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INTRODUCCION

LINTRODUCCION

En los Gltimos afios, la melatoning ha adquirido gran popularidad en ¢l mercado naturista
debido a las diversas propiedades que se le atribuyen, por ejemplo: regulador del
insomnio, retardador del envejecimiento y control del estrés entre otras; todo ésto como
consecuencia del efecto que posee esta hormona en la regulacion de los ciclos biologicos
en ¢l organismo.

La preparacion de productos que contienen melatonina en ¢l mercado naturista, al igual
que la de tantos otros que se comercializan en éste, no estd regulada por norma alguna
que permita asegurar su calidad, y a su vez evite riesgos al consumidor. Por esta razon,
en ¢l presente proyecto se desarrollé una formulacién para tabletas de melatonina con

base en la calidad establecida para productos farmacéuticos.

El proyecto se estructurd cn cuatro ctapas. preformulacian, formulacion, desarrolio y
validacién del método analitico y . escalamiento. La primera etapa (preformulacion)
cansistid en pruebas de caracterizacidn, estabilidad y compatibilidad de la melatonina.
Parala etapa de formulacion se propusieron nueve diferentes formulaciones empleando
lactosa, celulosa microcristalina, croscarmelosa sdica y estearato de magnesio como
excipientes, La concentracion de melatonina y estearato de magnesio se mantuvieron -
constantes en las nueve formulaciones (0.86% y 1% tespectivmnenté), mientras que la
celulosa microcristaling se manejo a tres niveles (40% 45% 50%) al igual que la
croscarmelosa sddica (0%, 4%, 8%). La lactosa se empled como diluente en todas las
formulaciones. '

El mezclado de los polvos se realizd durante 9 minutos a 24 r.p.m. en un mezclador de
corazas gemelas. Estos pardmetras se establecieron con base en una curva de mezclado

empleando diferentes r.p.m. por periodos de mezclada de 30 minutos;
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El desarrollo y validacion del método analitico fue necesario para la cuantificacion de
melatonina en las mezclas de polvos a lo largo del proceso y en las tabletas, garantizando
de esta manera la especificidad, lincalidad, precisién y exactitud del método.

Las tabletas se evaluaron de acuerdo a pruebas establecidas en FEUM 6a ed. lo que
permitid la eleccion de la  formulacion con el nivel medio tanto de celulosa
micracristalina  como de croscarmelosa sédica. La variable de respuesta combarada en
todos los casos fue el tiempo de desintegracion, evaluindose los datos mediante un

analisis de varianza de dos factores.
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I1. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1. PREFORMULACION

Los estudios de preformulacion son el primer paso para el desarrollo de¢ una forma
farmacéutica y se puede definir como el procéso de caracterizacién de un principio
activo asl como de los posibles excipientes mediante la determinacidn de sus
propiedades fisicoquimicas consideradas importantes en la formulacion de una forma’

farmacéutica estable y efectiva,

Antiguamente los estudios de preformulacién consistfan en pruebas organolépticas tales
como’ olor 'y sabor. Como resultado de estos estudios fue nccesario realizar
recubrimientos de aziicar para proteger las formas farmacéuticas obtenidas, dando origen
al concepto de estabilidad. La evaluacion de la estabilidad fisica y quimica de un
farmaco, asf como su interaccion éon posibles excipientes, son algunos de los aspectos
mds importantes a evaluar en un estudio de preformulacién, ya que de esto dependerd la
estabilidad de] medicamento por periodos prolongados de tiempo. ;) -

La informacién requerida para un estudio de preformulacién dependerd en gran medida

de la forma farmacéutica descada, de esta manera a continuacion se presentan algunos

par;imetros a considerar en la-etapa de preformulacién para una forma farmacéutica

sélida. 5,

1 Perﬁ'lborgunoléptico, como calor, olor y sabor

2, Pureza, ésta se puede detenininar mediante cromatogratla en capa fina o de liquidos de
al!d resolucion

3. Solubilidad del producto en diferentes disolventes,
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4. Tamato de particula, las técnicas generales para esta determinacion son microscopla y
tamizado.

5. Velocidad de Disolucion

6, Parametros que afectan la absorcion como coeficiente de particidn y constante de
ionizacion,

7. Propiedades del cristal y polimorfismo, estas caracteristicas influyen dircctaments en
la biodisponibilidad, estabilidad fisicoquimica y comportamiento del principio activo
y excipientes durante la compresion.

8. Estabilidad del principio activo en estado sélido y en solucion, cstudios - de
‘compmibilidad. tipos y mecanismos de degradacion.

§. Propiedades reolégicas como densidad aparente, densidad compactada, dngulo de
reposo, velocidad de flujo, -Indice de compactacién, indice de Hausner ¢
higroscopicidad,

2.2. FORMULACION

Recordando que los excipientes que forman parte de una forma farmacéutica séhda
deben ser inertes con el fin de evitar efectos indeseables en la estabilidad y
biodisponibilidad de ésta, se debe de poner especial atencidn en la seleccion e inclusién
de cada aditivo. ‘

Los resultados ohtemdos en los cstudios de preformulaclon van a permitir seleccmnnr
los excipientes més apropiados para tener una forma farmacéutica estable o

Los estudios de formulacién son las pruebas que se realizan variando los porcentajes de
las concentracioncs de excipientes ‘para ver ¢! efecto que ticnen en la formulacion, hasta
llegar a las concentraciones apropiadas para que la forma farmacéutica cumipla con todos

los requerimientos establecidos para comprimidos )
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A continuacidn se muestran una serie de criterios a considerar para la seleccion de

excipicntes en el desarrollo de una formulacion :

1. No deben ser toxicos

2. Deben ser comercialmente disponibles

3. El costo debe ser aceptablemente bajo

4. No deben ser contraindicados para 1a mayorfa de la poblacion

5. Deben ser fisiologicamente inertes

6, Deben ser fisica y quimicamente estables en combinacion cou el principio activo
7. No debe de alterar Ia biodisponibilidad del principio activo en el producto

8. Proveedores disponibles

2.3, GENERALIDADES SOBRE TABLETAS
2.3.1. Deflnicién

Las tabletas son formas farmacéuticas sélidas de dosificacion tnica, elaboradas por
compactacion de una formula, la cual conticne el firmaco. con o sin excipientes

seleccionados que ayudan en el proceso y propicdades finales del producto. 5
2.3.2. Métodos de fabricaclén de tabletas

En la figura | se muestran las etapas a seguir en los dife_rcnies métodos de fabricacion

de tabletas (26).




FUNDAMENTACION TEORICA

Métodos de Fabricacion de tabletas

Via lhimeda

Pesado

l

Tamizado

Mezclado

Humeclacién

Granulacion

Secado

Tamizado

Mezclado

l

Compresién

Via Seca

Pesado

l

wm—
Tamizado

Mezclado

Precompresion

I_Tritumcién

j’anizado .

Mezclado

l

Compresién

Compresién Directa

Pesado

Tamizado

Mezclado

Compresioén

Fig. 1 Etapas de los diferentes métodos de fabricacién para comprimidos ¢,
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Via Himeda

“El método de compresidn por via himeda es ampliamente empleado cuando se tienen
polvos con malas caracterfsticas de flujo. La granulacién se realiza mediante la adicion
de una solucién aglutinante al polvo seco, de tal manera que permita la obtencién de

granulos adecuados con propiedades de flujo aceptables ; 7)

Ventajas '

* Mejora la fluidez de los polvos al incrementar el tamailo y forma de las particulas
o Pucden ser procesados solidos con una gran variedad de tamaflos de particula

o Incrementay méjorn la uniformidad con respecto a la densidad de los polves

‘o~ Pueden procesarse gran variedad de excipientes y principios activos

Desventajas

o Mayor nimero de operaciones unitarias cn el proceso

La disolucion de granulos se puede retardar por la presencia del aglutinante

No pueden emplearse fiirmacos sensibles a la humedad y al calor

Proceso de fabricacion costoso

Perdida de materiales durante el proceso

Via seca

Es una técnica altemativa cuando la dosis de! farmaco en ia formulacion es alta lo cual
impide - llevar a cabo el proceso por compresidn directa por malas propiedades
- reologicas, El proceso. se caractcriza por tener una' etapa de precémpresién y
posterionnexite una trituracién lo que origina un incremcnto en el tamafio de particula de

los polvos, fucilitando el proceso de compresion. (;)
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Ventajas

¢ Se puede emplear para firmacos sensibles al calor y a la humedad

¢ El principio activo se puede compactar con menor cantidad de excipientes
o Menor cantidad de equipos

o Se evitan procesos de secado

Desventajas
o Se pueden presentar problemas de laminacidn y/o friabilidad

o Se requiere equipo especial para la compresidn
Compresion directa

- Es el método mds sencillo en la elaboracién de tabletas, y resulta ideal cuando se tienen
mezclas de polvos con buenas caracteristicas de flujo. En este procéso, a diferencia de

los anteriores, las propiedades de los polvos no son modificadas para su compresién.

Ventajas

o Menor costo

¢ Involucra menos operaciones unitarias que los otros procesos
¢ Mayor estabilidad fisica y quimica |

¢ Ahorro en tiempo y mano de obra

Desventajas ‘
+»En dosis grandes de principio abtivo, s¢ pueden presentar problemﬁs durante la
~ compresion si el firmaco no se comprime ficilmente por sf solo, , ,
"o Las diferencias en el tamafio de particula y densidad aparente entre ¢l principio activo

y el diluente pueden causar una pobre uniformidad. de contenido principalmente




FUNDAMENTACION TEORICA

cuando el mezclado no es adecuado.
o Pucde existir formacion de cargas electrostdticas durante el proceso de tamizado y

meZClado.( 12,7

2.3.3. Excipientes empleados en Ja elaboraclén de tabletas por compresién directa ::

A. Diluentes
B. Desintegrantes
C. Lubricantes, antiadherentes y deslizantes

A. Diluentes

Son sustancias inertes cuya finalidad es dar volumen a la tableta cuando el principio
activo, por sf solo, no es suficiente para producirlo. En algunas ocasiones la dosis del
principio activo es tan alta que no se requiere el uso de diluentes. Algunos cjemplos de

los diluentes cominmente empeados se mucstran enla tabla L5,

B. Desintegrantes

En general, los desintegrantes poscen una capacidad de hinchamiento al contacto con el
agua, lo cual permite ¢l rompimicnto del comprimido para su posterior disolucién y
biodisponibilidad ‘satisfactoria. En la tabla II' se muestra una clasificacién de log

desintegrantes de acuerdo a sus caracterfsticas estructurales. €7
o Mecanismos de accidn de los desintegrantes

Se‘han reportado varios mecanismos que se explican por las propiedades fisicas y

quimicas de los diferentes desintegrantes, estos mecanismos se describen a continuacion:




Diluentes comanmente empleados en la elaboracion de tabletas

Dextrosa 3 2 4 1 2 3
Lactosa Spray- 3 5 4 1 2 4
dried ‘
Tactosa de Mo 3 3 ~3 1 3 3
ripido
Lactosa anhidra 2 3 4 5 2 4
Sacarosa 4 3 5 4 1 4
Almidon 2 1 0 3 3 3
Almidon 3 2 2 3 2 4
pregclatini’mdo
Fosfato dicilcico 3 4 1 1 2 5
Celulosa 3 2 0 2 4 i 5
microcristalina

