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I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Actualmente la diabetes mellitus presenta un alto £ndg

ce de morbilidad en la poblacidn mexicana, encontréndose en-
todas las edades,

As{ lo indica un estudio epidemiolégico realizado por-
el IM3SS. De 4,933 personas mayores de 10 afios, 113 tenfan -
diabetes, lo cual representa una tasa de incidenocia de 23 ~--
por 1,000. Otro estudio estadfstico afectuado en 24 entidm-
des federativas mostrd que 263 peracnas eran diabéticas, de-
éstas, 113 de sexo femenino y 150 de sexc masculino [1] .

Empero, el fndice de diabetes aumenta aflo oon aflo y al
gunos de los factores causantes sons la excesiva ingestidén -
de carbohidratos, obesidad, factores hereditarios, etc.

La diabetes mellitus es una emfermedad casusada por la-
alteracién en el metabolismo de la glucosa. Esta alteracién-
se debe a la insuficiente secrecién de insulina, la cual es
sintetizada en las células.£3 de los islotes de Langerhans -
del péncreas. Al disminuir la secrecién de ésta hormona ori
gina hiperglucemia y glucosuria ( aumento de la concentracién
de glucosa en sangre y orins respectivamente), polidipsia —-
( sed exagerada), polifagia (hambre exagerada) y agotamiento.
Los signos caracterfsticos de diabetes son hiperglucemia y -
€lucosuria, los cuales son revelados por anfilisis clfinico.

El tratamiento médico del diabético se realiza median-—
te: '

l.~ Dieta pobre en azdcar y grasas.

2e= Dosificaocién de insulina gino-protamina.



3.=- Administracién de fhrmacos hipoglucemiantes. Es‘i:os
se clasifican eng
-a) Biguanidas: buformina, fenformina y metformina.
b) Sulfonilureas:; acetohexarida, clorpropamida, to
lazamida y tolbutamida. La accién
farmeacolégica de estos f&rmacos -
oonsiste en la estimulacién de ——
las células /3 pare secretar insu
lina el torrente sanguineo [2) .

Para coadyuvar en la solventacién de la problematica -
actual de la diabetes, se desarrolld una formulaciédn a base
de tolbutamide empleando una tecnologfa asequible, que inore
mente su produccién, reduciendo tiempo y comto de manufactu-
ra de ésta forma farmacbutioa, alcanzando la calidad requeri
da al mismo tiempo.

Tambisn gracias a los avances en la instrumentacién —-
analftica se desarrolld una técnica de cuantificacién confia
ble, dtil tanto para el control de calidad de éstas tabletas,
como para el estudio de estabilidad,

El presente trabajo experimental estf constituido en -
dos partess

A) El desarrollo de la formulacién.

B) El1 desarrollo y validacién de un método analftico =

- por cromatograffa de lfquidos de alta resolucién --
para cuantificar tolbutamida en las tabletas desa—-
*rolladas. '



11. GENERALIDADES




A) MONOGRAFIA DE TOLBUTAMIDA {3,4]

Nombre qufmico )
Pérmula condensada ]

PSrmula desarrollada i

Peao molécular , ]

CH

1-butil=3-( p-tolilsulfonil) urea.

Cyp Hyg N, 03 8

=]
o

|
- ? -C - ? - O4H9

H H

3

o=

270.35

Constantes de disociacién i

(-]

(o]

25

37.5
Descripeciédn 3
Punto de fusidn s
Solubilidad [}
Identificacién o

a) Espectro infrarrojo

- 1460, 1335 y 815 om”

rKa
5.43
5.32

Polvo blanco, cristalino e inodoro.

o

126 - 132 c.

Insoluble en agua. Soluble en 10 par-
tes de etanol al 95%, en 3 partes de

acetona ¥y en soluciones de hidréxidos
aleflinos y de &cidos minerales.

+ El espectro I.R. de tolbutamida --
exhibe bandas de absorcidén caracteris
ticos a 3320, 2920, 1700, 1600, 1500,
1 (fig. No. 1),
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b) Easpectro Ultravioleta : El espectro U.V. de tolbutamida -

L— de una solucién de 15 pg/ml en eta-
o nol anhidro presenta una méxima ab-
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sorbancia a 228 nm (fig. No. 2).
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Pérdida al secado s+ No serd maeyor del 0.5 de su peso.

Netales
Selenio
Residuo

pesados s+ No més de 20 ppm.
t No més de 30 ppm.
de ignicién 1 No m&s del 0.1% .

Estabilided 3 Bottari y NMannelli (5] realizarén estudios de

estabilidad de tolbutamidm en 12 alcoholes prima
rios y en polietilenglicol 400 a 80°c. Observa-
ron que en estos excipientes sufrfia descomposi--
cién; los productos de degradacién identificados
fueron butilamina y p-toluensulfonilisocianato.

Un reporte de Chubb y Simmons (6] indica gque -
la tolbutamida reacciona con metenol en reflujo
formando butilamina y la sal del metil-~p=tolil~-—
sulfonilcarbamato. La reaccién de degradaciédn -
que se lleva a cabo la atribuyeron al mecaniamo
de reacoién denominado metan8lisis,

Bottari y colaboradores (7] concluyen en su -
reporte que en agua, alcoholes y aminas, la 8sol-
v8lisis fué el mecanismo Ade reaccién de degrada-
cién de las sulfonilureas a bajas temperaturas,

Mecanismo de accoidn: la accidédn primaria de la tolbutamida es

la estimulacién del tejido celular pancréatico,
especificamente en las células /3 s PAra Secre~—
'tgr insulina. Hellman y colaboradores en 1971 -
{2] conocluyeron que la tolbutamida tiene accién
extracelular y no es necesario que se introduzesa
para estimular la liberacién oapbnténea de insu-
lina.




Absorocién

Metabolismo

Todas las sulfonilureas svn absorbidas en el -=-
tracto gastrointestinal., La tolbutamida aparece
en sangre a los 30 minutos, después de una admi-
nistracifén oral y alcanza la concentracién méxi-
ma entre 3 y 5 horas., Rste fArmaco se une a pro-
tefnas plasméticas (2] .

{ En el humano, la degradacién de la tolbutamida
se lleva a cabo mediante la reacecién de oxida-—

- ¢ién en el grupo metilo, obteniendose como prin-

cipal metabolito l-butil~3-p-carboxifensulfonil-
urea (ocarboxitolbutamida) (8] . Este metabolito
es muy poluble en todo rango de pH y su solubili
dad aumenta con el incremento de pH y es excreta

do rApidamente en orina.

Farmecocinética y toxicidad : Ba el humano, la vida media de

una dosis dnica de 1 g de tolbutamida es de 5,7
hrs [(9] .

La dosis letal media ano de 1la tolbutamida --
administrada oralmente en ratas es de 2,34 mg ——
por KEg de peso y en ratén, por via intraperito——
neal de 1.232 mg/Kg.

Uso terapfutico s S6lo debe emplearse en individuos con dia-

betes del tipo iniociado en la madurez que no pue
den o0 no desean administrarse insulina, si fraca

sa el control dietético y de reduccién de peso -
(2] »

Contraindicaciones 3 Diabetes juvenil, coma diabético y en -

el embarazo .



B) TABLETAS

1) Definicién, ventajas y atridbutos (10,111 .

Las tabletas son formes farmacéuticas sélidas dosifica
das, manufaocturadas por compresién, a partir de substancias
eristalinas, polvos amorfos © material granular, los cuales
pusden ser comprimidos directamente o en combinacién con —--
excipientes,

En la actualidad es una de las presentaciones farmacéu
ticas de mayor umso, por las innumerables ventajas que presen
tan, por ejemplos

l.- Precisién en la dosificacién.

2.- Estabilidad ffeioca y quimica por periodcs prolongs

dos de almacenamiento.

3.- Pacilidad de administracién.

4.~ Simplicided y economfa,

5.= Pacilidad de transporte y manejo por el paciente.

Las tabletas han sido empleadas durante muchos afios y
detas reciben el nombre segin la via de administracién o --
bien por alguna caracterfstica en particular por ejemplo:s
tabletas masticables, sublinguales, bucales, vaginales, efer
vescentes, implantecién subouténea, eto.

Una tableta debe poseer los sigulentes atributos:

a.~- Bstabilidad fisica y quimica.

b.~ Capacidad de liberar al fArmaco (s) en forma prede

cible y reproducidble,

Ge= Estar libre 4de defectos, tales como bordes desgas-—

tados, laminacién, contaminacién microbiolégica, -
etc.



d.~ Capacidad para soportar la manipulacién durante el
acondicionamiento, transporte, distribuciédn en el

mercado Yy uso.

2) Excipientes. [10,12,13) .

Los excipientes que generalmente se utilirzran en formu-
laciones de tabletas se clasifisan de acuerdo a su funcién -
ens

A).- Excipientes que imparten caracterfsticas satiefac

torias a las tabletas durante el proceso de com—-
presién, son los siguientes:
A.l) .- Diluentes.
A.2) .- Aglutinantes.
A<3) .~ Lubricantes.
B).- Excipientes auxiliares que imparten caracterf{sti-
cas fifsicas adicionales a la tableta:
B.l) .~ Desintegrantes.
B.2) .- Tensoactivos.
Be3).~ Colorantes. ;
B.4) .~ Saborizantes y edulcorantes.
A.l) .= Diluentes.
ios diluentes son excipientes que se adicio=
nan en la formulacién para incrementar el volumen
de la tableta, a un tamafio conveniente para la com
presién. Generalmente se usan cuando la dosis de

algunos fArmacos es muy pequefia (p.e. 0,75 mg de -
‘dexametasona/tableta), consecusntemente es necesa-

rio adicionar una substanoia inerte pars que incre
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mente el volumen de la tableta. Estos se gele---

ccionan en base a la experimentacidén, fagtores de

estabilidad, atoxicidad, compresibilidad y costo,

e jemploss lactosa hidratada, lactosa spray dried,

celulosa microcoristalina ( Avicel pH 101 o 102), -

almidén de mafz, manitol, eto.
Ae2) o= Aglutinantes.

El aglutinante tiene la funcién de impar=--
tir cohesividad entre el fArmaco (8) y el resto -
de los excipientes para dar origen a granulados -
compresibles., En algunas formulaciones son adicio
nados en seco, mezclados con los fArmacos y demés
excipientes y posteriormente son activados por la
adicién de una substancia (p.e. agua, alcohol eti
lico). En otras formulaciones estos son disuel--
tos o suspendidos en un lfquido y en easta forma -
es adicionada a la mezcla de polvos para llevar a
cabo el procesc de granulacién, ejemplos: paste -
de almidén, soluciones de grenetina, de cerboxime
tilcelulosa, polivinilpirrolidona (PVP), acacia,
alginato de sodio, polietilenglicol, etc.

A.3) o= Lubricantes.
' Bl lubricante dependiendo de la funcién —-
que desempefla, se clasifica en:

A.3.1) pealiza_nto: son compuestos qgufmicos que im
parten flufdez al granulado mediante 1la re
duocién de la frioccién 1nt§rpart1cu1ar, -
ejemploss almidén de mafz, talco.



A+.3.2) Antiadherente: substancia quimica que evi-
ta la adherencia del comprimido en punzo--—-
nes y matrices, ejemplos: talco, almidén -
de mafz, eatearntc de magnesio o ds ecaleio,
sflica coloidal ( CAB=D=SIL).

Ae3.3) Lubricante: compuemto quimico cuya funcién
es reducir la fricoién entre punzén y me--
triz y entre la pared metélica de la matriz
y el borde de la tableta, durante el ciclo
de expulsién de las tabletas, evitando el
despostillamiento de &stas, ejemplos; es—
tearato de magnesio, &cido estedrico.

