figura 48). Con valores de tsp, ¥ Q3o
correctos, ED% del orden de 84%, similar a la de los laboratorios A y B, de mejor
comportamiento que el resto, con MDT también muy semejante, 34 minutos. Podemos,
de esta manera, afirmar que cumplen con el control biofarmacéutico realizado.
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De las partidas del mercado ensayadas, la correspondiente al Laboratorio Dy, ,
presentd caracteristicas de disolucién muy pobres, no cumpliendo con las exigencias de
USP 23, respecto a la cantidad disuelta a los 30 minutos, solamente alcanz6 un 48%,
mientras que lo recomendado es de 75%, incluso los comprimidos se disolvieron de
acuerdo a una cinética de orden cero, probablemente por la poca cantidad de droga
disuelta en un gran volumen de medio de disolucion (1000 ml). Similar comportamiento
presento otra partida del mismo Laboratorio, la Dy,, con un Q3o de 61,28%, una ED%
muy baja, del orden del 60%, lo cual se correlaciona con los resultados elevados de
tiempo de disgregacion y de MDT, mucho mas altos que el del resto de las partidas. Al
analizar una tercera partida del mismo laboratorio, la Do, mejoraron todos los
parametros de disolucién. Este comportamiento nos indica la importancia de realizar un
control biofarmacéutico interlotes para asegurar caracteristicas de liberacion del principio
activo, uniformes y Optimas. Los restantes comprimidos comerciales ensayados
cumplieron con las especificaciones normatizadas.

Se realizd un andlisis de varianza con los valores medios de ED% de todos los
comprimidos ensayados, observandose diferencia significativas (p<0.05) entre los
mismos. (Tabla 37)

Se completé este analisis aplicando el método de comparacién multiple de la
minima diferencia significativa (LSD) cuyos resultados aparecen en la Tabla 38.

El analisis de los mismos demuestra que entre los comprimidos correspondientes
a la UPM (PUPM) y al Laboratorio A, no existen diferencias significativas, lo que nos
indicaria equivalencia farmacéutica entre los mismos. Tampoco existen diferencias
significativas entre los comprimidos de los Laboratorios A y B, en cambio los
comprimidos de los Laboratorios C , Dg;, Doz y Do3 no son equivalentes con ninguno de
los demas lotes ensayados.



CONCLUSIONES




Conclusiones 198

CONCLUSIONES

Como conclusiones generales, luego de analizar los resultados
encontrados en este trabajo, podemos afirmar, que:

= Los estudios de disolucion in vitro son importantes y sumamente valiosos en la etapa
de preformulacion de una forma farmacéutica solida de administracion oral, pues nos
permiten predecir su comportamiento in vivo con alta probabilidad, a la vez que son
utiles para optimizar la formulacion.

= El control biofarmacéutico interlotes de genéricos formulados como comprimidos,
es necesario para asegurar caracteristicas de liberacion del principio activo en el
medio biologico, uniformes y optimas.

= Con un buen disefio del protocolo de un estudio de biodisponibilidad, ha sido posible
correlacionar cualitativamente el ensayo de disolucion in vitro, con el estudio in vivo,
de los comprimidos ensayados.

Como conclusiones particulares respecto a los principios activos,
formulados como comprimidos, que han sido evaluados en este trabajo, podemos
afirmar, que:

= La velocidad de disolucion del Paracetamol, desde comprimidos en los cuales el
aglutinante, polivinilpirrolidona, ha sido incorporado como solucion etanolica al 4%,
es mayor que cuando el mismo se adiciona en conjunto con el resto de los excipientes.
Postulamos que este comportamiento es debido a que se acelera la formacion de
complejos entre el paracetamol y el aglutinante hidrofilico utilizado, cuya velocidad de
disolucion es mayor que la droga libre.

—=La disminucién del porcentaje de almidon, utilizado como disgregante, en la
formulacién de comprimidos de Paracetamol, de un 13% a un 6%, disminuye la
velocidad de disolucion y por ende de liberacion del principio activo al medio de
disolucion.
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= La biodisponibilidad de los comprimidos de Paracetamol puede evaluarse a partir de
los niveles salivales y de la excrecion urinaria del principio activo. Los resultados
encontrados in vitro se correlacionaron con los hallados in vivo.

= La biodisponibilidad de los comprimidos de Metoclopramida puede evaluarse a
partir de los niveles de excrecion urinaria. Los resultados encontrados in vitro se
correlacionaron con los hallados in vivo. Las formulaciones ensayadas, una de las
cuales es un genérico elaborado por la Unidad de Produccion de Medicamentos de la
UNLP, y la otra una formulacién del mercado, de amplia utilizacién, pueden ser
consideradas bioequivalentes, es decir, intercambiables en una prescripcion.

= Comprimidos de Ampicilina elaborados por via seca, método de doble compresion
utilizando excipientes modificados, del tipo del Avicel y el Aerosil, se disuelven mas
rapidamente que cuando se elaboran por via himeda y por lo tanto dejan disponible
para su absorcion al principio activo, con mayor rapidez. Este comportamiento es
debido a que la compresion directa optimiza la desintegracion y cada particula
primaria del principio activo, es liberada desde el comprimido, estando mas disponible
a la disolucion.

= La desintegracion extragranular de comprimidos de Clortalidona mejoro
considerablemente las caracteristicas de disolucion que ofrecian los mismos
comprimidos pero con una desintegracion intragranular. Este tipo de desintegracion
se logro incorporando parte del desintegrante utilizado, el almidon, combinado con el
lubricante, estearato de magnesio. De esta manera se neutralizo el efecto hidrofébico
del lubricante, facilitindose la humectacion del granulo, ya que el almidon muestra
una gran afinidad por el agua a través de una accion capilar y mejorando la disolucion
del principio activo, que de por si es poco soluble.

=> EI control biofarmacéutico realizado a una partida de comprimidos de Propranolol,
elaborada en la Unidad de Produccion de Medicamentos, de la UNLP, comparandola
con las especialidades de circulacion en el mercado farmacéutico argentino, que
contienen este principio activo, resulto satisfactorio. Se pudo comprobar la falta de
reproducibilidad en la disolucion de distintos lotes de una especialidad, de un mismo
laboratorio productor, lo cual nos esta indicando la importancia del control de
disolucion in vitro, en la evaluacion de la calidad biofarmacéutica de las formas
farmacéuticas.

= En estos tres ultimos estudios no se llevaron a cabo los ensayos in vivo dado que no
hemos tenido suficiente tiempo, pero los mismos ya estan diagramados y pronto a
iniciarse las primeras experiencias tendientes a analizar su comportamiento en saliva.
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CALIDAD BIOFARMACEUTICA DE COMPRIMIDOS.
ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO

Maria Guillermina Volonté

1997

FE DE ERRATAS:

* Pagina 75:
Donde dice:
Concentracion Area/1000
(mg/L)
8,00 123,25
Debe decir:
Concentracidn Area/1000
(mg/L)
8,00 186,08
* Pagina 91:

Donde dice: Tabla 4
Debe decir: Tabla 3

Donde dice: Tabla 3
Debe decir: Tabla 2

* Paginas 48, 102, 136, 160 y 183:

Donde dice:
Auxiliar = (ug/5 ml) 4+ (ug/5 ml) .1
Debe decir:

Auxiliar = (mg/5 ml) 4 + cceeeeees + (mg/S ml) .y