Tabla I. Propiedades comparativas de algunos diluentes. 5)excelente, 4)muy bueno, 3)bueno, 2)regular, 1) pobre, 0) malo.
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oalivorng Namibhrge harimn o Concu s av AT
[ Corcrctal
, Almidén de mafz 3-15 Explotab
Almidones Almidon glicolato de sodio I-8 Primogel
Almidén pregelatinizado 5-10 Almidén 1500
Celulosa microcristalina 5-15 Avicel
Celulosa’ Carboximetilcelulosa 2-6 CMC
Croscarmelosa sddica I-5 Ac-di-sol
Carboximetilcelulosa de calcio 1-20 ECG
Pirrolidonas Crospovidona 1-5 Poliplasdone XL
KollidonCM
Arcillas | Silicato de aluminio y magnesio 2-10 Veegum
; “Tabla II, Clasificacion de desintegrantes cominmente empleados.

a. Absorcidn de agua

La facilidad que tienen las particulas de agua para penetrar los poros de la tableta por
accién capilar, es esencial para la desintegracion; por tanto la porosidad de la tableta, y
~la velocidad dé absorcién de agua son factores primordiales en este mecanismo de

desintegracion. g,
b, hinchamiento

Este mecanismo de accion es quizd el mas ampliamente aceptado, debido a que casi

todos los desintegrantes se hinchan. Bolhois y colaboradores (, encontraron que el
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hinchamiento y absorcién del agua son mecanismos primarios para la desintegracidn,
ademds reportaron que el rdpido hinchamiento de las partfculas, tales como almidén
glicolato de sodio y eroscarmelosa sédica es capaz de superar el efecto negativo de los

componentes hidrofobicos de la tableta.
¢ Fuerza de repulsion particula-particula
Ringard y Guyot 4o propusieron la teoria de la repulsién entre particulas, basindose en

la observacion de particulas que parecen no humedecerse ain en la desintegracion de la

tableta,

d. Deformacidn

Hess ;) demostré que las particulas desintegrantes se deforman durante el proceso de
compresibn y que regresan a su forma y tamaflo normal cuando se exponen a la
humedad,

" C, Lubricantes, Antiadherentes y Deslizantes

a, Lubricantes

Previcnen el desgaste de las piezas metdlicas como punzones y matrices debido a
fricciones durante el tableteado. A su vez reducen las frieciones interparticulares de los
grénulos y facilitan la expulsién del comprimido de la matriz 42

Los lubricantes que més se emplean son los derivados del deido estedrico, tales como el
estearato de caleio y ei de magnesio, los cuales son mds efectivos y presentan mejores

propiedades de lubricacion que el dcido estedrico ;4.
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b. Antiadherentes

Evitan el pegado del material a comprimir en {a superficie de [a matriz y en los punzones

durante la compresion y expulsion )
. Deslizantes

Ayudan a mejorar el flujo del polvo asi como el llenado de la matriz, originando mayor

uniformidad en la masa de los comprimidos ;5

El mecanismo de accién de los deslizzntes incluye:

1. La reduccién de fa friccién entre particulas y superficies rugosas pm; la adherencia def
deslizante a la superficie de la granulacién

2. La dispersion de las cargas electrostﬁticas sobre la superficie de la granulacién.

3. Ladistribuci6n del deslizante en la granulacion.

4, Disminucién de fuerzas de Vander Waals, por separacion de los granulos 3613

En la tabla 111 se muestran algunos de los lubricantes mis comunes.
2.4, CARACTERIZACION DE POLVOS

Es de vital importancia conocer las caracteristicas de Ios polvos para la elaboracion de
formas farmacéuticas Sélidas en la etapa de preformulacion, ya que los pérémetms
evaluados influyen ditectamente en la eleccién de una formulacion asf como en la -
eleccién del método de fabricacién, disminuyendo problemas durante el proceso. Los
‘pardmclros comiinmente evaluados en la reologfa de polvos son: densidad aparente,

densidad compactada, velocidad de flujo, dngulo de reposo, indice de compactacion, e

indice de Hausner, ’ ‘
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solublos

abin s

Polietilenglicol 6000
Polietilenglicol 8000 -
Lauril sulfato de sodio
Lauril sulfato de
magnesio
Benzoato de sodio

Oleato de sodio

Almidén

Talco

Dioxido de silicio

Silicato de calcio

aneo uaad -

1-3.
0.5-3

Fahiocantes ansolablos

Estearato de magnesio
Estearato de sodio
Estearato de calcio

Ac. Estedrico
Talco
Aceite mineral
Paraﬁna
Sl ot
Almidén seco
Talco

Lauril sulfato de sodio

oo uvaab ™

oango itsaal”

1-5
<]

Tablalll. Agentes lubricantes, deslizantes y antiadherentes comunmente utilizados.

2.4.1.Pardmetros reoldgicos

A. Densidad aparente.

Se define como la masa del polvo dividida por el volumen total ocupado por el mismo,

incluye los espacios intra e interparticulares 3 5,14)

~ B. Densidad compactada

Se refiere a la masa de las particulas dividida por ¢l volumen compactado, es decir

" excluyendo espacios interparticulares . ;
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C.. Velocidad de flujo

El flujo de polvo se puede determinar midiendo la cantidad de polvo que pasa a trayés
del orificio de un embudo sélo bajo la accién de la fuerza gravitacional por unidad de
tiempo. El flujo dependera del tamafio de particula asf como de la humedad presente en
el polvo,’

Existen diferentes tipos de fuerzas que pueden afectar el flujo de particulas sélidas ;.4

. Fuerzas de friccion

2. Fuerzas de tension superficial

3. Fuerzas de Vander Waals

4. Fuerzas electrostaticas
D. Angulo de reposo

Permite observar la facilidad de flujo de un polvo, asf como la cohesividad del mismo.

Se define como el dngulo formado entre la superﬁcie de una pila de polvo y el plano
horizontal. A menor tamafto de particula o particulas irregulares, el dngulo de reposo
tiende a aumentar, '

La clasificacién de los dngulos de reposo se describe a continuacion:

!gulo de reposo (grados) F|ujo

20-25 | Excelente

25-30 Bueno

30-40 Regular
>40 Pobre

 Tabla 1V, Clasificacion de los ingulos de reposo, a1
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E. Indice de compactacidn

Este factor corresponde a la aptitud de un polvo para modificar su densidad por el efecto
de compactacién ,, s Es deseable que los valores de compactacion sean superiores del

5%y menores al 23%, para alcanzar adecuadas prodiedades de flujo.(tabla V)

% de Compactacion Flujo
5-15 Excelente
12-16 ~ Bueno
18-22 Regular
23.35 Pobre
3338 Muy pobre
>40 No fluye

Tabla V. Clasificacién del % de compactacion. (.

F. Indice de Hausner

Indica el grado de fluidez de un polvo, entre mds compresible sea el material, menor

fluidez tendrd, se calcula a partir de la densidad aparente y compactada.

<L25 Flujo excelente
1.25-1.5 Buen flujo
>15 Pobre flujo

Tabla VI. Clasificacion de valores para indice de Hausner.q,,
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G. Distribucion de tamafo de particula

La distribucién de tamafio de particula es de gran importancia debido a que afecta el
flujo de polvos, la homogeneidad de las mezclas y sobre todo la biodisponibilidad del
farmaco. _ ' '

Existen diferentes métodos para determinar tamafio de particula, por ejemplo: tamizado,
microscopia y centrifugacion (sedimentacion) (5 14y, El mds utilizado es el tamizado por

ser un método répido, sencillo y relativamente econdmico en relacion a los demés,

2.5, VALIDACION DE METODOS ANAL{TICOS

Dado que el objetivo de cualquier laboratorio farmacéutico es el de producir
medicamentos con la calldﬁd predisciiada, (inocuidad, estabilidad, y cumpliendo con
normmas establecidas por organismos regulatorios, FEUM) al menor costo posible, la
validacion se ha convertido en parte esencial para alcanzar dicho objetivo, ademd de ser
hoy en dia un requisito cn la regulacién gubemamental,

La validacién de métodos analiticos forma parte integral de la validacién de procesos,

asegurando de esta manera que los métodos empleados en el andlisis de materia prima,

~~ producto a granel, producto terminado, y/o productos en estudios de ‘estabilidad, son
precisos, exactos, especificos, lineales etc., ya que los métodos se ‘aplican durante ¢l

desarrollo del proceso y no s6lo en el producto final. R

El tipo de informacién requerida para la validacion del método analitico, dependera de la
naturaleza del estudio, por lo que los procedimientos de ensayo mds comunes se han

clasificado como se muestra en la tabla VIL, 47 5




FUNDAMENTACION TEGRICA

JIndicadores de estabilidad Revalidacion del método
Lincalidady * * * * * *
precision del ‘
sistema
Limite de deteccién - *
Limite de . .
cuantificacién
Exactitud y * . - - * *
repetibilidad al 100
%
Linealidad del hd b * * * *
método
Precision * . * - *
reproducibilidad .
Especificidad * - * - * *
Control de calidad :
Especificidad * .
estabilidad : .
Tolerancia del ' . * . . *
sistema
Estabilidad de la he . * . *
muestra
Tabla VIL. Aplicaciones de la validacion de métodos analiticos. *Pardmetros a evaluar dependiendo de la aplicacion del método

16
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De acuerdo a lo anterior, los requisitos necesarios que debe cumplir un método de rutina

para Contro! de Calidad se mencionan a continuacion

Especificidad

Linealidad del sistema
Precision del sistema
Linealidad del método
Exactitud

Repetibilidad
Reproducibilidad
Estabilidad de la muestra

A Especificidad ;4

Se define como la capacidad de un método analitico para medir exacta y espec{ﬁcamémc
la sustancia de interés en presencia de otros componentes de la muestra (excipientes

impurezas).
A llncalldad del sistema (1,18,19)

 La linealidad de un sistema s su capacidad para asegurar que los resultados analfticos
obtenidos ditectamente, o bien mediante una transformacién matemitica bien definida,
son propkorcyionales a la concentracion de la sustancia dentro de un intervalo, Este
parmetro se caracteriza por estudiar la relacién concentracion vs réspuesm analltica, En
el caso de métodos espectrofotométricos, la linealidad del sistema se determina

construyendo una curva de calibracién de concentracién vs absorbancia, empleando
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cuando menos cinco diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén y

haciendo el andlisis cuando menos por duplicado para cada dilucion.
C, Precisidn del sistema A,18,49)

La precision de un sistema es el grado de concordancia entre resullados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de
una muestra homogénea del producto, La precision del sistema se¢ determina por el
andlisis sextuplicado de una misma solucién. estdndar correspondiente al 100 %
establecido en a linealidad def sistema. |

Usualmente s¢ expresa en términos de desviacidén estdndar o del coeficiente de
variacidn,

En otras palabras, la precisi(m‘ se refiere a la distribucién de los resultados individuales

de! andlisis alrededor de su promedio,
D. Lineslidad del método 1,3,

Establece la relacion entre la cantidad adicionada vs 1a cantidad recuperada del analito.
Se determina a. partir de placebos adicionados de cuando menos tres diferentes
cantidades de la muestra de interés, cada uno de manera independiente y haciendo el

amﬂisis por tripiicado.
E. Exactitud 115s,19)

La exactitud se puede definir como la concordancia entre un valor oblenido

experimentalmente y ¢f valor de referencia,
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La exactitud se expresa como el porciento de recobro de cantidades conocidas de la-

sustancias adicionadas al placebo de la muestra.
F. Precisidn del método (17,18,19)

Un requisito esencial de un método que tenga aplicaciones cuantitativas, es su capacidad
para repetir y reproducir la medicion.
Dentro de la precision de} método, existen dos maneras de expresar ésta:

o Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresado como 1a concordancia

entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones.