Usualmente entos compuestos son adicionados -
en el dltimo paso de fabrioaoidén, antes de la com
presién. .

El tipo de lubricante, asf{ como la cantidad a
utilizar en la formulacién dependerf de las carac
terfsticas de los demAs componentes de la formula
siocn, de su compatibdilidad f{sica, quimica y bio-
farmacéutica y del proceso de manufactura.

B.1l) .~ Desintegrantes.
El desintegrante es una substancia quifmica

cuyo objetivo es romper la tableta en un medio 12

quido, venciendo las fuerzas de cohesién debidas

a 1la compresiédn y al aglutinsnte. Bl desintegran-

te al estar en contacto con 4icho medio absorbe -

agua, o8t0 hace gque inorenente su volumen, proveo-
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cando la fragmentacién de la tableta en érénuloé
¥ partfculas. Bs racomendable adicionar el desin
tegrante en dos partes, una dentro del granuiado
Y la otra a la mezcla final de polvos antes de su
compresidén, para que 81 que estd fuera del granu=
lado induzca el rompimiento de la tableta en gré-
nulos y 61 que est& dentro de éstos grénulos, —-—
los fragmente en partfculas, lo cual favorecera —
la disolucién del (los) fArmaco (8) porque tendrén
una mayor superficie de contacto con dicho medio,
ejemploss almidén de mafz y su derivado, el glico
dato séddico de almiddén (Primojel); derivados de -
celulosa, metilcelulosa, carboximetilcelulosa, ——
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona de
enlace cruszado (PVP-XL), etce.
Be2) .= Tensoactivos. i

La funcién de estos compuestos radica en dig
minuir la tensién superficial de un disolvente —-
({pe.e. 2gua) con el fin de facilitar la humectacién
del f4rmaco, para su disolucién y posterior absor
cibn.

Los tensoactivos se caracterizan por tener
una porceién hidrofébica ( cadena hidroocarbonada) y
¥ una hidrofflica (sulfato, sulfonato, amino, po=—
lialcoholes, etc). Se clasifican de acuerdo a su
polaridad ens
Be2.1) Tensoactivos anibnicos: se caracterizan —-
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por poseer un grupo polar capaz de ionlizar
se en solucién acuosa, adgquiriendo una car
ga eléctrioca, ejemplos: laurilsulfato de -
s0dio, dioctilsulfosucoinato de sodio, etc.

B.2.2) Tensoactivos catiénicos:s se caracterigan =
por tener un grupo polar capaz de ionizar-
se en solucién acuosa, adquiriendo una car
ga eléctrica positiva, ejemplos: derivados
de amonio cuaternario, el bromuro de cetil
trimetilamonio.

Bo2.3) Tensoactivos anféteros: se caracterizan por
presentar en el grupo polar hidrofflico un
grupo aniénico y un catiénico, ejemplos —
lecitinas.,

Be2+.4) Tensoactivos no iénicos: son compuestos. -
quimicos constituidos por una cadena hidro
carbonada lineal o cfclioca con 1 o més gru
pos oxidrilos (OH), ejemplos: aleohol lad-
rioco, alcohol cetflico, alechol estearfli-
co, monopalmitato de sorbitan (Span 40), =
monopalmitato de sorbitan polioxietileno -
20 (Tween 40), etac.

Be3)e= Colorantes.
Estos se emplean para proporcionar una apa-
riencia estética al producto final y faciliter -
la identificaciédn de cada producto. OComunmente -

éstos se afiaden en la formulacién, disueltos en -

-
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en la solucién aglutinante o mezclados en una por
cién de diluente y posteriormente incorporarlo al
resto de polvos, mezclando hasta su homogeniga=—-—

cién. Los colorantes smpleados pertenecerén a la
clase denominada "Alimentos, Medicamentos y Cosme
ticos" (A.M.C.) porque deben ser atéxicos y no —
carcinogénicos,

Be4).~ Saborizantes y edulcorantes.

Los saborizantes son ttiles en el mejora-——-
miento del =2a2bor de tabletas masticables y de uso
pedidtrico.

Generalmente son aceites vol&tiles, estos -
se disuelven en alcohol y se adicionan al granuls
do, aunque también pueden ser absorbidos en otros
en otros excipientes (talco) e incorporarse antes
de la compresién; algunos actfan a la vez como =
lubricantes.

Loa edulcorantes son los que imparten el '--
sabor dulce a las tabletas masticables, ejemplos:
manitol, lactosa, sacarina, sacarosa, dextrosa,—-—

aspartame, etc,



3)

15

NMétodos de manufactura [10,11,13] .

Los métodos utilizados en la preparacién de tabletas -

son los siguientess

a)

b)

a) Compresidén directa.
b) Doble compresidn o granulacion en seco.
¢) Granulacién hdmeds.
d) Granulacién directa.

Compresién Airecta.

Este método consiste en comprimir la mezcla Ade fArmaco
(8) con excipientes eonpreau}loa, tales como celuloss mi-
crocristalina, etc. Bste compuesto tiene las caracter!sti
cas de fluidez y compresibilidade.

Las etapas en que esta constituido este método sons -
pesado, tamizado, mezclado y compresién.

Su ventajs principal es la reduccién del costo de manu
factura porque requiere de poco espacio, tiempo y equipo.
Doble compresién o granulacion en seco.

El método consiste en compactar una mezcla de polvos -
en unidades de peso mayor de las tabletas que finalhente
se obtendrén., Dichas unidades son molidas y tamizadas —
para dar el tamafic de grénulc, se adiciona el lubricante,
se mezcla ¥y comprimir para obtener las tabletas deseadas,

Las otapau en que estf constituido son: pesado, tamirza
40 (formacién de grénulos),mezclado y compresidn.

Ventaja: es un método de fabricesién opoicnsl cuando -
al (los) férmaco (s) es (son) sensibles 2 1z humedad y al
calor. .



c)

d)
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Desventajas requiere de mayor tiempo, manipulacién & -
de equipo especial (compactador de polvos).
Granulacién hfimeda.

Este método es ampliamente utilizado en la manufactura
de tabletas, Consiste en humedecer la mezc¢la de polvoa -
con una soiucidn»?glutinanto, proporcionando cohesividad
a los componentes de la formalacién ( fArmaco y excipien--
tes), obteniéndose un granulado hémedo, este se seca en -
horno y ya seco se tamiza, mezcla con el lubricante y se’
comprime,

Los pasos que comprende este proceso son: pesado, tami
zado, granulacién (solucién aglutinante), tamizado, seca-
do, tamizado, mezclado (lubricante) ¥y compreéién.:

i Ventaja: tiene la certidumbre que mediante este proce;
dimiento se obtienen grénulos con buena compresibilidad.

Desventajass debido al ndémero de pasos de que esStd =-
constituido, requiere mayor tiempo de manufaoctura, consu-
mo de energfa, equipo y matefiales. Este método es incon-
veriiente cuando el fArmaco es 14bil a la humedad y tempe-
ratura. . '

Granulacion dirodfa.

‘Rste método fué propuesto por Rubinstein [(14] .

El fundamento de éste método consiste en llevar a cabo
la granulacién mediante el uso de un compuesto quimico --
que funda @ temperaturas relativamente bajas, por ejemplo
Scido estedrico, polietilenglicol 6,000, etc. Al fundir,
este compuesto se dispersa alrededor de las partfculag =-



17

gue 1lo rodean, uniendolas entre sf y al ir descendiendo -
le teuperatura, solidifica dando origen a la formacién -
del granulado.

Las etapas en que esta formado son: pesado, tamizado,
mezclado, granulacion (calentamiento progresivo hasta gue
funda el agente granulador y después un lento enfriamien-
to hasta que dicha mezcla alcanze la temperatura ambiente)
tamizado y compresidén. '

Ventajas: reduce costos y tiempo de fabricacién de =

tabletas porgue no requiere la etapa de secado.
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C) DISOLUCION [12,15] .

1) Importancia de la prusba de daisclucién.

Hasta hace algunos afios se consideraba gque la pi'ue'ba i
de desintegracién era el medio de evaluacién "in vitro™ de =
la biodisponibilidad de loas f&rmacos en tabletas. =n un ——
principio se asumfa que existf{a una correlacién entre el rom
pimiento de la tableta en pequeflos fragmentos y la disolu ~
cién del fArmaco.

Sin embargo hoy en dfa, la prueba de desintegracién -
no asegura de que se liberarén d.ichos fArmacos. Schroeter,-
Tingtad, ‘Knoechel ¥y Wagner [15] reportaron que en algunas ——
formulaciones de tabletas si existfia una relacién cusntitati
va entre la velocidad de disolucisn y el tiempo de desinte-—-—
gracién. Pero en otras no habfia tal relacidn, por lo consi-
guiente no es el parfmetro adecuado para evaluar la biodispo
nibilidad de los fArmacos en tabletas.

Cuandc un férmaco es administrado en forma de tableta,
cépsula, suspensién oral, suspensién inyectadle, pellet, etc.
la velocidad de absorcién dependeri de la rapidez de la diso
lucién del férmaco en los flufdos biolsSgicos segfin el sitio
de absorcién. Bn este caso, la velocidad de disolucién es -
el paso limitante de la velocidad de absorcién, ésto se ob——
serva en el siguiente esquenmas

Phrmaco en tdi- Pérmaco xabs Pérmaco

esstado sélido } en solucidén en sangre

Donde lu. b 4 !‘b. representan las constantes ds -
velocidad de disolucién y absorciém resvectivamente.
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Los procesos involucrados cuando una tableta es ex———
puesta en el fldido gastrointestinal, después de su adminis-
tracién oral se indican en la fig. NRo. 3. BEn donde se obser
va que la disolucién no ocurre solamente a partir de las par
tfculas, sino que también de la misma tableta y de aquellos
fragmentos originados por 1la desintegracidn.

€0 férmaco al estar en solucién (paso No. 3) se absorxr
be ripidamente hasta alcanzar la méxima concentracién plasma
tica (paso No. 4), para llevar a cabo el efecto terapéutico
determinado.

Se ha visto que las velocidades de desintegracién y -
disolucién dependen biAsicamente de la formulacidn y del méto
do de manufactura de las tabletas. 7Por eso el formulador =
debe controlar estos pardmetros al desarrollar una nueva for
mulacién para que ésta sea biodisponible, siendo su herra =
nienta la prueba de disolucién.

La importancia de correlacionar la prueba de disoclu—-—
cién "in vitro™ con la velocidad de absorcién nin vivo" , es
una de las preocupaciones actuales del formmlador., Esta re-
lacién la obtiene al rezlizar estudios de biodisponibilidad
del nuevo producto farmacéutico en pacientes, determinando =
la méxima concentracién del férmaco (s) en plasma, orina, =
etc. y al efectuar la disoluecién "in vitro™ de 6ate producto
cusntificando el porciento (%) o cantidad (mg) de f&rmaco en
solucién, a intervalos de tiempo.

La prueba de disolucisn es importante para fArmacos -~
que son insolubles o ligeramente solubles sn agua y cuya via



TAPLETA DESINTEGRACION

SRANULOS
e} o
(3] AGREGADOS
DisoLUCION DIBOLUCION

S

FARMACO <N

DISORESGACION
——p
2

DIsOLUCION

SOLUCION

ti¥ VIVO O 1IN VITRO )

\

ABSORCION (1IN VIVO)

te

{

FARNMACO €N SANORE

OTROS FLUIDOS Y €N

FIOURA No.