& Reproducibilidad: Es la precision del método analftico expresada como la
concordancia- entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones

diferentes (dias, analistas, laboratorios).
G. Estabilidad de la muesira 75
Es la propiedad de una muestra preparada para su chantiﬁcagién, de

conservar su -integridad fisicoquimica y la concentracion de la sustancia de. interés,

después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo condiciones especificas,
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2.6. ESCALAMIENTO

La transferencia de tecnologia a partir de lotes piloto de laboratorio a equipo de planta se
denomina escalamiento,g;) Este proceso se considera un paso critico, debido a que el
incremento de masa, generalmente trac consigo modificaciones en las condiciones de
proceso. ) , '

El primer factor importante en el escalamiento, es la eleccién adecuada del equipo tanto
para tas pruebas de {aboratorio como para el escalamiento, es decir, si el equipo piloto es
muy pequeiio, el proceso de escalamiento dificilmente se tHevard a cabo adecuadamente
o bien'si es muy grande se incurrira en gastos excesivos, principalmente si el principio
activo es costoso. A su vez, para la eleccion del equipo a gran escala es fundamental
considerar los requerimientos del producto en el mercado asf como ¢l equipo disponible
para el proceso. En ambos casos se debe considerar cl tipo de polvo que se esté
mancjando, es decir, pueden ser polvos secos o bien polvos himedos ya que de ésto
dependerd muchas veces la eleccion del tipo de mezclador.

El siguiente paso es evaluar el proceso en forma detallada para determinar las variables

criticas y en base a éstas realizar la optimizacion del proceso,
2,6.1. Factores a considerar en ¢l escalamiento del mezclado

Para que una mezcla de polvos pueda ser comprimida, es nccesario asegurar la adecuada
distribucion del - firmaco en la mezcla. Un mezclado inadecuado puede generar
variaciones importantes en la uniformidad de contenido, especialmente 'si el contenido
de principio activo es bajo; de ahf la importancia de establecer la velocidad y tiempo
dptimo de mezclado, , :
Durante el mezclado se debe evitar la formacién de aglomerados, es por ello que

previamente al mezclado se hace necesario el tamizado de los polvos.
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Los factores generalmente importantes en la transferencia de tecnologla para el

mezelado de polvos son: 14
a. Tiempo de mezclado,

b. Velocidad de mezclado
¢.Orden de adicidn

d. Humedad

a. Tiempo de mezclado

Se puede determinar para mezcladores de diferentes tamafios en funcién del volumen del
lote referido al tamafto de la muestra, '
Sin embargo, el grado de homogeneidad disminuye cuando aumentan las cantidades

mezcladas, al menos si se quicren mantener tiempos de mezclado nceptables. (; 1)

" b, Velocidad de mezclado

La velocidad adquirida por las particulas serd tal que en la mayor parte de los casos el
trayecto efectuado cn el mezclador sea muy largo. Para cierto ntmero de revoluciones
por unidad de tiempo, esta velocidad depende de las dimensiones del aparato‘ y crece del
centro a la periferia; en ningin punto se deben alcanzar velocidades elevadas que
provoquen la segmgacién.(|6) '

c. Orden de adicin
El orden de adicién de los diferentes componentes de la mezcla, 1a manera de adicionar

los polvos en el mezclador y el procedimiento de vaciado de la mezcla, son factores que

intervienen en el txempo de mezclado y en la homogeneidad,
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En particular, los fenémenos de formacion de “puesta” pueden ser la causa de una
segregacion importante de las particulas, Estos fenémenos se acentian con ¢} aumento

del tamailo de los equipos. g
d. Humedad

La humedad presente en los polvos y la humedad relativa ambiental son factores de
cohesion entre particulas que se acentian cuanto mds clevada es la presién. Por
congsiguiente, es necesario definir y asegurar la reproducibilidad de los valores de estos
pardmetros en los diferentes lotes provenientes de una cantidad de polvo que se
trabaje ) '

El conocimiento de la repercusion que pueden tener estos pardmetros  durante el

proceso asl como en el producto final, son la base para una adecuada optimizacién. ),

2.7. GENERALIDADES SOBRE LA MELATONINA |

o
CH{ o

Fig. 2 Férmula desarrollada de la melatonina (334
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Melatonina: n- Acetil-5-metoxi- triptamina

Férmula condensada; C,, Hw(Nz 0,

Descripeion: polvo cristalino, inodoro, blanco.

. Solubilidad: ligeramente soluble en benceno y tolueno , soluble en metanol. 0.2%
soluble en agua a 20°C.,

Punto de fusién: 115-119°C

Reaccion: Es neutro en solucién acuoso/etandlica.

Productos de descomposicion; Al calentarse emite vapores téxicos de NO,
Caracteristicas: La melatonina estd compuesta por un Indot sustituido en la posicién 3
por una alquilamida y en la posicién 6 por un grupo éter; los dables enlaces conjugados
en la molécula permiten su cuantificacion por espectrofotometria U.V. El espectro U.V.
muestra un méximo a 278 nm y otro a 222 nm g, 35, ¢n rangos de concentraciones de
10-20 pg / ml y 2-10 pg / ml respectivamente en metanol.

La espectrofotometria de infrérrojd ¢s otra posible via de caracterizacién de la
melatonina; partiendo de que los grupos éter exhiben una banda de alargamicnto al
enlace C-0, entrando en la region de 1050 - 1260 cm ™. , .

Las aminas secundarias presentan la banda C=0 en la regién de 1640-I690 em ™, con
alargamiento de N-H en el rango de 3050-3550 cm ™', mientras que las aminas
aromdticas se caracterizan por presentar dos bandas intensas de 1180 a 1360 cm ™'
@122)

La calorimetria_diferencial de_barrido es otra opcion para la identificacion de
melatonina, mediante termogramas, la presencia de exotérmas o endotérmas pueden
proporcionar informacién como calor latente de fusidn, pureza, temperatura de

descomnposicién, formas cristalinas, solubilidad etc. )
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2.7.1. La melstonina y la Gléndula pineal

La glandula pineal es una pequefia estructura en forma de cono truncado situada entre
los hemisferios cerebrales del cerebro de los mamiferos; los gricgos la denominaron
Konareiron (en forma de cono), nombre que después fue latinizado a conarium. De aqui

que se llamen nervios conarios a los nervios simpéticos que la-inervan. 3 54),

La gléandula pineal es una evagiriacién de la parte posterodorsal del techo del tercer
ventriculo. Se trata de un cuerpo pequelo y alargado de 100 a 200 mg de peso en cl
hombre, batado por el liquido cefalorraquideo.

La glandula produce una serie de derivados bioldgicamente activos del triptofano entre
los que se encuentran la serotonina y la melatonina. Esta Gltima es un metoxiindol (N-

acetil-S-metoxitriptamina), aislada ¢ identificada por Lerner y colaboradores en 1958 55,

. 2.7.2. Biosintesis de la melstonina

La sintesis de la melatonina (fig 3), se realiza a partir del triptofnnd que se hidroxila para

 formar 5 hidroxitriptofano (por la triptofano-hidroxilasa). La descarboxilacién de éste

compuesto origina la serotonina (5-hidroxitriptamina). La serotonina es acetilada en los
pinealocitos a N-acetilserotonina mediante la enzima N-acetiltransferasa. La etapa final
en la produccién de melatonina consiste en la metoxilacion de la N-acetilserotonina por: »

laaccién de la enzima hidroxiindol-O-metil-transferasa 53,34 26,
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Biosintesis de 1a melatonina

TRIPTOFANO 5-HIDROXITRIPTOFANO
COOH _ COOH
NHg Ho NH,
e 3 ) .
N triptofano hldrqxllasn N
l aminoscido descarboxilasa
N-ACETIL SEROTONINA
‘ S-HIDROXITRIPTAMINA
Ho —[ i [—J\ " Nit—COCHy
Ho
NH;
, N $-HT N-acetilasa - .

N

transferasa

CHsON-rona

MELATONINA

l hidroxiindol-O- meil

Fig. 3 Biosintesis de la melatonina a partir de! triptofano. oy
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2.7.3, Influencia de la luz sobre: I actividad pineal

En algunas especies, tales conto los anfibios, la luz externa sirve de estimulo para la
actividad pineal. En otras especies, entre ellas el hombre, la actividad ‘pineal se realiza a
través de la liberacién de neurotransmisores por impulsos nerviosos que ecmanan de
centros nerviosos , entre ellos el nervio ptico, es por ello que existe un ritmo circadiano
pronunciado en la formacién de melatonina, ya que ésta solo tiene lugar en la

obscuridad, cs decir la melatonina se ve afectada por los ciclos luz oscuridad. 33232,

La accion de la luz sobre los ritmos circadianos se ejerce a través de su inervacién
simpética , que proviene del ganglio cervical superior (fig. 4) . La reseccion bilateral
de este ganglio (desenervacién simpdtica) provoca la desaparicion de estos ritmos

bioldgicos.

) .
La via nerviosa por la cual el efecto de la juz sobre la retina se transmite al gangjio es
mediante ¢l huz retinohipotaldmico que leva la sefial. luminosa al ntcleo

supraquiasmético del hipotilamo.

Estudios en animales han revelado que la melatonina incrementa la concentracion de

dcido aminobutirico y serotonina en el hipotlamo y cerebro ¢ incrementa la actividad de

_la piridoxalquinasa una enzima involucrada en la sintesis de deido aminobutirico,

dopamina y serotonina. ;57 ,
Asl mismo la melatonina estd involucrada en el desarrollo gonadal y el control del estro

en ratas, @n
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Efecto de la luz en la actividad pineal.

Haz retino- Nucleo
—— Supraquiasmitico
hipotaldmico :

[ Luz }— [ Retina |

v

Ganglio
Cervical &
Superior

N. periventricular

Hipotdlamo lateral

e SNC Formacién reticular

\J

Glandula
Pineal

Hipotalamo

Médula -
———r Dorsal ‘

Adenohipéfisis . ‘

Fig: 4 Accién de 1a iluminacién sobre la funcidn del sistema nervioso‘ central, Vias de

transmisién, ;)
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2.7.4. Metabolismo de la melatonina

La melatonina producida en la pineal cs segregada a la sangre, que es la via principal, y
al liquido cefalorraquideo,

La valoracion de melatonina en fluidos biolégicos se efectia por radieinmunoensayo. La
concentracion plasmética de melatonina en humanos es de 10 a 300 pg/ml. Circula unida
a la albimina. En el hombre la concentracion maxima de melatonina se observa en la
época prepuberal, La concentracion en el liquido cefalorraquideo es mayor que en el
plasma,

En todos los vertebrados estudiados, ln concentracion de melatonina en sangre, liquido
cefalorraquideo y orina, exhibe un ritmo circadiano con valores noctumos mucho més
elevados que.los diurnos. La exposicion a l1a oscuridad aumenta la concentracién de

melatonina en el lHquido cefalorraquideo y ¢l plasma (427, 29,

La melatonina se metaboliza principalmente cn el higado y el cerebro, En el higado se
trénst‘onna en 6-hidroximelatonina, que es conjugada como sulfato o glucorénido. La 6-
hidroximelatonina conjugada representa un 80% de la excrecion urinaria de derivados de

la melatonina, En el cerebro, la melatonina cs oxidada a N-acetil-5-metoxiquinurenina,