TEJIOOS

PARTICULAS

FINAS



de absorcién se lleva a cabo en el tracto gastrointestinal y
también para aquellos f&rmacos cuyas Aosis son muy pequefias
(peo, 0,75 mg de dexametasons/tableta) y en productos de =--
accidn sostenida.

2) TEORIA DB LA DISOLUCIOR ([13] .

Durante el desarrollo de una formulacién de tabletas
el formulador debe verifiocar que el (los) fhrmaco (8) se 1li-
bere (n) de ellas, al sstar en contacto con sl fliido gastro
intestinal. Una vez que esté en solucidén, esta listo para -
ser absorbido y llegar asi el sitio de acoién en donde va =
a ejercer el efecto terapéutico deseado.

Es por esto, que la disoluocidén es un proceso fundamen
tal desde el punto de vista biofarmacfutico. Para evaluar -
la disolucién se recurre a pruebas "in vitro", porque indi--
can con buen margon'de seguridad la posible biodisponibili-
dad del fArmaco en estudio.

La prueba de disolucién "in vitro" debe demostrar que

a.- La disolucién del féArmaco de su forma farmacéuti-

estd dentro de las especificaciones establecidas
segén el producto.

b.= La velocidad de disolucién sea uniforme de teble~

ta a tableta , de lote a lote y ser la misma de -
aquellos lotes que resultaron ser biodisponibdbles
¥ olinicamente efectivos.

Existen diversas teorisms que tratan de explicar este
proceso. Una de las més conocida es la teorim de la nelicu-
la ¢ del film, prbﬁuasta por Noyes y Whitney, lr cusl se ===
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expresa por le siguiente ecuaciéng

- = K —oa— (G, - o)
dondes
2~ =« velocidad de disolucién del férmaco.

K = constante de velocidad de disolucién.

D = coeficliente de difusién.

4 = 8&rea superficial de los s8lidos a disolverse.

v = volumen del medio de disolucién.

h = espesor del estrato estacionario.

Cs = concentracién del fhrmaco en el estrato esta—
cionario.

Ct = concentracién del fArmaco en el medio de diso

lucidn a un tiempo t .

Esta ecuacién establece que al ester en contacto una
tableta con su medio de disolucién, se forma un estrato esta
cionario de solucién saturada del férmaco con un espesor (h)
alrededor de la tableta. La disolucidén de este fArmaco se -
lleva a cabo por difusién de las moléculas del fé&rmaco de =
dicho estrato hacia el resto del medio de disolucién.

Es decir, la velocidad de disolucidn de un f4rmaco -
esta en funcién de: el espesor (h) del estrato estacionario,
la velocidsd de difusién (D) de las moléculas del fArmaco =
en el estrato haciam el seno Adel medio, al Area superficial =-
(S) del f4rmaco y a su solubilidad en el mismo.
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3) Pactores que alteran la velocidad de disolucién en la
prueba *in vitro" [15] .

Existen muchos factores que afectan la velocidad de --
disoluoién de fArmacos contenidos en tabletas, estos se cla=
sifican de la siguiente formas
a.,~ Pactores inherentes a la prueba de disolucidz:

a.l) Composicién del medio de dimolucidén, =, fuerza -

iénica, viscosidad, tensién superficizl, etc.

a.2) Velocidaed de agitacidn.

a.3) Temperatura del medio de disolucién.

2.4) Gradiente de concentracidn entre el estrato satu-
rado alrededor de la tableta y el resto del =medio
de dimolucidn.

a.5) Geometr{a del recipiente de prueba,

b,= Pactores relacionados con las propiedades f£{sico~quimicas
del PArmaco mismos

b.1l) Polimorfismo.

b.2) Sclubilideq,

b.3) Solvatacién,

b.4) Complejacién.

b.5) Tamafio de particula.
c.= Pactores relacionados a la formulaoién;

c.l) Cantidad , tipo y método de incorporsacién de los
excipientes: diluente, desintegrante, aglutinzante,
lubricante, etc.

c.2) Procedimiento de manufeactura; compresién directa,
doble compresidn, granulacién hdmeds, etec.
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c.3) Tamaflo y distribucién del grénulo.

c.4) Puerza y velocidad de compresién.

c.5) Tipo de recubrimientos entérico, etc.

d.- Pactores ambientaless

d,1) Humedad durante el proceso de manufactura,

d.,2) Condiciones de almacenamiento del producto termi
nado ( temperatura, humedad relativa, etc.).

d.3) Tiempo de slmacenamiento. '
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D) CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION (C.L.A.R.)
[16,17,18,19]

La cromatograf{ia de lfquidos de alta resolucién ( CLAR)
es 1la técnica de separacién mediante la cusl, se lleva a ~—
cabo el reparto de un soluto (s) entre una fase mévil y una
estacionaria. Cada soluto eluye en la colurma en un tiempo
de retencién (tr) determinado, para ser posteriormente detec
tado, graficado y cuantificado.,

El equipo b&sico de cromatografia de 1fquidos es el —-
siguientes

a.- Bomba.

b.= Pase mévil.

c.= ManSmetro,

d.~ Columna cromatogréfica ( Pase estacionaria).

e.- Detector.

o= Registradof de datos (Graficador).

Esquema de un oromatdgrafo de liquidoss

cromatograma

Graficado rl
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a.- Bomba: para realizar un anfdliseis por C.L.A.R, es fimda-——

mental que la fase mévil posea un flujo y una presién cons——
tante a través de la columna, para que se lleve a c¢abo la —

elucién de los solutos de una muestra en un tiempo determi——

nado y esto se logra mediante el uso de una bomba cromatogré

fica adecuada.

Las

bombas se clasifican en agquellas que impulsan la -

fage mbévil a un flujo constante y aquellas que la impulsan =

presidn constante.

Las
l.-
D=
1l.-

20~

bombas méAs utilizadas son la de flujo constantes
Bombas reciprocantes.

Bombas de desplazamiento positivo.

Bombas reciprocantes: estén constituidas por céAma-
ras de pequefios volﬂmenqs ( 35-400 ;;1) con pistones
reciprocantes o0 diafragmas flexidbles, nque impulsan
la fase mbévil dentro de la columna en contra de la
Presién que opone el material de empaque de esta -~
misma., Algunas de estas bombas constan de mecanis-
mos especiales para minimizar la variacidn de la -
de la pulsacién del flujo y a su vez proporcionan-
una linea basal estable.

Bombas de desplazaniento positivo:; su mecanismo de
operacifn es seme jante a una Jeringa, ocuyo émbolo
es impulsado por un tormillo sin fin, el que a su
vez es controlado por un motor. Impulsan un flujo
constante sin puiaaciones, independientemente de -
1la presién que opone la columna.
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b.,~ Pase mévil: es el componente del aistema cromatogréfico
que realige el proceso de elucién de los solutos en la mueg
tra por analizar, mediante la interaccién con la fase esta-
cionaria.
La seleccilén de la fase mévil depende bésicamente de -
varios parémetros tales como:
1) Pureza de los disolventes,
2) Solubilidad de la muestra en la fase méyil.
3) Estabilidad de la muestra en la fase mnévil,
4) Compatibilidad entre la fase mévil, muestra y detec
tor.
5) Eiscibdbilidad con la fase estacionaria.
: €) pH. .
7) Polaridad, de acuerdo al tipc de cromatograffa em-
pleada, ya sea de fase normal o de fase inversa -
(se descridbirén posteriormente) y también a la po-
laridad del férmaco en estudio. Bjemplos de fases
.m8viles en orden creciente de polaridad; hexsno, =
tetracloruro de carbdono, tolueno, cloroformo, di--
cloro-etileno, 2-nitropropano, nitrometano, sceta=
to de etilo, acetonitrilo, etanol, metancl, &cido
ac8tico y agua.
Cc.= Manémetro: en C.L.A.R. una de las condiciones operativas
izportante de trabajo, es la presién adecuades de la fase mé-
vil a través de todo el equipo cromatogréfico.
Las presiones recueridas para que la fase mévil lleve
a oabo 1la slucién de los solutos, eastdén en funcién a2l tamaflo
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de partfcula de la fase estaecionaria, sl didmetro interno de
la colwme y & la viscosidad de la fzse mbvil principalmente.

La presién, no exceder#f los limites de presidn estabdble
cidos por el fabricante de las columas. Al rebasar los 1li{-
rites, Be corre el riesgo de dessmpaguetar el relleno de la
columna, consecuentemente 8sta disminuye su eficiencia. Por
lo tanto, el equipo cromatogréfico debe de contar con un ma-
németro, que indinue ls presién del flujo de 1lm fase mévil =
entes de entrar a les columme. Aproximadamente los limites
de presién a las que se debe operar sons

l.- Colurmas de acero inoxidable hasta 3,500 psi.

2.= Cartuchos radisl-PAK hasta 2,000 psi.

3.= Columas de vidrio hasts 1,500 psi.
d.—- Columna cromatogridfica.

La columna es el "corazén" del cromatdgrafo, ya cue en
ells se reasliza la separacién individual de los solutos en -
una muestra determinada, gracias a la interaccién entre las

w

feses mévil y estacionaria.
a=l.- Page estacionaria.r
] La fase estacionaria en C.L.A.R. generalmente -—-

e3ts constituide por s8lidos empaquetados homogeneamen-

te dentro de la columna. Estos s36lidos difieren en =-—-

estructura y composicién qufmica, por ejemplos

e) Material poroso:; tierras diatoméceas.

b) Material semiporoso: partficulas ~uyo centro es un -
8é6lido (vidrio) recubiertas por una fina cepa super-
ficial porosa de sflice, por ejemplo el Zipax de =——-



Dupont y el Corasil de Waters. Estas partfculas po-
seen la ventaja de presentar una répida transferen-
cia de masa y ademés son estables a presiones elevg
das.

En cramgtograf!a de lfouidos existe un tivo especial -
de fase estacionaria denominada "fase enlazada". Esta -
consiste en un compuesto orgélnico de natureleesa polar ©
apolar unido ( enlazado) al oxidriloc (OH) localizados en
en la superficie de las partfculas de sflice mediente la
reaccidén de silanizacién. Bsta reaccién se lleva a cabo
entre los grupos oxidrilos {CH) del sflice y una solu-=—
cidn al 10 % de octadeciltriclororosilano o al 10 % de -
feniltriclorosilano en tolueno [20] .

Segin la naturaleza polar de la fase estacionaria enla
zeda, le cromatograffa de 1lfguidos se clasifica en:

l.~ Pase Normal.

2.~ Pasgse inversa.

l.- C.L.AsR. en fase normal: éste constituide por -
una fase egtacionaria de natursleze polar, ejem-
plo: sflice-0H y la fase m8vil de carfcter apo--
lar, ejemplo: hexano, THP, etc.

Zn eate tipo de cromatografia el orden de elu
cién de los solutos estd en funcibén de la afini-
dad de éstos por le fame estacionaris de nature-
leza polar, es decir, primero eluiré el soluto
apolar, en seguida el semipolar y en dltimo lu-—-
gar el soluto polar (fig. No. 4).
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2. C.L.A.R. en fage inversa: ésta cromatograffa -—-
estéd compuesta pér una fase estacionaria de natu
raleza apolar (octadecilsililo, fenileililo, etc)
¥ una fase mévil de carfoter polar (agua, meta~-
nq;, eto.).

Aquf, el orden de elucisdn es primeramente el
soluto polar, en segundo dlugar el senipolar y en
dltimo lugar el soluto apolar {fig. No. 4).
e.,~ Detector.

El éxito de la técnica analftica por C.L.A.R. depen-
"de en gran parte del uso de detectores altamente sensi--
tles, porque se empiean voltmenes penuefios de nuesatra, -
para el an&lisis cuantitativo de fArmacos en diversas --

formag farmacéduticas dosificadas. :

La elaccifn del detector esta en funcién de las pro-
piedaden fisico-~guimicas de los solutos, p.e. longitud -
de onda de méxima absorbancia (X.). fndice de refraccién,
ete.