" 278, Usos terapéuticos

Se ha reportado que la melatonina disminuye los efectos ocasionados por el jet%lag, esto
es una desincronizacion de ritmos bioldgicos debido a cambios de horario que sufren los .
viajerosggsgys, - Asi misme, juega un papel importante en los procesos
termorregulatorios, tanto en humanos como en animales, en las diferentes estacio‘ncs del
afio; este proceso se produce como respuesta a seffales producidas por la melatoniha al

hipo(élamo. B1).
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La degincronizacién de los ritmos circadianos trae consigo una serie de efectos en el
organismo, como son: insomnio, irritabilidad, estrés, depresion entre otros. Estas
alteraciones son frecuentes en personas que suffen cambios de horario resultantes de _
viajes a través del meridiano (iet-lég), sin embargo, los problemas de sincronizacidn
también suelen presentarse en personas de edad avanzada, ésto puede atribuirse a que la
glandula pincal llega a suffir un proceso degenerali'vo, originando la disminucion en la
concentracion de melatonina y con ello los efectos mencionados; es por ello, que la
administracién de esta hormona se plantea como una alternativa para disminuir los
problemés asociados conla descompensacion de esta hormona en el organismo.
Ademas de las propiedades mencionadas, los productos con melatonina se han
popularizado en el mercado naturista por su efecto antienvejecimiento, sin embargo, ésto
no s¢ ha demostrado cientificamente.
Actualmente, la melatonina se comercializa en 4 marcas comerciales, de las cuales dos
son de importacion , originando un incremento en los costos de compra-venta, sin
garantizar con ésto la calidad del producto, ya que por pertenecer al mercado naturista,
no es posible asegurar su calidad.
Adicionalmente a ésto, la informacion técnica existente sobre melatonina, no es lo
- suficientemente amplia, de tal manera que permita soportar la elaboracion de una forma
farmacéutica con todas sus etapas de desarrolio como son: la preformulacion, la
formulacion y el escalamiento. ‘
Por todo lo anterior,‘ el presente proyecto plantea desarrollar una formulacion para
tabletas de melatonina como producto naturista con calidad farmacéutica, empleando
materias primas de ficil adquisicion a un precio accesible, de tal manera que pueda
“competir con los ya existentes en el mercado, cumpla con la expectativas del consumidor
y a su vez permita conocer aspectos relevantes de este ‘principio activo en el 4rea
farmacéutica como son estudios de caracterizacion, posibles incompatibilidades, métodos
de cuantificacion etc.

29



OBJETIVOS

IV, OBJETIVO GENERAL
Desarrollar una formulacién para tabletas de melatonina por compresin directa.
4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar estudios de preformulacién que determinen:
o Caracterizacion del principio activo
o Estudios de compatibilidad farmaco-excipientes

. Propiedadés reoldgicas de excipientes asi como de las mezclas propuestas

2. Realizar estudios de formulacion para la obtencién de‘ tabletas de melatonina - de
acuerdo a los estudios de preformulacion

3, Desarrollar y validar el método analitico para la cuantificacion de melatonina durante
¢l establecimiento de las condiciones de mezclado asi como para su cuantificacion en

tabletas;

4. Realizar et escalamiento con base en los estudios de formulacién.
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V. HIPOTESIS

Si se consideran las propiedades fisicoquimicas del principio activo y se cumple
adecuadamente con las etapas en ¢l desarrollo de un medicamento (preformulacion,

formulacién y escalamiento), se obtendrdn las tabletas de melatonina con la calidad de

disefo establecida para un producto farmacéutico,
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VI, PARTE EXPERIMENTAL
6.1. MATERIALES
MATERIAL EQUIPOS
o Placas cromatogrificas . Estufas de estabilidad 40, 50, 60 °C
e Cémara de elucion | CAISA ,
¢ Cémara de humedad 75% H.R. o Tableteadora rotativa Modelo CY-RT-11
¢ Micropipetas 10, 5 pl ¢ Rotap Modelo B Tyler Industrial Products
o Tubos de ensayo Pyrex o Desintegrador Técnica especializada maya
o Cémara de elucién ‘ ‘o Durémetro stokes v
o  Frascos viales transparentes 5 ml . Friabilizador Erweka
o Embudo de acero inoxidable No 6 | e Disolutor Elecsa
¢ Embudode vidrio talle corto Pyrex e Mezcladores de Corazas gemelas con

capacidad para l‘y 5 Kg motor Erweka

o Probeta de 100 ml Pyrex con tapa e Limpara U.V. CAMAG UV - Betrachter

esmerilada

Matraces volumétricos 10, 25, 50, 100 INSTRUMENTOS

ml Pyrex

Pipetas volumétricas 1,2,3,5 ml Pyrex o

Pipetas graduadas 5, 10 ml Pyrex )

Anillo Je hierro o
_ Soporte universal .

Vasos de precipitado 50, 100, 250, 500

Balanza Analitica Ohaus
Fisher Jones, instrumento para determinaf '
punto de fusion

Lémpara L.R. AND AD-4714
Espectrofotmetro UV/VIS Perkin-Elmer
Lambda 2

2
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ml Pyrex

Tripie

Tela de ashesto

Parrilla de calentamiento

Mechero Bunsen

MATERIAS PRIMAS

Melatonina, Helm de México
Lactosa, (Pharmatose DCL 11)-
Helm de México

Celulosa Microcristalina, (Helmcel)
Helm de México -

Croscarmelosa sédica, Helm de
México

Estearato de Magnesio, Quimica del

centro
Talco, Quimica Valchem

Fosfato dicélcico anhidro,
CEDROSA ‘

Ac, estedricoCEDROSA
Metil celiilosa, CEDROSA
Polivinilpirrolidona, (P.V.P.)

CEDROSA
Almidén de maiz, BASF

Benzoato de sodio, BASF

DISOLVENTES Y REACTIVOS

e Clorofdrmo, J.T. Baker analyzed

¢ Alcohol Metilico, J.T. Baker
analyzed ‘

o Acetato de etilo, J.T. Baker mialyzed

o Peroxido de Hidrégeno, JT Baker

analyzed .
o Hidréxido de sodio, J.T. Baker

" analyzed :
e Acido, Clorhidrico, J.T. Baker
Analyzed
¢ Acido, Sulfirico, J.T. Baker
'analyzed
o Silica Gel, 254 Merck

o Fosfato monobdsico de potasio, J.T.
Baker analyzed
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6.2. METODOLOGIA

Revisién Bibliografica

Preformulacion Desarrollo y validacion del
. : método analitico

o Caracterizacion del p.a.

: 1o Especificidad ,
‘|o - Estudios de compatibitidad | o Linealidad del método y
sistema
e Estudios reoldgicos de o Exactitud .
mezclas y excipientes ¢ Precision (repetibilidad,

reproducibilidad)

Formulacién

o Formulaciones propuestas
de acuerdo a estudios de
preformulacion - '

Escuhmlenté
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Experimentalmente el proyecto se dividié en cuatro fases:

6.2.1. Preformulacion

6.2.2 Formulacion

6.2.3 Desarrollo y validacion del método analitico
6.2.4. Escalamiento

6.2.1. Preformulacién

6.2.1.1, Identidad del principio activo.
Para esta prueba s evaluaron los siguientes pardmetros:

Descripeion (apéndice A)
Solubilidad (apéndice A)

Punto de fusion (apéndice A)

pH (apéndice A)

Perdida por secado (apéndice A)
Metales pesados (apéndice A)
Cenizas(apéndice A)

Cromatografia en capa fina (apéndice A)
Espectro LR. (apéndice C)

Espectro U.V, (apéndice C)
Termograma DSC (apéndice C)
Densidad aparente (apéndice B)
Densidad compactada (apéndice B)

6.2.1.2, Estabilided del principio activo.

El estudio de estabilidad, se realiz6 sometiendo 1a melatonina  a diferentes condiéiones

© (40°C, 50°C, 60°C, 40°C/75% HUR., temperatura ambiente, y luz blanca) en frascos

viales transparentes.
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La estabilidad del principio activo se evalué mediante cromatografia en capa fina con
sistema de elucion cloroformo-metanol (9:1) y sflica gel GF 254 como fase estacionaria,

Los tiempos de muestreo se realizaron de acuerdo a la siguiente cédula de estabilidad:

' 40°C | 5 60°C 140°C/75%| TA. LUZ

"Tiempos de ", 0°C
‘muestreo(dias) - HR. BLANCA
A5
e300
Lrre48
Tabla VIII. Cédula de estabilidad para el principio activo. (T.A. = Temperatura
Ambiente, H.R. Humedad Relativa)

6.2.1.3. Rutas degradativas.

Se colocaron 20 mg de melatonina en dmpulas de vidrio transparentes, sometiéndose a

condiciones dcidas, basicas y de oxidacién todas a 90°C, La degradacién del activo se

siguié por cromatografia en capa fina con intervalos de muestreo de 1 hora, El sistema

de elucién asf como la fase mévil fueron los empleados para la estabilidad del principio

activo,

Coadiorenes ponac bedeend woe o dbe b oo et s

Acidas -~ HCI' IN
basicas NaOH IN
- oxidacion H,0, 3%

Tabla IX. Condiciones empleadas para la degradacién del principio activo a 80°C.
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6.2.1.4. Compatibilidad fdrmaco excipiente.
El estudio de compatibilidad férmaco-excibienle se realizd sometiendo las mezclas a las
siguientes condiciones 40°C, 50°C, 60°C, 40°C/75% H.R., temperatura ambiente, y luz

blanca en proporciones 1:1.

Las mezclas evaluadas fueron las siguientes:

Lactosa

1
2 Fosfato dicdlcico
3 Almidén
4 PV.P.
5 Celulosa Microcristalina
6 Croscarmelosa sédica
7 Metil-celulosa
8 Benzoato de sodio
9 Talco
10 Ac. estedrico
11 Estearato de magnesio

Tabla X, Mezclas farmaco exci piente sometidos a diferentes condiciones

Los tiempos de muestreo fueron cada 15 dfas durante dos meses, evaluando las mezclas

por cromatografia en capa fina bajo las condiciones anteriores.

6.2.1.5. Formulaciones propuestas.

Los resultados de los estudios de compatibilidad permitieron la eleccion de los
siguientes excipientes: Lactosa, Celulosa Microcristalina (CM), Croscarmelosa sddica

(CCS) y Estearato de magnesio.
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Con base a los excipientes seleccionados se propusieron nueve diferentes formulaciones
{tabla XI) modificando las proporciones de CM y CCS con la finalidad de evaluar el
efecto desintegrante, la CM ademds de su funcién como desintegante, también actud

como diluente, la lactosa se empled como diluente y el estearato de magnesio como

lubicante.
Materia 1 2 3 4 s 6 7 8 9
Prima(%) k
Melatonina 086 | 0.86 [ 0.86]| 0.86 | 0.86 | 0.86 | 0.86 | 0.86 | 0.86
Lactosa 58,14 | 53.14 |48.14]54.14{49.14144.14]50.14145.14140.14
M W0 | 45 | 50|40 | 45 | 50| 40 | 45 | 50
ccs 00 [0 a4 4888
Estenrmo. de ! | l l I l 1 1 1
| ___magnesio
Tabla XI. Formulaciones propuestas con los excipientes seleccionados en el estudio de

estabilidad,
6.2.1.6. Pruebas reoldgicas & excipientes.
Las pardmetros reolégicos realizados a los excipientes fueron:

Velocidad de Flujo (apéndice B)
Angulo de reposo (apéndice B)
" Densidad aparente (apéndice B)
Densidad compactada (apéndice B)
fndice de compactacién (apéndice B)
indice de Hausner (apéndice B)
Distribucién de tamaflo de particula (apéndice B)
% de Humedad (apéndice B) ‘
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6.2.2. FORMULACION

6.2.2.1, Optimizacidn de condiciones de mezclado.

Debido a la baja proporcién del principio activo en la formulacion fue necesario
establecer la velocidad y el tiempo 6ptimo de mezclado para garantizar la uniformidad
de contenido en las tabletas,

Para ello, se pesaron las cantidades correspondientes a la formulacion 5, considerando
500 g como el 100%, colocdndose los polvos en el mezclador de corazas gemelas;

Para realizar la curva de mezclado se establecié una velocidad de 27 r.p.m, muestreando
cada tres minutos en tres diferentes puntos del mezclador (pierna izquierda, piema
derecha y centro del mezclador), realizando los muestreos por triplicado en cada punto.

Este mismo procedimiento se realiz6 para 34 rp.m. y 43 r.p.m.

Condiclones para curva de mezclado

3 . . )
6 ] . ]
9 . . L]
12 L . ]
15 L L »
18 . . »
21 » ] .
24 » * .
27 ] . .
30 » . ]
Tabla XII. Tiempos de muestreo y revoluciones por minuto establecidas para

determinar las condiciones de mezclado, * Los muestreos se realizaron en dlferemes
puntos del mezclador, pierna derecha, pierna izquierda y centro.
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6.2.2.2. Mezclado de las formulaciones propuestas con pardmelros establecidos.

Establecidas las condiciones 6ptimas del proceso se mezclaron las nueve fomulaciones
tomando tres muestras de la mezcla al finalizar el proceso para confirmar la
homogeneidad del principio activo en la mnezcla. El estearato de magnesio se adicion6

tres minutos antes del término del mezclado,
6.2.2.3. Determinacidn de propiedades reoldgicas de formulaciones,

Después del mezclado de los polvos se les determiné las siguientes propicdades

reolégicas realizando los anélisis'por duplicado.

Velocidad de Flujo {apéndice B)
Angulo de reposo (apéndice B)

- Densidad aparente (apéndice B)
Densidad compactada (apéndice B)
fndice de compactacion (apéndice B)
fndice de Hausner (abéndice B)

% de Humedad (apéndice B}

6.2.2.4. Tableteado.
Las mezclas se tabletcaron manteniendo la fuerza de compresién y la velocidad de

tableteado constantes (209 tab/min), rcalizando‘detenninaciones de dureza y peso

durante el proceso. Todas las mezclas se tabletearon por duplicado.
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6.2.2.5. Pruebas de control de calidad a las tabletas.

Las tabletas obtenidas se analizaron de acuerdo a los siguientes pardmetros:

Uniformidad de contenido {(apéndice B)
| Valoracién (apéndice B)
Desintegracidn (apéndice B)
Friabilidad (apéndice B)

Durezd (apéndice B)

Variacién de peso. (apéndice B)

6.2.2.6, Seleccidn de la mejor formulacidn y repeticidn de la misma

De acuerdo a los pardmetros reoldgicos de las mezclas asf como a los resultados de
control de calidad a' las tabletas, se selecciond la mcjor formulacién y se realizd
nugvamente por triplicado bajo las mismas condiciones de proceso.

Las tabletas obtenidas se analizaron de acuerdo a los parmetros descritos

- anteriormente.

6.2.3. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO

‘El método analitico se desarrolld evaluando la respuesta de la melatonina en metanol-

NaOH (0.IN), metanol-HCI (0.1N), metanol-Hzo y metanol elegidos de acuerdo a fa
solubilidad de la melatonina, todos en proporcion 1:1. Las mejores respuestas se
obtuvieron con las mezclas metanol-agua y metanol, sin embargo ‘por cuestiones de

costos, se empled metanol-agua para e} desarrollo de la validacién.
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Los pardmetros evaluados considerando un analisis de rutina de control de calidad
fueron: Especificidad, Linealidad del sistema, Precision del sistema, Linealidad del
método, Exactitud, Repetibilidad, Reproducibilidad y Estabilidad de Ia muestra,

6.2.3.1Especificidad

Se realizé un barrido de 200 a 400 nm sobreponiendo las graficas de las siguientes
muestras: '

a, Placebo

b. Placebo cargado

¢. Estdndar de melatonina

El placebo no debe dar respuesta y el placebo cargado se debe superponer al barrido del

estandar,
6.2.3.2, Linealidad del sistema
Se determiné construyendo una curva de calibracién (concentracién vs absorbancia)

preparada a partir de una solucion patrdn 'y haciendo el andlisis por triplicado para
cada nivel, '

. Las soluciones se prepararon como se describe a continuacién;

%!
Somg 2ml Yy o
S0mg 2m oo /il 10
100ml 100m! Ohg/ %0.

Mo+

* La dltima dilucion se realizo por triplicado.
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6,2.3.3. Precisidn del sistema

El andlisis se determind por sextuplicado paniehdo de una misma solucién patron

corrgspondiente al 100%, siguiendo las siguientes diluciones:

Omg 2ml ,
oomi o0 6™ —— Sio”

* Dilucidn por sextuplicado
6.2.3.4. Linealidad del método

Se determind a partir de placebos adicionados de 5 diferentes concentraciones de
activo. Cada uno de manera independiente, realizando ¢l andlisis por triplicado en cada
conccmracién. k ;

40% 4 mg de activo + 0.46g de placebo/100 mi

60% - 6 mg de activo + 0.69g de placebo/100 mi '

80% 8 mpg de activo+093g de placebo/100 ml — v Im

100% 10 mg de activo + 1.16g de placebo/100 ml

120% 12 mg de activo + 1.40 g de placebo/100 ml

" 6.2.3.5. Exactitud y repetibilidad al 100%

Realizar el procedimiento empleado para el 100% en lincalidad del método, realizando

pesadas independientes por sextuplicado,
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6.2.3.6. Reproducibilidad

Se determina de una muestra homogénea del producto cercana al 100%, de la
concentracion tedrica, analizada cuando menos por dos analistas en dos diferentes dias

por triplicado.

Dia

Analista

* H] % % &j)—
% # H|® = ®INO

*Pesadas independientes cercanas al 100%

6.2.3.7, Eslabilidad de la muestra

Se realiza mediante la comparacion de los resultados de los andlisis iniciales de nueve .

mucstras (3 de cada condicién) después de permanecer 48 horas a condiciones de
obscuridad, luz, y refrigeracion, Las muestras se leyeron a las 24 'y 48 horas. y s¢
prepararon aproximadas al 100%. '

6.2.4. ESCALAMIENTO

Se mezclaron dos lotes de 5 Kg. de polvo a una velocidad de 18 r.p.m. con tiempos de

mezclado de 18 min. y 21 min, respectivamente. La evaluacion de las mezclas se realizé
mediante muestreos en nueve diferentes  puntos del mezelador con la finalidad de
deienninar el tiempo 6ptimo de¢ mezelado. De acuerdo a los resultados obtenidos, los

siguientes 3 lotes se realizaton con el tiempo y velocidad establecidos,
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Las pruebas reoldgicas efcctuadas a las mezclas de polvos, asl como los controles de
calidad a las tabletas se efectuaron de la misma forma que para los lotes piloto,
Se realizaron controles de dureza y variacién de peso durante el proceso para mantener a

las tabletas bajo especificaciones establecidas.
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Vii. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1, PREFORMULACION

7.1.1. Pruebas de identidad del principio activo

Detenmimadion s Fapeahoaonmes Rusultndns
Descripcién Polvo blanco inodoro Conforme -
Solubilidad Ligeramente soluble en benceno y|  Conforme

tolueno; soluble en metanol
Punto de fusidn 115°C-119°C 116°C-119°C
pH 7-8 74
Perdida al secado Miximo 1.0% 0.8%
Metales Pesados No mas de 200 ppm Conforme
Cenizas Menos de 0.05 % 0.03%
Espectro LR, UV. y estandar de referencia Conforme
gifmtocraﬁa en capa R;0.55 0.51
fina '
Densidad aparente Sin especificacion 0.54
Densidad compactada sin especificacion 0.83
Indice de compactacion Sin especificacion 34.66%
Indice de Hausner Sin especificacion 1.53

Tabla Xill. Resultados de pruebas de identidad realizados al principio activo,
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7.1.2, Estabilidad del principio activo

La melatonina no presenté degradacién fisica y quimica después de ser expuesta a 40°C,
50°C, 60°C, 40°C/75% H.R., luz blanca y temperatura ambiente en frascos viales durante
45 dfas. Los Ryobtenidos fluctuaron en el rango de 0.40 - 0.53, mientras que el Rydel std
fue de 0.55.

Condicidén 15 30 45

40°C - - -

50°C - - =

60°C - - L=

40°C/75% H.R. - - -

Luz blanca - - -

T. ambiente - - -

- Indica ausencia de degradacion

Tabla XIV. Resultados de estabilidad del principio activo a diferentes condiciones

7.1.3. Rutas degradativas

CONDICIONES EMPLEADAS PARA LA DEGRADACION DEL PRINCIPIO

ACTIVO
‘{Condiciones - 2 3
Acidas - + +
[ Basicas ‘ - + +
Oxidacién .- + +
- Sin degradacién, + muestra degradada

Tabla XV.JDegradacién del principio activo en diferentes condiciones de degradacién.
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El principio activo presenté degradacion en las tres condiciones & las que se sometio;
ésto se puede explicar por la hidrlisis de la amida tanto en medio dcido como en medio
basico, originando la formacién de 4cido acético,

Por otro lado los grupos amida y éter no son susceptibles a la oxidacion, sin embargo
considerando que el perdxido se encuentra en solucion, se favorece Ia hidrélisis de la
amida y la protonacién del éter, originando un alcohol que al oxidarse forma un grupo
aldehido.

7.1.4. Compatibilidad firmaco excipiente

Mebatomma b yagpuoan 1 ot N 1 as

ol Bl

Lactosa - - - . N -
Fosfato dicdlcico - . - .. . -
Almidén : . . . N .
P.V.P. . - . - . .
Celulosa Microcristalina - . - . - .
Croscarmelosa sédica - - . ++ . .
Metil celulosa - . - - . .
Benzoato de sodio - + + |+ - N
Talco - + + - - .
Ac, estearico - ++ ++ - - .
Estearato de magnesio - - . - - -
- mezclas que no presentaron degradacion, + degradacion qufmica, ++ degradacion tisica

Tabla XVI.  Resultados de confrontacién férmaco-excipiente (I:1) a diferentes
condiciones
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No se observd degradacion en las 13 mezclas a las condiciones de 40°C, luz y
temperatura ambiente.

En condiciones de humedad la croscarmelosa sddica presentd degradacién fisica (cambio
de color) después del tercer muestreo, sin embargo no presenté degradacién quimica,
ésto se pudo corroborar con las pruebas de cromatografia en capa fina. '
La mezcla de benzoato de sodio-nelatonina, presentd incompatibilidad a 50°C, 60°C y
40°C/75% H.R. después de 30 dfas de exposicién,

A 50°C y 60°C se observé cambio fisico de la mezcla deido estedrico-melatonina,

7.1.5. Propiedades reoldgicas de los excipientes propuestos

oo Caosemddoa

ttctoces et o

Pardmetro .
Velocidad de Flujo (g/min) 11.01 6.69 No fluye
Angulo de reposo ©) GYXY) 39,82 :
Densidad aparents (FmD) 361 033 053
Densidad compactada - 0.76 042 0:80
(g/ml) ;
Tndice de compactacion 1967 7459 3748
Tndice de Hausner o 7] 123
Humedad %) 36 07 T4

Tabla XVII. Propiedades reoldgicas de excipientes empleados en la formulacitn,

La lactosa presentd mejores caracteristicas reoldgicas que la celulosa microcristalina, no

obstante ¢sta Ultima presenta parimetros reoldgicos aceptables con excepéién del indice
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de compactacion, ésto se explica por la diferencia entre los valores de densidad aparente
y densidad compactada, lo cual se atribuye a que existe mayor variacion en tamailos de
particula para la celulosa que para la lactosa, (fig. 5) reflejdndose a su vez en la
disminucion de la velocidad de flujo,

Por otro lado, la croscarmelosa sédica presentd problemas de flujo, ésto se atribuye a la
presencia de tamafios de particula menores a 50 p., favoreciéndose la cohesividad entre

los polvos,

7.1.6, Distribucién de tamaiio de particula.