El detector méds utilizado en C.L.A.R. es el de absor
bancia al U.V,, provistos a2lgunos de ellos de longitud -~
de onda varisble entre 190-800 nm, lo cusl, 1o hace ¥til
para la cuantificacién de un amplio nfmero de fArmacos.

21 detector éptico funciona de ls siguiente formas

Zn primer inaetancia éste, estd form=ado por una miecro
celda (aproximadamente de 10 pl) y un rayo de luz segdn
la longitud de onda ().) esneci{fiocn del solute (s). =1
rayc de luz atravieza a la microcelda y 109 s0lutos ———
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eluidos al pasar por €sta, originan variaciones en la =-
intensidad de corrients, debido a que una parte es absor
bida por dichos solutos de la muestira. =stas variaciones
de intensidad producen una sefial, la nue es recibida por
el registrador de datcs y este a su vez transmite le in-
formacién al graficador, el cual imprime en el papel ero
matogrifico los picos c;omatogriticos con sus respecti--
vos tiempos de retencisén (tr) y Areas para cada uno de -
los sclutos presentes en la muestra.

Los componentes nfs importantes de un pico cromato=-

gréfico se indican en el sigsuiente tipico cromstogramns:

}" in’-‘ - *--‘-'_--"')'\

>
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donde
t_ = tiempo muerto. Es el tiempo que transcurre en -

aparecer el pico ocorrespondiente al disolvente de
la muestra.

t_ = tio_-po de retencién. 2Es el tiempo que permanece
retenido el soluto en la columna y comprende des-
de el momanto de la inyecoiém de la muestra hasta
la aparioién del méximo del pico del soluto en un
tiempo t en minutos (min).

tz'_ s tiempo de retencion corregido. Es la diferencia
de tr k4 tu . .

‘"W, = ancho de la base del pico cromatogréfico. EBEsta -
se obtiene trazando tangentes en los puntos de ~-
:th.exi&n del pico y midiendo la longitud de la -
linea base que estd comprendida entre los puntos
donde la cortan 4diches tangentes.

El pico cromatogrffico corresponde de manera ideal a -
una curva de distribucién normal. ' Dicha curva se caracte—
risa por su desviacién esténdar (T ) y su drea es propor--
cional a la concentracifén del soluto en la muestra.

Para cuantifioar férmacos por C.lL.A.R. es indispensa--
ble oue los picos estén perfectamentes delineados y resuel-
tos (separados). Esta separacifn se expresa nediante el -
faotor de resolucién (R} ¥ hay resolucién cuando es mayor
0 igual a 1.5 .

R. S0 expresa como el cooclente entre la distancia de -
de los puntos méximos de 103 picos 1 y 2 y el promedio de
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la amplitud de la base de los mismos, su expresibén matemé
tica o8 la siguientes

Ld - rd
tr2 tr
R' -

W2 Wy + Wy, )

Por otra parte, 6ste factor de resolucién esté rela—-
cionado con Otros parimetros cromatogrificos, los cuales
8e expresan en la siguiente ecuacién:

N ol = 1 | &d
R =
e 4 =< K’ 4+ 1
dondes
N = némero de platos tedricos.

o = PFactor de separacion.
K’ = Pactor de capacidad
Nfémero de platos tedéricos (N). Un plato teérico es un

oconcepto ficticio sue no corresponde a ninguna entidad =-
real de la columna, pero para fines de evaluacién en croma
tograffa, se define como la parte de la columna gue propor
oione un efluente en equilidrio del soluto entre la fase -
mévil y la fase estacionaria. Su expresién es:

2
*
N = 16 'rl
bl
donde:
K = ©Nfmero de platos tebricos.

t'
r

tiempo de retencién del smoluto 1.
wb1= ancho de la base del pico cromatogréfico.



K}

Pactor de separacibn (oX) : describe la posicién rela
tiva entre dos picos adyacentes y se calcula mediante la -
expresién matemiAtica:

K =

trl
Pactor de capacidad o relacifn de capacidad (K°) :

expresa numéricamente la capacidad de separar un solu-
to del disolvente y de sus impurezas,

L4
tha

K’ =
h
n



III. MATERIAL Y BRQUIPO
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A) PORMULACIONES Y DISOLUCION 3

a.-
o=
Cu-
d.-
e.-
Lo
&=
he=-
i.,-
Jo-
k,~
l,-
m. -
n,-
-
Pe—

Nezcladora Hobbart enchagquetada.
Tamiz No. 30 .

Tableteadora Manesty de 16 punzones,
Provador de dureza 3Jchleuniger,
Priabilizador USP.

Desintegrador USP. .
Disolutor Hanson Research modelo T2-Rl.
Bspectrofétometro Beckman,

Gradilla metlica.

Tubos ds ensayo de 13 x 100 mm,.
Pipetas volumétricas de 1 y 2 ml.
Matraces volumbtricos de S0 y 100 ml,
Papel filtro Watman No, 4l.

Jeringas hipodérmicas de 5 ml.
Termémetro de -10 a 140 °c.
Cronémetro,

B) ANALISIS CROMATOGRAFNICO :

l.=
2=
3.-
4=
Sem
o=
Te-
8e=

Balanza analf{tica NMettler, :
NMicronizador de tabletas Janke & Kunkel.

Tamiz No. 6Q0.

Bafio ultrasonido Nettler.

Agitador mecfinico Shaker Wrist-Acotion.
Centrifuga Beckman y tubos de centrifuga.
cron#tdgrato de 1fquidos Waters modelo ALGC/GPC
Coluana miorobondapak c18 .

.= Pipetas volumétricas de 2, 4 y 10 ml.
10.- Natraces volumétricos de 50 y 100 ml.

204.



1V) PARTE EXPERIMENTAL

FORVULACIONES
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A) Proceso de fabricacién de tabletas de tolbutamide =edian
te el proceso "Granulaciém Directa™.

a.= Verificacién de limpieza del equipo y fArea de tradajo.

b.= Pesado y tamizado de tolbutamida y excipientes a =ravéas
de malla No. 30.

C.=~ Mezclar la tolbutamida, 8l agente granulador y derfs---
excipientes hasta obtener una mezcla homogénea.

d.~ Calentar progresivamente ol rocijﬁ.ento que contiene la
mezcla de polvos e iniciar el mezclado., Cuando 1as tem-
peratura alcanze el punto de fusidn del agente gr=anula-
dor, &sta se debe mantener en un lepso de 20 min sara =
que se lleve a cabo la granulacién.

Posteriormente se procede a enfriar el granulade cbtg_

nido hesta temperatura ambiente.

¢.= Comprimir en méguina tableteadora.

B) Método basado en ia USP XX para estudiar la velociZad de
disolucién de las tadletas de tolbutamida desarroliesdas.

l.= Pesar individualmente § tabletas.

2.~ Adicionar una tadbleta a2 cada vaso del disolutor gue con
tiene 300 ml de una solucién amortiguadora de fosfatos
PH 7.4 a 37 °c » BEmplear un sistema de agitacion = ba-
se de paletas, las cuales deben girar a 75 rpm y estar
dispuestas a 2 cm del fondo del vaso.

3e= Tomar una alfouota de 1 ml de cada vaso a los 10, 20 y
30 min, filtrarla a través de papel Watman No., 41 ¥y —=-
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recibirla en matraz volumétrico de 50 ml. Diluirla ——
hasta el aforo con solucién amortiguasdors de foefatos -
P T.4.

4.- Leer las =bsorbancias de las nmuestras problema y del ——
estfindar de tolbutamids en un espectrofotémetro a 228 =
nm.

S.= Graficar el % de tolbutamida disuelta contra tiempo.

B.l) Célculo pare determinar el £ de tolbutamida disuelta,
Se determiné mediante la siguiente ecuamcidng

S0 ml

c
mg tolbutamida A b - at . . 900 ml
disuelta P A 1ml
st
donde:
Apb = Abscrbancia del problema a 228 nm.
cst = Concentracién del esténdar de tolbutamida en

mg/ml ( ver apéndice A).

Aat = Absorbencia del estdndar de tolbutamide a 228 nm.

£ tolbutamida ng de tolbutamida disuelta

disuelta mg tolbutamida / tabdbleta

. 100

TOLBRANcIA: Debe disolverse no menos del 70 £ de la —
cantidad etiguetada de tolbutemida en ta--
bletas, en 30 minutos.



41

C) Estudio de algunos factores de la formulacién cgue a-
fectan la disolucién de tabletas de tolbutamida,

Zn el desarrello de las tabletas de tolbutamida, se
estudiaron algunos factores de la formulscién que afec-~
tean su disolucién que a continuacién se describen:

lj Bfecto del aglutinante ( agente granulador).
Utilizando el método de "Granulacién Directa”
se fabricaron lotes de tabletas de tolbuteamidsa,
empleando diferentes agentes granulantes para --
observar su efecto sobre la disolucién (gréfica
No. 1). Adicionslmente se evalué la dureza y el
tiempo de desintegraciém ver tabla Fo. 1 .



TABLA No.

EFECTO DEL AGLUTINANTE EN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION DE TOLBUTAMlDA

Experimento | Aglstinonte Dureza Desintegracidn */ Tolbutamido disueitg
No. ' (usc) {min) 10 min 20 min 30 min
Acido
) ’ 8.7 0.5 95.2 94.6 97.7
esteoarico
Estearato
2 de polioxie- 10.1 7.8 90.9 99.9 99 .6
fileno 40
Polietilen-
3 glicol (PEG) 10.0 6.0 83.4 7.1 8.4
' 6 000

144
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100
95
90
85
80

disuelto
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2)'B£ecto de la concentracidn del desintegrante,

Para seleccionar la concentracién Sptima del
desintegrante (Primojel) en la formulacién se
ensayaron tres concentraciones: 2, 4 y €& %€ de
Primojel/tabletea.

La incorporacién del desintegrante en las ~-
formulaciones, fué como se describié en el mé-
todo de menufactura.

Las tabletas resultantes fuerén sometidas a
las pruebas de durezs, tiempo de desintegra --
cibn (ver tebla No. 2) y velocidad de disolu—-
cibén (gréfice No. 2).



TABLA

No. 2

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL DESINTEGRANTE EN LA

VELOCIDAD DE DISOLUCION DE TOLBUTAMIDA
Experimento Primojel. Durezo Desintegracion %« Tolbutomida disueita
No. (=/-P/P) (USC) {min) 10 min 20min 30 min
1 2.0 14.0 30.0 15.17 26.96 42.48
5 1.0 10.0 6.0 83.40 97.11 98 .40
6 6.0 12.0 8.0 84.76 95.82 98 .81

° Glicolato sodico

de olmidon

&y
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3) Efecto de le concentracién del lubricante.

Los lotes de tabletas de tolbutanida se fa-
bricaron conteniendo 0.5, 1,0 y 3,0 £ de es—
tearato de magnesio por tableta, con el fin -
de encontrar la concentracidédn sdecuanda de ég~
te lubricante, que proporcionara fluidez al =

. &renulado y & su vez no interfiriera en la ai
solucidn del f&rmaco en estudio. Los resulta-
dos se muegtran en la tabla No. 3 y la veloci
dad de disolueidn de tolbutamida en funcién -
del lubricante (estearato de magiesio) se in-
dica en la gré&fica No. 3 . '



TABLA No. 3

EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL LUBRICANTE EN LA
VELOCIDAD DE DISOLUCION - DE TOLBUTAMIDA
Experimento | Estearoto de Durezo Desintegracion /o T‘olhu'omido disuelta
No. mognesis . (USC) { min.) (O min. 20 min. 30 min.
(/o P/P)

T 0.5 10.0 6.0 83.3 97T.\ 98.4
8 .o 12.6 12.3 51.7 84.7 7.9
° 3.0 8.5 25.9 26.2 53.9 75.5

ey
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4) Efecto de la relacién antiadherente:slubritante.