250 0.19 0.55 0.15
177 3.23 . 489 0.19
149 ; 20,03 16,08 0.079
125 124.50 13.30 0.079
74 25.76 1648 0.09
50 - 8.50 6.77 .0.2373
«50 17.81 41.93 98.16
Tabla XVIII. Distribucion de tamafo de particula para los diferentes excipientes

empleados en la formulacion
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DISTRIBUCION DEL TAMANO DE PARTICULA

% de muestra
o o
[=3r-3

@ lactosa
@ Celuiosa
@Croscarmelosa

250 177 149 128 74 50 40
Tamaio de particula (micras)

Fig.'5 Distribucidn de tamaflo de particula para los excipientes empleados,

La fig. 5 muestra que la lactosa presenta tamaflos de particula adecuados para la
fabricacién de tabletas por compresién directa, lo cual se confirma con los pardmetros

reolégicos. Respecto 4 la celulosa microcristalina, el rango de distribucién es menos

homogéneo que para la lactosa, existiendo mayor proporcion de particulas menores a 50

‘p, reflejandose en una disminucion de la velocidad de flujo, La croscarmelosa por su
parte presenta malas caracterfsticas de flujo por ser en su mayoria polvos ﬂnos, sin
embargo, es necesario aclarar que éste excipiente se encuentra sélo al 4% dentro de la

formulacion.
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7.1.7, Optimizacion de condiciones de mezclado

A. Resultados promedio de curvas de mezclado

repectivas desviaciones estdndar (S),

% da melatonina

“ Curva de mezciado a diferantes r.p.m.

10

tiempo (min)

20 25

3

~—271.p.m.

|—a—-34rpm

—4—43rpm

- Fig. 6 Curva de mezclado promedio a diferentes revoluciones por minuto.

[T NINIT Fapom
R 5 e SR e
3 107. 6.74 8241 9.64 92,58 | 20.86
6 108.62 4.35 88.96 8.69 101.88 | 3.90
9 99.25 2.14 91.36 5.12 101,71 "4.80
12 122.87 19.33 85.15 7.44 107.77  3.62
15 102.35 24.59 90.99 344 10639 | 1.27
! 18 98.05 6.33 9322 592 96.46 | 15.42
i 21 96.75 6.67 90.67 6.93 104,51 | 2.69
24 100.16 5.49 93.41 4.39 104.16 | 4.52
{ 27 101.46 491 94.54 3.36 10196 | 1.86
30 106.86 14,95 91.36 5.18 101,09 | 9.26
Tabla XIX. Porcientos promedio de melatonina a lag tres diferentes r.p.m. con sus
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Curvas de mezclado individuales

Curva de mezclado a 27 rp.m.
160
140 1
120 |
100
60 1.
Bl
* 40
04 L e <A ~e—Perna
ol DRART I At e _,_‘,"{.',?,‘;"'
0 5 10 15 2 % 3 zquisrda
- R . ~tv— Cantro
- tiempa (min) '

Fig. 7 Porciento de melatonina promedio en tres diferentes puntos del mezclador de
corazas gemelas a 27 r.p.m.

- Curva do mezciado a 34 r.p.m,

-~ Plarna deracha
35 it Plorna lzquierd
~~f—~=CONro

tiempo (min)

Fig.8 Porciento de melatonina promedio en diferentes puntos del mezclador de corazas
gemelas a 34 r.p.m. '
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Curva de mezclado a 43 r.p.m,

~—&~ Perna deracha
—~{3—~ Flerna izquiarda
=i Cantro

0 5 10 15 20 25 30
tiempo (min)

Fig. 9 Porciento de melatonina promedio en diferentes puntds del mezclador de corazas
gemelas ad3 rpm '

De acuerdo a las desviaciones estindar, los resultados obtenidos en las curvas de
mezclado muestran que a 27 rp.m. la inayor homogeneidad se alcanzd a los 9 minutos
(tabla XTX), - mientras que para 34 rp.m. y 43 rpm., alos 15627 minutos, se obtienen
mezclas homogéneas, sin embargo los niveles de principio activo no son del todo

favorables, es decir, no son préximos al 100%.

Por lo tanto, los parametros establecidos para realizar ¢l mezclado de fas 9 formulaciones -

fueron 9 minutos de mezclado a una velocidad de 27 r.p.m. A continuacion se muestran

los resultados de la evaluacion de las mezclas con los parametros establecidos.
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B. Cuantificacién de melatonina en las mezclas de las formulaciones propuestas u 9

minutos y 27 r.p.m.

Pantos dad mcscbadaon

Formualicon i nicdia

103.13 102.99 . 103.83
2 92.67 98.0 100.18 96.95
3 101.36 94.22 103.76 99.78
4 92.57 98.59 99.79 96.98
5 102,84 99.25 100.80 100.96
6 101.93 102,19 103,74 © 102,62
7 104.45 104.77 101.60 103.66
8 99.44 97.45 104.16 100.35
9 95.13 94.33 97.21 95.55.

Tabla XX. Porcientos promedio de melatonina cuantificados a 9 minutes y 27 r.p.m. en
las mezclas propuestas, A)pierna izquierda, B) pierna derecha, C) centro del mezclador.

Los resultados mostrados en la tabla XX reflejan una adecuada distribucion del principio
activo en las formulaciones. Esto confirma que los pardmetros establecidos: para el

mezclado fueron apropiados,
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7.1.8. Pruebas reoldgicas de las diferentes formulaciones

fatomutacin

Pardmetro

Velocidad de .
flujo (g/s) 560 | 5711550) 529583542551 |554| 506
Angulo de reposo o
-9 30.28 |29.9630,61]30.86{26.96130.24]35,5635.55] 35.01
Densidad aparente
(g/ml) 051 1048 ] 046|050 ] 0461046 ! 046 | 047 | 045
Densidad = :
compactada 0.65 | 0.60 | 0.58 1 0.65 | 0.59 | 0.60 | 0.61 | 0.62 | 0.61
(g/ml) '
Indice de ‘
compactacién | 21,50 |20.60{20.68|22.33!22.03]23.33{24.59 24,19 26.22

fndice de Hausner{ 1.27 {125 | 1.26 | 1.28 | 1.28 1.30. 132 1131 | 135

Humedad % 21 23 120121 [ 19 120 } L9} 22 23
Tabla XXI. Parimetros reoldgicas para las nueve formulaclones propuestas,

Los pardmetros de humedad y velocidad de flujo, se pueden considerar adecuados
tomando en cuenta que se trata de polvos para compreéién directa, ya que esta humedad
puede servir como lubricante evitando la friccion entre las particulas g

Respecto al dngulo de reposo las seis primeras formulaciones presentaron resuitados
aceptables considerando que un flujo libre y una baja cohesividad entre particulas se da
con dngulos de reposo menores a 30°, i

En las tres dltimas formulaciones la friccin y la cohesividad entre particulas se
incrementa ya que presentan dngulos mayores a 35°, Esta alteracién en las caracteristicas
de flujo se atribuye al incremento de croscarmelosa sddica en dichas formulaciones, ya

que como se analizd anteriormente no posee buenas caracteristicas de flujo.
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Los resuitados de fndice de compactacién e indice de Hausner miden indirectamente las

densidades y las propiedades de flujo de los polvos. Asi, de acuerdo con el valor del

indice de compactacion, las cinco primeras formulaciones presentan buen flujo,

) sin

embargo, los problemas de flujo se presentan nuevamente en las dltimas formulaciones

puesto que presentan valores mayores a 23.

El indice de Hausner revela que las formulaciones presentan buen flujo, puesto que los

valores son menores a 1.5 en todos los casos, sin embargo las primerds mezclas 1,2

presentan mejor fluidez de acuerdo a este pardmetro.

7.1.9. Pardmetros de control de calidad para las tabletas

Y3

Pardmetro l 2 5 6 7 8 [ 9

Friabilidad (%)| 0.02 1 0,02 {10,015 0.02 | 0.02 | 003 | 003 | 0.02 { 0015
Dureza 10.85 [ 1090 { 10.,72111.407 10.15 | 11.09 { 10.20 | 11.70 | 11.10
(Kg)

Desintegracion{ 7.05 1 110 { 85 [ 25 | 1.36 | 283 | 216 | 2.13 | 291
{min)

Valoracion [ 100.89 1 92.33 [ 98.16 1 96.87 | 98.86 { 101,40 { 100.83 | 93.35 | 94.29
(%)

Uniformidad | 102,31 92.48 | 99.00 {94.62] 102.70 | 97.47 {102.87 | 94.55 | 96.96

de contenido | (2.01) {(3.30) [ (3.08) 1(2.98)| (2.29) | (2.94) | (5.17) | (3.86) | (3.75)
(%) ;

Peso promedio |- 351.1 | 351.2 | 352.7 {354.3]352.17] 353.1 | 350.4 | 349.9 | 3433 ’
(mg) (L3D) 1(1.92) { (1.45) ] (1.32)| (1.67) | (1.93) | (4.30) [ (2.48) [ 2.77)

nueve formulaciones. Los resultados en paréntesis indican coeficientes de variacién,

Tabla X?(H." Pardmetros de control de calidad promedio realizados a las tabletas de las
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En uniformidad de contenido partiendo de que se tienen menos de 50 mg de principio
activo por tableta, los margenes de aceptacion se consideran del 100+/-15%, (y;) por
tanto, los pardmetros obtenidos para el mezclado fucron adecuados comprobéndose tanto
con la uniformidad de contenido como con la valoracion,

En peso promedio las formulaciones 7, 8 y 9 presentaron mayor coeficiente de variacion
ésto se alribuy6 a las propicdades reoldgicas de las mezclas, que como se analizd
anteriormente, (tabla XXI) son fas que presentaron mayores problemas de flujo.

Con respecto al tiempo de desintegracién, se observa que en las formulaciones 4,5y61a
preseneia de croscarmelosa sodica disminuye el tiempo de desintegracion respecto a las
primeras formulaciones que no presentan desintegrante, en tanto que, en las
formulaciones 7, 8 y 9 el incremento de croscarmelosd no modificé el tiempo de
desintegracion en relacion a las formulaciones centrales.

En las primeras tres formulaciones la cefulosa microcristalina actiia como desintegrante

ademds de diluente, mientras que en las formulaciones subsecuentes se manejaron -

combinaciones de CM-CCS empleando este  dltimo "excipiente como principhl
désintegrantc. Los tiempos de desintegracion se analizaron mediante un andlisis de
varianza  de dos factores el cual reveld que no existe efecto de celulosa microcristalina
sobre el tiempov de desintegracion, sin embargo si eiiste efecto de la interaccion CM-
CCS asi como de la CCS,
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Andlisis de varianza de dos factores para el tiempo de desintegracién

1. Ho: No hay efecto de la CCS en el tiempo de desintegracion
Ha: Si hay efecto de la CCS en el tiempo de desintegracion

2, Ho: No hay efecto de la CM en el tiempo de desintegracion
Ha: Si hay efecto de la CM en el tiempo de desintegracion

3, Ho: No hay efecto de la interaccion CM-CCS en el tiempo de desintegracién
Ha: Si hay efecto de la interaccion CM-CCS en el tiempo de desintegracion

Tabla XXIII. Tiempos de Desintegracién en minutos de las tabletas para los
diferentes niveles de CM y CCS
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Anilisis de Varianza

CCS 2 256.15 128.07 21.39 10.65
M 2 4.78 2.36 0.39 10.65
Interaccion 4 | 2394 598 1280 9.60
Error 18 046
Tabla XXIV. Anélisis de Varianza para los tiempos de desintegracién de los micleos

Conclusion

L. Foyeuto ? Frapiaer POF tanto se rechaza Ho, y si hay efecto de la CCS en el tiempo de
desintegracién con un a= 0,05,

2. Fegieuto ¢ Fuabias » pOr tanto se acepta Ho, y no hay efecto de la CM en el tiempo de
desintegracion con & =0.05

3. Feieuto » Frabtas » POr tanto se rechaza Ho y si hay efecto de la interaccién CM-CCS con
un nivel de significancia de 0.05.

7.2. ELECCION DE LA FORMULACION

* Retomando las propiedades reoldgicas asf como los controles de calidad se observa que

las primeras seis formulaciones presentan caracteristicas aceptables , sin.embargo la

formulacién 5 presenta mejores valores para el indice de compactacion, velocidad de

flujo y dngulo de reposo y por tanto mejor fluidez y menor cohesividad, lo que resulta
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importante en el proceso de tableteado, comprobandose con los resultados de variacion

de peso.

7.2.1. Parametros de control de calidad a tabletas de la formulacién seleccionada

Parametro
Friabilidad
(%) .
Dureza 9.60 9.80 9.44 4.6
(Kg) )
Desintegracién 35 3.0 32 4.0
(min)
Valoracion 100.28 97.17 104.73 93.9
(%)
Uniformidadde | - 104.26 102,38 104,84
Contenido (%) 2.2 (2.8) 2.3)
Peso 3521 356.01 366.14 504.2
promedio(mg) (1.84) (3.28) (2.69) (3.3)
Humedad 20 34 32
(%)

Tabla XXV. Comparacion de parimetros de control de calidad entre la formulacion
seleccionada y tabletas comerciales.

Los resultados de tiempo de desintegracion fueron menores que el de las tabletas
comerciales,

La dureza de los lotes piloto fué mayor en relncioh a las tabletas comerciales resultando
favorable debido a que se disminuyen riesgos de fractura durante la manipulacion de las
tabletas y mejora su estética. ‘

En general se puede decir que la formulacién seleccionada (formulacion 5) cumple con
las caracteristicas de calidad deseables en una tableta capaz de competir con las ya

eXistentes en el mercado,
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7.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

7.3.1, Linealidad del sistema

[

1.996 0.225 0.2259 1L1x lO’I

1.996 0.223 02259 2.9%10°
1.996 0227 0.2259 11x10"
3.992 0.452 04559 -3.9x10?
3.992 0.456 0.4559 1x10*
3.992 0.459 0.4559 31x10"
5.998 0.685 0.6852 8x10™
5.998 0.689 06852 - 2x10"
5.998 0.686 . 0.6852 38x10"
7.984 0.917 09148 22x107
7984 0.912 0.9148 - 28x10"
7,984 0.910 0.9148 48x10?

Tabla XXVI. Curva de calibracion de absorbancia vs concentracion para linealidad del

“sistema.
Ecuacion de la recta.

Y= 0.1150x-3.66x 10° +9.78x 10"
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Prueba de hipotesis para la ordenada al ofigen

Ho: B=0
Ha: B#0
Criterio de aceptaciin:
Mogto Sty 1-00/2
-0.2211 <2.365
Conclusién: Se acepta Ho, por tanto, la ordenada al origen no es significativamente

d‘ifereme de cero, con a. =0.05
Andeva para la regresién lineal

Ho: Y no depende lincalmente de X
Ha: Y depende linealmente de X

Regresién

" Error
- Total

Tabla XXVII Analisis de vannnza para laregresién

Criterio de aceptacion
 Foge SFp 12
71823.96 > 8.07 ‘
Conclusidn: Se rechaza Ho, por tanto Y depende linealmente de X con un nivel de

significancia de 0.05.
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Coeficiente de Variacion;
C.V. =(5.73 x10-4/0.1143) x 100 = 0,5005%

7.3.2. Precisién del sistema:

0.685

0.689
0.980
0.686
0.683
0.697

Coeficiente de variacidn:
C.V.=(5.88 x10 -3/ 0.6866) x 100 = 0.8574 %
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7.3.3 Linealidad de! método

4.30 434 1 10093
430 438 101.86
410 419 102,19
630 627 99.52

6.10 6.24 102.29
6.20 6.16 99.35

8.10 831 102.63
8.00 8.03 100,37
820 8.15 99,39

10.20 10.29 100.88
10.20 1034 10137
10.10 1008 | %80
12.30 1243 101,07
12.10 12.48 103.18
12.00 12.08 9.87

Tabla XXVIII. Curva de linealidad para el método analitico.

Ecuacién de la recta: '
‘ Y= 1.0150x - 0.0374 + 5 x 10**

Prueba de Hipotuis para la ordenada al origen

“Ho: b=0
Ha: b=0

65



RESULTADOS Y ANALISIS

Criterio de aceptacion:
tealo < tun 1-al2
-0.4473 <2.365

Conclusion: t.. < t,,, por tanto la ordenada al origen no es significativamente diferente -

de cero con ot = 0.05,

Intervalo de confianza:

(-0.2632 < -0.0374 < 0.1873)

‘Prueba de hipotesis para la pendiente

Ho: m=1
Haim#!
Criterlo de aceptacién
teate S tap 102
1.5271 < 2.365 :
Conclusion: Se acepta Ho, por tanto la pendiente no es significativamente diferente de
uno, con ¢ = 0,05, '
Intervalo de confisnza:

09732 <1.0326 < 10921
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Anilisis de Varianza para 1a regresion:

" Regresion

Error
total

Tabla XXIX. Andeva para la regresién lineal.

Criterio de aceptacion ;

Feye S Figp 1-00/2

573783>8.07
Conclusién : Se acepta la hipdtesis altema con o = 0,05, Y si depende linealmente de
X, ‘

Coeficiente de variacidn: ,
C.V.=(1.2869/100.9511)x 100 =1,2748

7.3.4. Exactitud:

Il l" | |||oo.ss| | ‘ ‘ |

99,40
97.84
101,37
98.72
99.80
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Coeficiente de variacidn:

C.V.=(131877 99.66)xlOO =1.3231
Prueba de hipétesis ' '
Ho: p=100 j
Ha: p # 100 :
Criterio de aceptacion: _
teale S tap 1-0/2
-0.6160 < 2.571

Conclusidn: Se acepta Ho, por tanto la media no es significativamente diferente de 100

con un nivel de significancia de 0.05.

Intervalo de conflanza:
(98.2841 < 99,6683 <101.0524)

7.3.4. Precisién del método
Repetibilidad

l llool.s-s \

99.40
97.84
101.37
98.72
99.80
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Prueba de hipdtesis

Ho:o=1%

Ha:o#2%

Criterio de aceptacién:
2 cate S Wb 12
; ‘ 6.0<12.832
Conclusion: se acepta Ho, la varianza no es significativamente diferente de 2%, con
=0,05. ’
Intervalo de confianza:
‘ (0.8231 < 14307 < 3.2346)

Reproducibilidad |
o ' " pia

1 2

10067 © 9952
3 1 101.49 99.90 -
ANALISTA 101.74 100.68

' ‘ 10043 - 101.87

2 19632 , 100.27

' 10126 101.87

Tabla XXX. Porcientos de recobro de melatonina para reproducibilidad -
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Ho: No hay efecto del analista
Ha; Hay efecto del analista

Ho: Mo hay efecto del dia
Ha: Hay efecto del dia

. Ho! No hay efecto de la interaccién analista-dia
Ha: Hay efecto de la interaccién analista-dia

Andlisis de Varianza

Analista , -0.3267

Dia . 8.4065
Interaccién 10,0170 10,0170
Error 8 17.0264 2.1283

Tabla XXXI . Andeva para reproducibilidad.

Criterio de aceptacién:
e Feue S Fup 1-0/2
Para analista:
0.03261 < 647.8
Para dia

, 01607 < 6478
Para la interaccién analista - dfa
47065 < 6.72

Conclusiones: No hay efecto del din, analista y de la interaccion analista dfa, por lo

tanto el método es reproducible,
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Coeliciente de variacion
C.V.=(1.5303/100.5016)x100= 1.5226

7.3.6.Estabilidad de la muestra

Refrigeracion

99.40 101.59 98.11

97.84 102,73 99.44
Obscuridad

103,45 96.77 103.23

10137 02 58.76

98.72 102,10 99.92
Luz

el Lhis AT

95.98 106.78 98.27

99.80 101.04 99.10

103.60 98.06 102.5
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Intervalos de Confianza

£ ondicno |u||||m.l\ [TINTRSRR RN ey alo b

shisy vl

Refrigeracion 24 (-06346 - 4.8946) | 102,17
‘ ® 26776 - 19042) 5563
Obscuridad T (63147 -3.3947) 98.62
. (30216-39216) | 9947

Tz 7 (43353 86723 10337

8 7577 -507T) 106.20

Tabla XXXII . Intervalos de confianza y factor Y expresado en porciento para
estabilidad de fa muestra '

La muestra es estable a todas las condiciones a 24 hrs y 48 hrs, ya que el intervalo de
confianza incluye el valor cero, y el factor I se encuentra dentro de los Hmites

establecidos para métodos espectrofotométricos (97%-103%).

7.3.7. Especificidad

Las muestras de placebo no presentaron respuesta en el barrido de 200 a 400 nm
empleando metanol-agua (1:1), ‘
El placebo cargado y el estdndar, présentaron lecturas equivalentes en el intervalo

mencionado empleando'nw‘tanol -agua 1:1 (apéndice C).
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738 RESULTADOS GENERALES DE VALIDACION DEL METODO

ANALITICO

I ninctro

Faosudtados abienad.

Coontornn oy

Especificidad Cumple Especifico
Linealidad del sistema CV.=05, r=099 CV.<1.5;, r2099
=099 2 2098
Precision del sistema C.V.=0385 CV.515
Linealidad del método CV.=127 m=1.03 CV.€3 m=l
b=-0.22 b0
Exactitud CV=132 CV.53
Repetibilidad CV.=132 CV.53
Reproducibilidad CV.=152 CVv.53
Estabilidad dela muestra Cumple I (97-103%)

Tabla XXXIII, Criterios de aceptacion y resultados obtenidos en la validacion del método .

analitico
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7.4. ESCALAMIENTO

7.4.1.Resultados reoligicos

Pardmetro
Velocidad de flujo 520 420 6.40
(g/s) ‘ '
Angulo de reposo | 27.94 26.76 3022
()
Densidad aparente 0.44 048 0.48
(g/mi)
Densidad 0.58 0.59 0.62
compactada
(@ mb :
Indice de 23.67 ' 18.37 21.42
compactacion ' e
Humedad 0.8 20 25
(%) '
Indice de Hausner 131 122 . 127

Tabla XXXIV. Parémetros reoldgicos para lotes del escalamiento

Los resultados redlogicos del escalamiento muestran pequefias diferencias con respectos

a los presentados en la formulacion cinco del lote piloto,

Para la velocidad de flujo los tres lotes presentan aceptables propiedades, sin embargo

existe una ligera disminucion de la velocidad para el lote 3 que puede ser atribuida a la
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presencia de humedad. El dngulo de reposo refleja que todos los lotes poseen buenas
caracteristicas de fluidez.