En el desarrollo de le formulaciédn fué nece-
msario incluir un egerte antiadherente (CAB=O=
’ SIL) Y un lubricente (estesrato de magnesio),-
‘con la firalidad de evitar 1ls sdherencie del -
granuladc en metrices y punzones y a2 su vVez =
proporcionar un flujo adecuado a2 éste granula-
do en la méguina tableteadora. DPor lo consi--
guiente, fué indispenssble determinar la rela-
cién nmés apropiada de estos excipientes nue se
_tisfaclera los objetivos anteriores, sin efec-=

tar la2 disolucién de le tolbutsmide.

Las relaciones enssyadas de CAB-=0-SIL:estes-
rato de magnesio fueron 0,5:10.5, 0.5:1.0 y‘ -
1.0:0.5 %.

Los resultados se ruestran en la t=blz No. 4
¥ la velocidad de Adisolucidédn de 1la tolbutemide
en “unc¢ibn de le relaciédn CLB-0-SIl:estearszto
de magnesio se indica en la gri&fica No. 4.



TABLA No. 4

EFECTO DE LA COMBINACION ANTIADHERENTE LUBRICANTE EN

LA VELOCIDAD DE DISOLUCION DE TOLBUTAMIDA

Experimento Relacion (o) Dureza Deslntegracién > Tolbutamida disuelta
No. cab-o-sil : (USC) {min.) 10 min. | 20 min. 30 min.
est. de Mg.
10 0.571.0 12.0 18.0 51.5 84.6 98.3
1" 0.570.5 12.0 3.0 104.8 103.0 102.6
12 1.070.5 10.0 6.0 -83.4 97.1 98.4

139
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5) Bfecto de la compresién.

La tolbutamida es facilmente compresible ob-
. teniendose tabletas blancas con buena dureza y
de especto brilloso. Para observar el efecto
de la compresién en la disolucibn de tolbutami
da, ésta se conprimié sola y combinada con = =
oxcibientes. ‘
Como punto de comparacidn se evaluéd 1la diso-
lucién del polvo de tolbutanida Airectamente.
~.Los resultados se muestran en la tabdbla y gré

fica No. 5.



TABLA No. 5

EFECTO DE LA COMPRESION EN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION
DE TOLBUTAMIDA
EXPERIMENTO] TOLBUTAMIDA] DUREZA | DESINTEGRACION | </« TOLBUTAMIDA DISUELTA
No. (USC) {min.) 10 min. 20 min. 30 min.
SIN

13 EXCIPIENTES 8.0 > 30 5.7 T.35 9.73
4 POLVO } -~ |  e--- - 61. 8l 94.05 98.50

CON
15 EXCIPIENTES 10.0 6.0 83.40 97.10 98.40

1]
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6) Efecto de la temperatufa de almacenamiento.

Con el fin de estudiar el efecto de la tem-
peratura de almacenamiento sobre la velocidad
de disolucidédn de tolbutamida, se escogié una

formulacién de las varias desarrolladas pre-— o

viamente.

Las tabletas de tolbutamida se almacenaron
en frascos de vidrio ambar tipo III con tapa
de hojalata. Los frascos fueron etiquetados
indicando fecha, lote, temperatura de zlnace-
namiento y se distribuyeron en estufas a 350,
45° h'g 75°c. Otras muestras se m=antuvieron a
temperatura ambiente. Al término de 14 dfas,
se realizaron las pruebas de dureza, tiemnpo
de desintegracién y velocided de disolucién -
ver tabla y gréfica No. 6.



EFECTO DE LA TEMPERATURA

TABLA No. ©

DE ALMACENAMIENTO

EN LA

VELOCIDAD DISOLUCION DE TOLBUTAMIDA
Temperatura Tiempo Dureza | Desintegracion % Tolbutamida disuelita
°c (dias) {usc) {min.) 10 min. 20 min. 30 min.
Ambiente (o] 10.0 6.0 83.4 Q7.1 98.4
Ambiente 14 10.9 5.3 64.0 90408 100.4
38 14 1n.e 12.0 54.0 85.0 100.2
495 14 7.9 16.0 45.7 76.2 98.7
T5 4 6.5 23.0 23.4 406.9 74.8

LS
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V) PARTE EXPERIMERTAL

"DESARROLLO ANALITICO



A) DESARROLLO Y VALIDACION DE UN VMETODO ANALITICO POR
C.L.&.,R. EN ' PASE IF¥VERSA PARA CUANTIFICAR TOLBUTA-
MIDA EN TAiBLETAS.
4 Una vez seleccionada la formulacién éSptima, se desarro-
118 y v=21id8 un método analftico capaz de cuantificar en for-
ma precisa y exacta la cantidad de tolbutamidae presente en -
las tabletas desarrolladas.

Para llevar a cabo el deserrollo de este método, fué in
dispensable revisar la literatura. A continuaciédn ae delinesz
rén algunos mé€todos analfticos reportados para este f&rmaco;
) Método eapectrofotométrico [4] :

Rs aplicado parz el anilisis de tolbutamida en tabletas

¥ consiste primeramente en una extracecién con cloroformo, -
a partir de la solucibén clorofdrmica filtrads, ame ‘extrae -
con cuztro porciones de hidréxido de sodio 0.1 N, los ex—
tractos acuosos resultantes se acidifican con 4cide clorhi
drico hasta clarificacién y de esta solucidédn se vuelve ex-
traer con cloroforuzo, el extracto obtenido se lee a 263 nm
en un espectrofotémetro,
b) Método titulacibén Acido-base [4]
Es 4til péra cuantificar tolbutamida como materia prima.
Consiste en disolverla previamente en alcohol neutro y
posteriormente titular con hidréxido de s0dio 0.1 K hasta
el vire del indicador ( fenoftaléinsa).
c) Método colorimétrico [21] :

Splinger report8 un método para cuantificar tolbutamida

en plasma, el cual consiste en 1la hidrélisis de este f&rma



4)

e)
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co obteniéndose p=toluensulfonamida y n-butilamina. Esate
Yltimo compuesto al reaccionar con 2,4 dinitrofluorobence
no da origen a la n~butildinitroanilina, la cual es cuan-
tificable por espectroscopfa U.V.

¥M&todo cromatograffa en capa fina [22]

Kolasinaeki y colaboradores reportaron una técnica ana-
litica cualitativa por CCP, aue separa e identifica los -
productos de degradacién de la tolbutamida.{p=-toluensulfo
namida, dibutilurea, butilurea y n-~butilamina), utiliza-=-
ron, como fase estacionariz a sflica gel 60f-254, fase mé-
vil compuesta por tolueno:acetato de etilo:cloroformo y -
fcido acltico (80:15:5:10) y como sgentes reveladores:
aereosol de ninhidrina al 0.2 X, una solucién acuocsa de -
de hipoclorito de so0dio 0.6 % v/v, solucidn cloroférmica
de fenotiazina al 1% p/v y una solucién alcohbdlica de et
do acltico al 20% v/v. El1 valor del rf en este sistema ——
para la tolbutamida es de 1.0 ,

Método cromatogzraffa de gases (CG) :

Tres reportes analfticos por CG indican nue la cuanti-
ficaeién de tolbutumida por esta téenieca, se lleva a cabo
mediante la formacién de su metil derivado, obtenido a --
partir de la reaccidn con dimetilsulfato [ 23] y diazomete
no [24] y [25] . Estos reactivos ademés de ser caros, --—
para efectuar la reacciédn sé requiere de ecguipo especial
porcue es muy delicada e involucra un tiempo oonsiderabl:

mente grande,
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) Método cromatograffa de 1lfquidos (CL)

Kolasinski (22] reporté un método para cuantifiocar tolbu-
tamida por CL en fase normel, ain la interferencia de sus
productos de degradacién, utilizando una columna de afli-
ca gel Lichrosor Si-60, una fase mSvil compuesta por eta-
nolstetrahidrofuranoidcido acéticoshexano (4:8:0.06:87.34)
un detector UV a 254 nm y prednisona como esténdar inter-
no. .

La USP XXI (28] indica un método por CL en fase normel,
para cuantificar tolbutamida como materia prima y como --
principio activo en tabletas. Este método emplea una fa-
se mévil coﬁpuosta por hexano, agua saturada-hexano, THP,
aloohol y Acido acético glacial (475:475:20:15:9), una --
columa empacada de sflica y como estdndar interno tolaza
oida.,

Beyer f27] reportd un método por CL en fase inverss —-
donde emplea una columna enpacada de etilenpropileno al =
1 £ sobre Zipax, una fase névil compuesta por citrato sé-
dico aménico 0.1 X pE 4.4 en metanol a una ralagién 85:1%
un detector UV a 254 nm y clorpropamide como estindar ine
terno. ' -

MeGilveray [28] reportd un método por GL en fase inver
sa para cuantificay tolbutamida en plasma; 61 cuasl es =—-
especifico, preciso y exacto, porque cuantifica a 1=z tol-
butanida en pressncia de sus metabolitos y productos de -~
degradacién, empleando 00omo fmse estacionaria al occtade~-
oilsilanoc enlazado a sflica gel, fase mévil acetonitrilo



y formiato aménico 0.05N, 2 una relacién 17:83, un flujo
de 2.5 ml/min, detector UV a 254 nm y clorpropamida como
estéindar interno.

Weber [29)] también reporté un método especifico, preci

80 y exacto para cuantificar tolbutamida en plasma, por -
CL en fase inverss, 81 cual utiliza octadecilsilsno (0ODS)
enlazado a sflica gel ( fase estacionaria), metanolicitra-
to sédico monobfisico (fase mévil) 0,01 M en relacidn 30 s
70, un flujo ade 0.4 ml/min y un detector UV a 254 nm,

A.l) SELECCION DE LAS "CORDICIONES CROMATOGRAFICAS.

le=

e~

FASE BSTACIONARIA,

Los artfculos publicados por McGilveray y Weber -
fueron fundamentales para el desarrollc de éste método,
en 1a seleccién del octadecilsilano enlazado a sflica -
&¢l como fase estacionaria, porque ellos encontraron -
que ésta fase es capaz de separar tanto a la tolbutami-
da como a sus productos de degradacién.

FASE MOVIL,

En base a las referencias bibliogrificas antes ci-
tadas, se pensé en la posibilidad de simplificar la fa-~
se mévil para evitar dafios en la columna (citrzto de -
80dio) asf como disminuir costos de disolventes {(meta——
nol es mfs econfmico que el acetonitrilo). Por lo antg
rior, se ensay8 como posible fame mévil al: metanol-fci
4o acltico al 1€ y al mnetenol-agua destileda, para de~-—
terminar cual era le nés adecusda y la relaciédn de fase
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mévil que proporcionara una Sptima resolucidén de los ﬁi
cos cromatogrificos de interes. Los mejores resultados
se obtuvieron con la fase mévil metanol=agua destilada.
DETECTOR. ’

También en base a la literatura consultada, a las

_propiedades espectrofotomftricas de la tolbutamida, se

decidié utilizar el detector U,V. a 254 nm, poraoue a =-
éasta longitud de onda se tiene una respuesta linezl en

un smplio rango de concentracién, como se observerf en

el experimento "Linearided del sistema cromatogré&ficon.
NIVEL DE CONCENTRACION DE LA TOLBUTAMIDA,

El nivel de concentracién de la tolbutamida en el
método se determiné escogiendo el intervelo d4e concen-
tracién cue cumpliers con la ley de Beer, A = abe don-—
de a = coeficiente de extincién molar, b = longitud de
la celda y ¢ = concentracién molar).

También se consideré§ la solubilidad de la tolbuta-
mida en la fase estacionaria, porque a grandes concen--
traciones podrf{s precipitar en la columna,

ESTANDAR INTERNO,

Se consideraron las siguientes caracterfsticas;

a) Los tiempos de retencién (tr) del esténdar interno y
el de la tolbutamida deberan ger diferentes,

b) La resolucién (Rs) entre los picos cromatogréficos -
debe ser mayor o igual a 1.5 .

¢) Concentracién adecuada del esténder interno en el —-
sisteme cromatogrifico.

d) Gosto y asequibilidad.
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Se ensay8 como posible esténdar internc (E.T.) a:
la cafeina, metilparabeno, propilparabeno, sulfanilemi-
da, acetaminofen, benzocaina y prednisona. El selecclgo
nado fué él propilparabenc (pehidréxibenzoato de propi-
lo), porque presenta una Rs mayor de l.5 con respecto a
la tolbutamida, une respuesta adecuada frente 81 detec-
tor UV, es asequible y econfmico en comparacion a los -
demfis.

NIVEL DE CONCENTRACION DEL ESTANDAR INTERNO.

El nivel de concentraciém del esténdar interno se
establecif de tal forma que presentara una respuesta si
milar al nivel de concentracién de la tolbutamida utili
gada en la técnica, frente al detector UV a 254 nm.
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B) METODO ANALITICO DESARROLLADO PARA CUANTIFICAR TOLBUTA-
MIDA PUR C.L.A.R. EN PASE INVERSA UTILIZANDO LA T=CRICA

le=
Lo—
3.-
4e-

"BSTANDARI ZACION INTZRNA" .

Determinar el peso promedio de 10 tabletas.
Pulverizér las tabletas.

Tamizar el polvo a través de malla No. 60.

Pesar por duplicado el equivalente a 250 mg de tolbuta
mida, transferirlo cuantitativamente a un matraz volu-
métrico de 100 ml y agregar aproximademente 50 ml de =

. metanol gZrado reactivo.

Se=

7em

8."‘

10.=

Colocar el matraz en el agitador mechnico y agitar 10
minutos. -
Adicionar metanol hasta la marca del =a2foro y agitar ma
nualmente.
Centrifugar aproximé&damente 30 ml de la solucidén =nte-
rior por 5 min a 2,500 rpn.
Tomar una alfcuota de 10 ml del lfauido sobrenadante,
depositarla en un matraz volumétrico de 50 ml. Afadir
2 ml de la solucidén patrén de p-hidroxibenzoato de pro
pilo (ver apéndice B), adicionar metanol hasta el afo-
ro y mezclar perfectamente, Rotular solucién problema.
Inyectar al cromatégrafo de lfquidos 10 pl de la solu-
cibén estAndar de referencia (ver apéndice B) y 10 pl =
de la soluciédn prodblema,

A partir de las Areas de los picos cromatogrAficos -
obtenidos calcular los mg de toldbutamida por tableta,
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B.1l) CALCULO DEL FACTOR DE RESPUESTA.

Para calcular el factor de respuesta de la tolbutamida
se utilizan las Areas de los picos obtenidos de l1a inyeccién
de la solucién esténdar de referencia, asi como las dilucio-
nes del estindar interno y de tolbutaﬁida estAndar expresa--

das en la siguiente ecuacién:

W

K _ %o01p E.1. 2 _100_ _ 50

tolb e t. 100 50 wtolb 10

donde:
Ktolb = PFPactor de respuesta de la tolbutamida,
8,,1p = Area del pico de la tolbutamida esténdar.
8p . = Area del pico del esténdar interno (p-hidro
xibenzoato de propileo) .
wtolb = Peso de 1la tolbutamida en mg.
Wp,p, = Peso del estAndar interno en mg.
L] [ ]

B.2) CALCULO DEL CONTENIDO DE TOLBUTAMIDA EN TABLETAS.

Para calcular el contenido de tolbutamida en tabletas -
se emplean las‘éreas de lo8 picos resultantes de la inyeccién
de ls solucidn problema, el factor de respuesta (xtolb)' pe-
so de muestra, peso promedio de las tabletas y se expresan -~

er la siguiente ecuacién:

mg tolb _ 1 Ztoib  Me.1. 2 100 50

= - X &= x = x AUW
tab Ktolb aE.I. 100 50 w, 10
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dondes
Eﬁgg%lh = miligramos de tolbutamida por tableta..
xtolb = Pactor de respuesta de la tolbutamida,
a;olﬁ = Area del pico de la tolbutamida en la solu-

cién probvlema.
= Area del pico del estindar interno en la 80
lucién problema.

'B 1. ° Peso del esténdar interno en mg.
w = Peso de la muestrz en mge

ADW = Peso promedio unitario de las tabletas en mge

Be3l) CONDITIORES CROMATOGRATICAS DEL METODO.

1)

2)

3)
4)

5)

6)

3‘4

1)
2)
k)

‘Column= d¢ 30 em x 4 me (D.I.) de acero inoxidablé, empa-

cada con microbondapzk 7 (®aters Asa.) o0 esuivalente,

Pase mévil mezcla metanoiﬁagua destilad;, filtrada y des—
gasificade 2 une relacifn de 55:45.

Detector OV a 254 nm,

Velocidad de flujo: 1 ml/min,

Integrador electrdénico.

Volumen de inyeccibn: 10 ul .

) RERACPTIVOS Y SOLUCIONRS B3TANDARES,

Metanol UVASOL y grado reactivo.

Soluciédn sstfndar interno {(ver apéndice B), '
Solucidn esténdar Ae referencia (ver apéndice B),
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C) VALIDACION DEZL METODO ANALITICO.

La wvalidacién del método znzlitico desarrollado esta
constituido por:

a) Validacibén del sistema cromatogré&fico:

D)

En esta etapa se trabajé unicamente con estén
dares de tolbutamida, p-toluensulfonamidea (produc
to de degradecifén de le tolbutamida) y propilpzrs
beno (eatféndar interno), el cuel esté constituido
por los sigulentes experimentos:

a.1l) TOLERANCIA.
z+2) LINEARIDAD.
2,3) PRECISION,

Validzcién del méstodo.

Er esta segunda etapa se trabajé directamente
con los placebos y tabletas de tolbutamide y esté
compuesto por lds Biguientes experimentos:

b.1l) BSPECIPICIDAD.

b.2) LIYITE3 DE DETRCCION DE L03 PRODUCTOS DE
DEGRADACION DE LA TOLBUTAMIDA.

e 3) DETZR¥INKALGION DEL TIEVMPO CPTIMO DB AGITATION
PLRA Lr SOLUBILIZACIOR DE LA TCLBUTAVIDA =K
TABLETAS,

be4) EXACTITUD.

b.5) PRECISICR.

D.6) ZRSTAZILIDAD DE LA MUESTRA.
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a,1) TOLERANCIA DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO,

En ocamsiones, durante la préctica rutinaria puede va
rier uno o varios de los parémetros crfticos del sistema,
causando problemas en la cuentificacién de férmncoe.

Es por est¢, imprescindible conocerlos de antemanc -
para poder controlarlos y ademés saber gue rango de varia-
cién pueden llegar a tener, sin cue afecte la confiebili--—
dad del anflisis,

Uno de los parametros més esgstudiados a este respecto
es la composicién de la fase mévil y su efecto sobre le re
solucién (Ra)' Una resoluclidn cromatogréfice 4ptime es —
cuando R. es mayor o.igual oue 1.5 .

El presente estudio tiene como fin determinar el -—=-
efecto de la relacién fase mévil (metanol:ague destiiada)
en la rescluciln de los picos correspondisntes a: la tolbu
tenida, p-toluensulfonamida (prdducto de degradacién de la
tolbutamida) ¥y propilparabvenc ( estdndar interno), 4

El estudioc consistid en: preparar e inyectar al cro-
metbgrafo una solusién estéinder conastituida por tolbutami-
da, p=toluensulfonemida y propilparabenoc. Se enssayaron di
ferentes relaciones de fase mévil metanocliagus destilada,
50:50, 55:45 y 60:40 a un flujo da 1 zl/min. Los erogaté-
gramas A, B ¥y C 3cn los obtenidos en asto'ensayo Yy 8 par--—
tir de €3tos se evaluf el grado de resolucidn (Rs) (ver ta
bla No. 7).
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TABLA No. 7T

TOLERANCIA DEL SISTEMA

FASE MOVIL RESOLUCION (Rs) RESOLUCION (Rs)
CH3OH : H20 1 toibutamide 7/ estdndar interno tolbutamida / p - toluensulfonamido
(/)
50:50 3.10 7.82
55:45 & 2.85 10 .91
60:40 ) 1.92 3.6

#* Procedimiento normal de andlisis

tro - tr, - tr = tiempo de retencion

',2 (wb_*wb,} wb= anchura de 1o base del pico

Resolucion (Rs) aceptable 2 1.5

el
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2.2) LINZARIDAD DEL SISTIEMA CZROMATOGRAFICO.

Linearidad del gsistema es una herramienta €til en =
cromatograffa, poraue indica el comportamiento de la res
puegta del detector frente s cambios en la concentracidn
del ffrmaco y =l intervzlo de concentracifn de éste, en
el que se mantiene dicha respuesta. .

La linearidad del sistema se manifest$ mediante el
siguiente procedimiento:

Soluciones esténder de tolbutamida en concentracio-
nes esuivalentes 2l 60, 80, 100, 120 y 142 % con respec-
to a la cantidad normal en el anflisis, se inyectaron al
cromat8grafo. Las relazciones de Areas obtenidas entre -
log picos de tolbutamida y propilparabeno se graficaron
contra la concentracién de tolbutamide {(mg/ml) obtenien-

dose la gréfica No. 7.



tolbutomida / est. int.

de areas

I}

Relacion

.2
1.1
1.0
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

T

T

T

T4

- / | - M'X-i-)’o'

m= 1.8T27

s 0.0i645
r = 0.9992

1 1 1 i 1 1 1 L

O! 0.2 03 04 05 08 O7 08

TOLBUTAMIDA mg/ mi.

Graofica No. 7

Linearidad del sistema.



75

a+3) PRECISION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

Precisién en cromatograffia es sinénimo de reproduci
bilidad. Es decir, que con las condiciones analfticas -
seleccionadas gse obtienen resultados reproducibles con -
unz desviacidn estdndar relativa (D.E.R.) no mayor del -
2 % (eriterio de aceptacidn).

La demostracién de la precisidén del sistema se realg
26 de la siguiente formas

Tna solucién esténdar de referencia (ver =zpéndice B)
se inyectd 6 veces 2l cromatégrafo y a partir de las -
£reas obtenidas y la concentracibdn de la tolbutamida,es-
téndar y del esténdar interno, se czlculd el factor de =

respiasta promedioc de la tolbutamida (K }, como se =

tolb
mues=ra en la tabla No. 8 .



TABLA No.

PRECISION DEL

8

SISTEMA
ESTANDAR No. .FACTOR DE RESPUESTA (K}

i 0.033872
2 0.034400
3 0.034288
4 0.034612
5 0.034520
P 0.034360
¥ 0.034342

D.E. = 0.00026

D.E.R. = 0.75 */
A C

_ tolbutamido x
A esténdar int.

estdndor int.

C

tolbutamido

9L
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b.l) ESPECIPICIDAD DEL METODO.

Es importante demostrar que un método analftico es
especf{fico, porque nos permite llevar a cabo la cuantif&
cecién del fArmaco (a)-con 1z seguridad de que eate pro-
ceso se realiza sin interferencia alguna, afdn estando —-
presentes los excipientes u otros férmacos, asi como los
productos de degradacién de estos,

La especificidad del método desarrollado se demos——
tré de la siguiente forma;

Se fabricéd un lote de tabletas de tolbutamida y su
respectivo placebo (incluye todoms los excipientes excep-
to el fArmaco). Estas se almacenaron geparadamente en -
frascos de vidrio aabar tipo III con tapa de hojalata a
temperatura ambiente y a 75° 2 durante 14 afas, Al tér-
mino de este tiempo se realizé el anflisis de las mues—-
tres, sin la sdiciédn del esténdar interno, obteniendose
los cromatogramas D =« G, El cromatograms H corresponde
a la inyeccién de la solucién estfndar de referencia «

(ver apéndice B).
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CROMATOGRAMA D CROMATOGRAMA E

—_1 .20

INJECT
CINJECT

PLACESO: PLACERO

114 DIAS A TEMP. AMS.) . (ie DIAS & 75°C)



T9

CROMATOGRAMA F CROMATOGRAMA G.
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TAS. DE TOLBUTAMIDA TAS. DE TOLBUTAMIDA

(14 DIAS A TEMP. AMS.).  (1e DIAS A 75°C)



CROMATOGRAMA H
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~

INJECT

ESTANDAR DE REFERTNGIA

TOLBUTAMIDA CON t, DE (0.28 MIN.

ESTANDAR INTERNO coN 1, OE 13.05 MIN..
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b.2) LIMITES DE DETECCIOR DE LOS PROTTOS DE
DEGRADACION DE LA TOLBUTAMIDA.

Este experimento se realizé con el fin cie contestar
dos preguntas:

l.- ;Cual es el compuesto que aparece en el cromatograme

G con un tiempo de retencién tr de 4.5 min?
2.~ ;Cual es le concentracibén minima detectable de este

compuesto por el método desarrollado?

Estas preguntas se respondieron en base a la infor—
macibn proporcionada en el artfculo de Robertson y Kole-
einaki [22] y a los resultzados obtenidos en el laborato-
rio. Bstos investigadores describen que de los produc——
tos de degradacifn de la tolbutamida { tambiém obtenidos
en este trabajo) el finico capaz de sbsorber luz TV a 254
nn es la p=toluensulfonamide,

Los demfs productos de degradacién son; le n-butil-
aminz, butilurea y dibutilurea, los cusles no absorben -
luz en esta regién del espectro, nue a contirmuecién se ~

muegtran en la reaccién de degradacién de la tolbutamidal

— Q (o] 0
n‘ ‘" ]
CB3 \ / 3—7—6—!—0489—-»033 '3.-532
O R H o
+ 002
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A partir de éste informscibén se procedid = identifi
car que realmente la‘p-toluensulfonamide es el producto
detectable y establecer los limites de deteccidn de este
compuesto mediante el siguiente procedimiento:

Se prepararon soluciones estéindear de referencia —
(tolbutamida esténdar y propilparabenc esténdar) conte-—
niendo en ellas concentraciones eguivelentes 21 1, 2, 5
¥y 100 £ de p=toluensulfonamida esténder,

Estas soluciones‘se inyectaron al cromatbgrafo y -
los tiempos de retencibdn obtenidos se comperaron con el
sue aparece a 4.5 min en el cromatograma G. Los cromato
gramas I - L son los resultantes de este enszyo.
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be.3) DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE AGITACION
PARA DISOLVER LA TOLBUTAMIDA CONTENIDA EN -

TABLETAS.

Este experimento se disefio para seleccioner el di--
solvente apropiado y el tiempo de agitacién 6ptimo para
disolver totalmente a la tolbutamida contenida en tadble-
tas,
' Para la seleccifn del disolvente, primersmente se -
tomé en consideracidén la solubilidad de este fArmaco hi-
poglucemiante, 41 cual es soluble en metanol, etanol, —-
cloroformo y alcdlis y en segundo lugar se hicieron las
siguientes consideraciones;

.- BL disdlvente debe ser miscible con la fase mé-

vil utilizada.

2.= No interferir en la cuantificacién.

Los disolventes que se ensayaron fueron etanol, me-~
tanol y cloroformo. ElL metanol fué el que cumplil con -
las consideraciones arriba mencionadas.

Kl siguiente pamso fué determinar el tiempo de agita
cién 6ptimo para solubilizar totalmente a §ste férmaco.
Se calculd el £ de recobro de tolbutamide obtenido a los
5, 10 ¥ 15 min de agitacién de las muestras en el agita-
dor Wrimt-Action. Los resultados me muestran en la ta--

bla No. 9 .



TABLA No. 9

TIEMPO OPTIMO DE AGITACION PARA DISOLVER TOLBUTAMIDA CONTENIDA
EN LAS MUESTRAS

98

o RECOBRO DE TOLBUTAMIDA
No. MUESTRA
5 MIN. AGITACION & |10 MIN. AGITACION #* |15 MIN. AGITACION *

' 98.29 100.40 101.67
2 100.20 09.42 100.97
3 97.97 _ i01.78 100.87

X 98.82 100.53 10117

D.E. 1.205 1.185 0.435

% -AGITADOR MECANICO WRIST - ACTION
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b.4) EBXACTITUD DEL METODO.

Hoy en dfa, se requieren métodos analfticos exactos
que cuantifiguen la cantidad real del (los) férmaco (s)
presente (8) en las formas farmacéuticas, para determi--—
nar que 8stas contengan la éantidad especificada en el -
marbete,

Para demostrar que el método analftico desarrollado
para cusntificar tolbutamida en tabletas es exacto, se -
realizé el siguiente experimento:

A cantidades constantes de placebo se les adiciond
60, 80, 100, 120 y 140 X de tolbutamida, con respecto a
la concentraciédn indicada en la etigqueta. BEstas mues-——
trag fueron tratadas como se indica en el procedimiento
de anflisis previamente descrito (pag. No. 67). A par—
tir de los cromatogramas resultantes se caloull el % de
recobro de tolbutamida., Los resultados encontrados se -

indican en la tabla No. 10 .



TABLA No. 10

EXACTITUD DEL METODO ANALITICO

*» TOLBUTAMIDA / TABLETA | TOLBUTAMIDA ADICIONADA | RECOBRO (mg.}|*/~ RECOBRO
AL PLACEBO (mg.)

60.0 300 305.8 101.93
80.0 400 405.3 101.33
100.0 500 502.6 100.52
120.0 600 601.5 100.25
140.0 700 703.2 100.46

X=100.89

D.E=0.708

88
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b.5) PRECISION DEL METODO.

Ademés de que un método analitico sea especifico y
exacto es esencial que sea preciso, Este Wltimo requi-
sito indica gue al aplicar el método es posible obtener
resultados reproducibles, aungue el andlisis lo reali—
zen dos o més quimicos hoy, maefiana 0 sn un afio,

La pracisién de este método se demostrs al reali--
zar el sigulente experimento:

Dos quimicos hicieron el anédlisis de 3 muestras de
tolbutamida por dos dfas consecutivos, empleando las ==
condiciones cromatogréficaes de la técnica analftica de-
sarrollada. BEn total se analizaron 12 muestras, los -~
resultados obtenidos se muestran en la tabla No, 11 .



TABLA No. |l

PRECISION DEL METODO
DIA DEL ANALISIS | QUIMICO | MUESTRA | mg TOLB./ TAB. |7 RECOBRO DE TOLS.
i 499.47 29.89
I 2 504.60 100.92
e 3 499.85 99.97
4 502.02 100.40
2 5 a07.1 99.42
) 508 .01 101.78
7 491.45 98.20
I 8 500.50 100.12
. ) 495. 01 99.00
2 10 502.89 100.58
2 T 494.40 °8.88
12 40431 98.86
X 499.22 99.84
D.E 5.012 1.0025
DER. 1.004 7 1.004 7

06
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b.6) ESTABILIDAD DE LA MUESTRA.

En ocasiones una muestra no puede smer analizada el
mismo dfa de su preparacién debido a diferentes circuns
tancias (fallas eléctricas, descomposturas del equipo,

» etc.). Con el fin de conocer sl dichas muestras aun -
pueden ser posteriormente analizadas y dar lugar a re—-—
sultados confiables, es necesario determinar bajo que -
condiciones deben almacenarse y durante cuanto tiempoe.
Lo anterior fué determinado mediante el siguiente proce.
dimientos

Las soluciones metanflicas provenientes de las --
muestras de tabletas de tolbutamida, se analizaron ini-
cialmente y &stas se guerdaron en refrigeracifn. Al ca
bo del tercer y quinto dfa de refrigeracién se repitié
el znflisis y se compard contra el obtenido inicialmen-
te. Los resultados encontrados estén reportados en la
tabla No, i2 .



TABLA No. 12

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

No. MUESTRA

ANALISIS INICIAL

(/= TOLBUTAMIDA)

3 DIAS REFRIGERACION
(7« TOLBUTAMIDA)

5 DIAS REFRIGERACION
(/e TOLBUTAMIDA)

i 98.29 97.90 96.57
2 100.12 99.30 97.04
3 99.00 101.88 99.42
a 100.58 99.63 98.70
5 98.88 100.03 96.63
6 98.86 100.04 eT7.1
X 99.28 % 99.79 97 .57 %
D.E. 0.87 1.29 1.189
D.E.R. 0.87 1.29 1.21

26



VI) DISCUSION DE RESULTADOS
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1) .ESTUDIO DE ALGUNOS FACTORES DE LA FORMULACION QUE APECTAN

LA

l.-

2,=

DISOLUCION DE TABLETAS DE TOLBUTAMIDA.

EFRCTO DEL AGLUTINANTER.

De los tres agentes granulantes ensayaios en el -
método "Granulacién Directa", el mejor fué el polieti-
lenglicol (PRG) 6,000 , porque &ste compuesto aglutiné
la mezcla de polvos {(tolbutamida y excipientss) para —
producir un granulado compresible, dando origen a taw—
bletas con buenas caracterfsticas ffsicas y suimicas y
ademAs por ser un compuesto hidréfilico favorecid la -
disolucién de este Tfirmaco hipoglucemiante.

Ro se eligié al 4cido estefirico y estearato de po
lioxietileno 40, porque ambos dieron origen = tabletas
que se adherian en punzones y matrices y §ste problema
88lo se resolvfa con la adicién de grandes concentra—-
ciones de antiadherentes (CAB=0-SIL) que ocasionaron -
disminucién en la velocidad de disolucién de tolbutami
da hasta niveles fuera de eapecificaciones,

EFECTO DEL DESINTEGRANTBE.

Bste experimento indica, que el proceso de desin-
tegracién es un paso limitante para la disolucién de -
estas tabletas, porque s8i no estéi presents la concen—
tracién adecuada del desintegrante, las tabletas tarda
rén en romperse en pequefios fragmentos y grénulos, --—
para que se lleve a cabo la disolucién de la tolbutami
da, tal fué el caso del 2% de Primojel/tableta.

Emperc, el 4 y 6 £ de este Adesintegrante indujo -
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el rompimiento de las tabletas en grinulos y partfcu-
las. Y a partir de éstas la tolbutamida entré en so-
lucién, cumpliendo con las especificacionea requeri——
das para este productoe.

EFPECTO DEL LUBRICANTE.

On 0.5 % de estearato de magnesio/tableta, permi
tié la apropiada lubricacién del granulado sin afec—-
tar su disolucién. ElL 1 £ de este lubricante provocé
une disminucién en la velocidad de disolucién de tol-
butamide,unicamente a1 inicio (a los 10 min se disol-
vio 51.7 %). Pero, un 3 % de estearato de magnesioc -
por tableta afect$ notablemente la disolucién de este
férmaco, obteniendose un 26.2, 53.9 y 75.5 % en solu-—
cién a los 10, 20 y 30 min respectivamente, La razén
de 8ste decremento se atribuye a que conforme aumenta
mos la concentracién de éste lubricante en la formula
cién, se crea un ambiente hidrofébico alrededor de -
de las partfculas, dificultando el contacto del medio
con el fArmaco para que se lleve a cabo su disolucién.

Por lo tanto, es recomendable no usar concentra-
ciones de estearato de magnesio mayores del 1 %.
EPECTO DE LA RELACION ANTIADHERENTE 3 LUBRICANTE.

) Las tres relaciones ensayadas de CAB-O-=3IL:estea
rato de magnesio resolvieron el problema de adheren-—
cia y de flujo del granulado, pero con respecto a la
disolucién se encontré que la relacidn 0.5:10.5 %X, fué
la mejor, porque favoreci$ tanto la desintegracién co
mo la disolucién de las tabletas. Sin embargo, con——
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forme se incrementé en la formulacién subatancias hi-
drof8bicas como el estearato de magnesio (principal—-
mente) ¥y el CAB-O-SIL (sflica coloidal) diasminuyé la
disolucidén de la tolbutamida por el efecto ya mencio-
nado en el punto anterior.

EPECTO DE LA COMPRESION,

Bste experimento hizé notar la importancia que -
tienen los excipientes en la formulacidén, porque al -
estar ausentes se obsgerv$ disminucién en la disolu——
cién de tolbutamida, Tel fué el caso al realizar la
prueba de disolucién a la tolbutamida USP en polvo, -
en la que se encontré una velocldad de disolucidén méas
lenta en comparacién con la obtenida en las tabletas
con exciplentes. Al comprimir tolbutamida USP a 8 —
USC (sin la presencia de excipientes) las tabletas ob
tenidas no desintegraron dentro del tiempo especificg
do, alcangando unicamente un 9.7 % en solucién.

Sin embargo, al comprimir la tolbutemida USP —-
Junto con excipientes a 10 USC, las tabletas desinte-
graron en un tiempo promedio de 6 min y se.obtuvé la
disolucidn total de éate férmaco.

Consecuentemente la seleccién adecuada del tipo
y cantidad de excipientes en la formulaciéa coadyuva-
ron en la disolucién de las tabletas de tolbutamida -
desarrolladas.
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EZPECTO DE LA TEMPERATURA DE ALMACENAMIENTO,

Las tabletas de tolbutamida almacenadas a tempe-
raturae ambiente y a 35°C no sufrieron cambios signifi
cativos en sue propiedades fisicas y quiricas inicia-
les, Empero, a 45° y 750 C se modificaron las siguien
tes caracteristicas:

La dureze disminuyé de 10 a 6.5 U3SC, el tiempo ~
de desintegracién se incrementé de 6 hasta 23 minmutos
¥ la disolucién disminuy$ de un 98.4 e un T4.8 %.

Estos cambios probablemente se debiéron a gque 8l
aumento de la temperatura provocé la dimminucién de -
la porosidad de las tabletas, consecuentemente esto -
ocasiond el retardamiento de la desintegracién, asf -
como la disolucién de las miemas.

Por lo tanto, a partir de estos resultados obte-
nidos en el laboratoria se establece que este produc-—
t0o debe almacenarse & una temperatura no mayor de 35°
para que las tabletas de tolbutamida desarrolleadas -

conserven la celidad farmac&utica Trequeride,
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2) VALIDACION DEL METODO ANALITICO. ~

8.~ TOLERANCIA DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO.

Bate experimento demostré que el sistema es capaz
de soportar cambios en la relacién de fase mévil meta-
nolsagua destilade de 50350 £ a 603140 %, ya que se ob-
tienen resoluciones n' mayores de 1.5 entre los picos
correspondientes a la tolbutamida, p-toluensulfonamida
(producto de degradacién de la tolbutamida) y propilpa
rabeno ( esténdar interno).

También se ocbserv8 que al aumentar el £ de meta=—
nol y disminuir el £ de agua destilada con respecto a
la relacidn de fase mévil meleccionada de 55345 % (por
ejemplo 60:40%) las resocluciones tienden & ser cerca--
nos e 1.5 y a la inversa cuando disminuye el £ Ae meta
nol e incrementa el £ de agus destilada {(p.e. 50:50 #£)
ge obtienen resocluciones mayores de l.5. ' Sin embargo
durante el anélisis debe mantenerss lea ralacién ade--
cuada de fase mévil para que se obtengan resultados ==
confiables, al menor tiempo posible,

LINBARIDAD DEL SISTEMA CROMATOGRAFIOO.

El sistema cromatogrifico desarrollado mostré que
el detector presenta una respuesta lineal en &l inter-
vale ds concentracién 2,3 — 0,7 mg/ml de tolbutamida y
§sts se expresa en la siguiente ecuacién de una linea
rsotas

T = m X + Y,
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El coeficiente de correlacion (r) cercano a 1 in
dica que hay un 99 £ de confianza de que la relacién
de Areas entre la tolbutamida y esté&ndar internmo y el
intervalo de concentracién ensayado, estén relaciona~
dos linealmente por la expresién matemdtica antes des
crita.

La pendiente (m), indica el grado de sensidbili--
dad que tiene el sistema de detectar pequefios cambios
en la concentracién de este flrmaco en la muestra,

La ordenada al origen (Yo)' cercano a cerc indi-
ca que el error experimental de la téonica es ineigni
ficente y que no interfiere en la exactitud de los re
sultados encontrados.

PRECISION DEL SISTEMA CROMATOGRAPICO,

El sistema cromatogréfico demostrd ser preciso -
porque se obtuvieron resultados reproducibles con res
pecto al factor de respuesta promedio de la tolbutami
da (itolb) , con una desviacién esténdar relativa no
payor al limite de aceptacién (D.E.R. no mayor del 2%)
bajo las condiciones cromatogrfificas seleccionadas.
BSPBCIFICINDAD DEL METODO ANALITICO.

Por med16 de este experimento sc Ademostrd cue el
método es especifico porque deteota a la tolbutamida

' . 8in la interferencia de los excipientes y productos -

de degradacién de ambos,
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LIMITES DE DETECCION DB 10OS PRODUCTOS DB DEGRADACION
DE LA TOLBUTAMIDA.

La ocomprobacién de que realmente p-toluensulfona-
mida es el producto de Adegradacién de la tolbutamida -
detectadble por este métoda, fué posidle al comparar -~
los tiempos de retencidén obtenidos en el cromatograma
Gy io- correspondientes a las moluciones estédndar de
referencia conteniendo 1, 2, 5 y 100 £ de p-toluensul-
fonamida, ya que estos también presentaron un tiempo -
de Tetencién de 4.5 minutos,

Ademés este experimento indica que el método ams -
capaz 4e detectar hasta 0.1 pg/ml (2%£) de p=toluensul-
fonamida en la muestra.

DETERMINACION DEL TIEMPO OPTIMO DE AGITACION,

El tiempo Sptimo de agitacién de las muestras pa-
ra disolver totalmente a la tolbutamida es de 10 minu-
tos, ya que en este tiempc ase solubiliza la cantidad -
presente de este fé&rmaco en las tabletas,

BXACTITUD DEL METODO.

E1 métode analitico dsmostré ser exacte, poraque -~
cuantifica la cantidad real de tolbutamida contenida -
en la muestra, ya que se obtuvé recobros del 100% de -
la cantidad de tolbutamida adicionada a los placebos.
PRECISION DEL METODO.

1 nétodo es Precise, porque al realisar el anfll
sis de las tabletas por dos quimicos, dos Afas diferen
tes, trabajando con laa condiciones oromatégréficas -
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seleccionadas se obtuvieron resultados reproducibles
con una desviacién esténdar relativa de 1%, ZEste da-
to indica gque el error experimental esta dentro del -
1fmite de aceptacién (no mayor del 2%) y los resulta=-
dos tienen un 95 £ de probabilidad de representar el
valor real con un minimo de Adispersién con respecto -
al valor central.

ESTABILIDAD DE LA MUEBSTRA.

Este experimento mostr$ que la tolbutamida perma
nece estable en solucién metandlica por 3 dfas, guar-
dades en refrigeracién y en este tiempo es factible -
el anflisis con la plene seguridad de que se cuantifi
ca en forma exacte la cantidad de tolbutamids conteni
da en dichas muestras, como si se realizéra el anfli-
sis dinicisal,.

BEmpero, al realizar el anfdlisis de estas mueg=--
tras & los 5 dfas de refrigeracién se noté una dismi-
nucién de la cantidad 4de tolbutamida, pudiendose asu-
mir gue en este tiempo sufre degradacién y los r@uul-
tados obtenidos no reflejan la cantidad iniciael de --
de tolbutamida presente en dichas muestras.
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VII) CONCLUSIONES

Se encontraron las condiciones &ptimas para el pro
ceso de manufactura y formulacién para obtener tabletas
con la calidad farmacéutica requerida y ademés cumplen
con las especificaciones actuales solicitadas por las -~
autoridades sanjitaries mexicanas e internacionales. Asi
mismo, se estadblecis en que lfimites deben mantenerse —--
los parfmetros estudiados para lograr una adecuada diso
lucién de la tolbutamida en las tabletas desarrolladas.

El método analftico desarrollado por CelL.A.R. en -
fase inversa para cuantifiocar el contenido de tolbutami
da en eatae tabletas demostré ser: especifico, preociso,
exacto, dtil en estudios de estabilidad y en el control
de calidad de éste producto, Al mismo tiempo represen-
ta una alternativa mé&s sencilla y préctica que el méto-
do incluido en la USP XXI.
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Apéndice A

Preperacién de la solucién estdndar de tolbu
tamida para el método de disolucién,

Solucién patrén de tolbutamida:;

Pesar con exactitud alrededor de 2% mg de -
tolbutamida esténdar y transferirla cuantitati
vamente a un matraz volumétrico de 100 ml, con
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4, agi
tar hasta disolver totalmente y aforar.

Solueidn esténdar de tolbutamida:

Tomar una alfcuota de 2 ml de la solucidn -
patrén de tolbutamida y transferirla a un ma--
traz volumétrico de 50 ml. LlLievar haste la =-
marca del aforo con solucibdn amortiguadora de
fosfatos pH 7+4
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Apéndice B

Preparacién de la solucién esténdar de refe
rencia para el método por O.L.A.R. en fase in-

versas

Solucién patrén de tolbutamida:

Poesar con exactitud alrededor de 250 mg de
tolbutamida estédndar, transferirla cuantitati
vamente a un matraz volumétrico de 100 ml. Di

solver y aforar con metanol absoluto.

Solucién patrén de p-~hidroxibenzoato de propl
lo (esténdar interno) :

Pesar exactamente alrededor de 25 mg de -~-
p-hidroxibanzoato de propilo esténdar (propil
parabeno) y transferirlo a wun matraz volumé--
trico de 100 ml. Disolver y aforar con meta-

nol absoluto,
Solucién estédndar de r;ferencias

Tomar una alfcuota de 10 ml de la solucién
patrén 46 tolbutamida y 2 ml de la solucién -
patrén de p—hidroxibenzoato de propilo, trang
ferirlas a un matraz volumétrico de 50 ml y ~
llevar hasta el aforo con metanol abgoluto.
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