Los resultados de indice de compgctacién ¢ indice de Hausner presentan variaciones
considerables, ésto se atribuye a que existe diferencia entre las densidades aparente y

compactada que se ven afectada por la presencia de humedad en el polvo.

7.4.2.Pardmetros de control de calidad para las tabletas

Pardmetro
Friabilidad 0.08 0.07 0.09
. (%)
Dureza 11,3 1.0 11.3
(Kg)
Desintegracion 1.5 20 1.6
(min)
Valoracion 105.96 104.83 _ 105.90
(%)
Uniformidad de 98.88 107.09 99.78
Contenido (%) (6.2) (5.4) (4.5)
Peso 359.87 357.50 356.29
promedio(mg) (4.88) (3.58) (2.70)
: Humedad 20 34 32
(%) ‘

Tabla XXXV. Comparacion de parametros de control de calidad entre lotes del
escalamiento,

Los resultados en los parametros de control de calidad revelan que se conservan las
propiedades de las tabletas ya que la friabilidad es baja y la dureza es alta, ademds de

presentar rapida desintegracion.
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Los resultados de uniformidad de contenido y valoracién cumplen con los parametros
establecidos, no obstante, el coeficiente de variacion presentado para uniformidad es
mayor que el obtenido en los lotes piloto debido a que en los lotes del escalamiento las
cantidades del lote y la manipulacion de! polvo son mayores, por lo tanto existe variacion

en los resultados

Perfiles de disolucién para tabletas de melatonina

Tiempo
(min)

1 26.20 2707 29.15 25.16
2 45.81 36.05 45.97 27.14
3 4991 46.90 61.67 © 4536
4 60.78 58.37 68.49 56.61
5 66.77 69.21 76.90 69.25
10 79.19 76.50 89.66 80.40
15 86.25 8473 94,04 88.84
20 94.49 88.13 + 95,27 93.70
30 9779 92.60 102.36 97.23
40 104,00 101.13 103,01 103.74

Tabla XXXVI Perfiles de disolucion promedio para tabletas de melatonina
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Petfiles de disolucién promedio para tabletas de

"% disueito

melatonina

120 ;
100

80 —o— LOTE!

) - LOTE2

sar -ty LOTE3

“ —4—TAB. comerciales

20

0+

Fig.9. Perfiles de disolucion promedio para tabletas de melatonina
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CONCLUSIONES

VIIL. CONCLUSIONES

. La formulacién con 4% de croscarmelosa sédica y 45% de celulosa microcrsitaling

resultd ser la mas favorable de acuerdo con los estudios de preformulacion y
formulacion, '

. El método analtico desarrollado es confiable para la cuantificacién de inclatonina

durante todas las etapas del proceso de manufactura y en producto terminado, con
base en los resultados de validacién del método,

.- Finalmente se espera que la informacién  resultante de este trabajo sirva como base

para la manufactura, o bien para el desarrollo de otras posibles fdrmu!aciones para

tabletas de melatonina, manteniendo siempre presente satisfacer al consumidor.
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SUGERENCIAS

IX. SUGERENCIAS

L Reaiizar estudios de estabilidad para determinar la fecha dc‘caducidad de las tabletas

2. Validar el método analftico de acuerdo a Jos pardmetros establecidog para métodos

indicativos de estabilidad

sy 48 D
e
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APENDICE A

Apariencia: Esta prucba se realiza de manera visual evaluando las caracterfsticas fisicas

de las tabletas. 15

Solubilidad: Con basec a FEUM 6a ed. , para ligeramente. soluble en benceno, disolver 50
mg de melatonina en 5 ml de benceno y 50 mg de melatonina en 50 ml del mismo
disolvente, . '

Soluble en alcohol, disolver 50 mg de melatonina en 0.5 mi de aleohol y 50 mg de activo

en 1,5 ml del mismo disolvente.

Punto de Fusion: Se realiza empleando para ello ¢l aparato Fisher Jones. el cual permite
determinar ci intervalo de temperatura en el que 1a sustancia se colapsa 'y se funde |

complelamente.

pH: Mezelar 1 gramo del activo con 90 ml de agua durante 15 minutos y determinar pH

con potencidmetro.

Perdida por secado: Pesar | g de melatonina y colocarla en un pesafiltro previamente
llevado a peso constante. Pesarlo nuevamente y colocarlo en la estufa a 100°C durante 2
horas, Transferir a un desecador y esperar a que la temperatura se estabilice. Pesar

nuevamente y la diferencia de peso représenta la pérdida de sustancias voldtiles.

Metales pesados: Se basa en la reaccién de impurezas metdlicas de la muestra de
melatonina con ac. sulfhidrico. La evaluacion se' realiza de manera visual por
comparacién  con soluciones - de referencia de sulfato de plomo a ‘diferentes -

concentraciones en p.p.m.. La muestra de melatonina no debe contener mas de 20 p.p.m,




APENDICEA

Cenizas: Pesar | g de melatonina y colocarla ¢n un crisol a peso constante. Con un
mechero bunsen calentar suavemente y posteriormente con mayor intensidad hasta la
combustion de la muestra, Humedecer el residuo con 1 ml de ac, sulfirico concentrado,
calentar suavemente hasta que se complete el desprendimiento de vapores. Calentar '5
minutos més y calcinar en la mufla a 800 °C. Enfriar en desecador y calcular el

porcentaje de sales inorganicas por diferencia de peso.

Cromatografia en capa fina: Las cromatoplacas se preparan con una suspension de
silica gel distribuféndola uniformemente sobre la placa de vidrio, Las placas se dejan
secar y posteriormente se calienta a 105°C durante 2 horas, '

La camara de cromatograffa se forra interiormente con papel filtro y se vacia la fase -
movil (cloroformo-metanol 9:1), se cierra y se mantiene bajo estas condiciones una hora.
La aplicacion de las muestras se realiza empleando micropipetas de 10 pl, cuidando que
las. aplicaciones estén lo suficientemente separadas para evitar que se mezclen. Las
muestras se aplican 4 2.cm de la base de la cromatoplaca, se dejan scear las aplicaciones
y se introduce a la cdmara de elucién. |

La localizacién de las manchas se realiza por visualizacion directn bajo una ldmpara
U.V,. el Rf se determina mediante el cociente de la distancia recorrida pc;r el compuesto

desde el origen y la distancia recorrida por el frente del disolvente.
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APENDICE B

Densidad aparente;Se determing pesando una cantidad exacta de la muestra solida ( 20
- 30 g ) en una probeta graduada previamente tarada y midiendo el volumen ocupado
por la muestra,

La relacién peso / volumen es la densidad aparente :

e |

A RE

Donde:
da= Densidad aparente
m = Peso de la muestra en gramos

v = Volumen ocupado por la muestra en ml

Densidad compactada:Para esta determinacién se pesa una cantidad cxacta de la
muestra ( 20 - 30 g) y se coloca en una probeta, la cual se deja caer verticalmente sobre
una superficie plana a una altura de 3 cm hasta que el volumen ocupado de la muestra

no experimente cambios,
La determinacidn se realiza mediante la siguiente ecuacion:

ec. 2

Donde:
8¢ =Densidad compactada
m =Peso de la muestra (g)

ve = Volumen compactado ocupado por la muestra ( ml)
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Velocidad de flujo: La velocidad de flujo se realiza en un flujémetro que mide el

tiempo que tarda en pasar por el orificio del embudo una cantidad de muestra
previamente pesada.

La relacion de masa/ tiempo es la velocidad de flujo y las unidades se expresan en

g/s

ec. 3
m
t

V =

Donde:
V= Cantidad de muestra en gramos que fluye por unidad e tiempo
m= Cantidad de muestra en gramos

t=Tiempo que tarda en fluir la muestra en segundos

Angulo de reposo: Es el dngulo formado cuando un polvo o material granular
acumulado en forma de cono, cae libremente desde una altura de 10 em sobre una
superficie plana a través de un orificio.

El dngulo se define por la ecuacion:

ecd

Donde:

o = Angulo de reposo

h = Alra fonﬁuda por el polvo.

D = Diametro de la base formada por el polvo

r = Radio de la base formada por el polvo
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Humedad: Se realiza en una ldmpara de infrarrojo colocando una cantidad de muestra
perfectamente dispersa en'una charola previamente tarnda,
La limpara determina el porciente de humedad presente en la muestra y 1a prueba es

finalizada cuando no existe cambio de humedad durante 10 minutos.

Distribucion de tamafo de particula: Sc realiza mediante ¢l método de tamizado, el
cual comprende la seleccion y acomodo de una serie de tamices de alambre
(previamente tarados) acomodados de manera que la malla mds abierta se encuentre
arriba y la inds cerrada abajo. Para esta determinacidn se colocan 25 g de muestra y se

agita por v tiempo de 30 min.

La distribucion de tamafo de particula se determina por la proporcién de particulas

presentes en cada uno de los tamices

- Indice de conipaclacidn: Es un factor que dgicnnina la aptitud de un polvo para

‘modificar su densidad por el efecto de la compactacion.
Se calcula a partir de la siguiente ccuacién:

ec. S
I.C.=((8¢c -~ 8a)/8c)x 100

1.C = indice de compactacién

8¢ = densidad compactada

a =densidad aparente

Indice de Hausner: Este parémetro indica el grado de fluidez de un polvo , se calcula a
partir de la densidad aparente y compactada
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ec.6
LH = 8c¢/6a

LH = indice de Hausner
8¢ = densidad compactada

da =densidad aparente

Variacion de peso: Se pesan con precision 10 tabletas individualmente y se calcula el
peso promedio. Con el resultado de la valoracion de fa melatonina , se determina el
contenido de principio activo en cada una de las tabletas , suponiendo que éste se

encuentra homogéneamente distribuido.

Uniformidad de contenido: Para determinar Ja uniformidad de contenido se analizan 10

‘tabletas individualmente, de acuerdo a fas diluciones propuestas: | tableta macerada/S0

ml, filtrar y realizar una di‘l‘uci()n 5:50, de tal manera que la concentracion sea de 6y /ml
E! disolvente empleado para las dihiciones es una mezcla metanol ~agua (1:1).

Se determina la uniformidad de contenido en base al pronuedio, de las diez
determinaciones asi como el coeficiente de variacion.

Para tabletas con menos de 50 mg de prinéipio activo se establece una variacion de
ETEE | S
Valoracion: Se realiza colocando 20 tabletas de melatonina en un mortero y se procede -
a lriluﬁr hasta obtener un polvo uniforme, de este polvo s¢ pesan tres muestras

correspondientés a 500 mg y se realizan las siguientes diluciones individualmente:

500 mg de polvo Cdmr Concentracion final

100ny - 10ml 428,/ ml
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*La dilucion final se determina espectrofotométricamente a una A de 222nm,
Para determinar ¢l % de melatonina en la muestra se realiza la comparacion con un
estindar.
Friabilidad: La prueba se realiza con 20 tabletas pesadas exactamente y se colocan en el
friabilizador por un tiempo de 5 minutos a una velc.>cidad de 20 r.p.m., después de este
tiempo las tabletas se sacan del friabilizador, se limpian del polvo y posteriormente se
pesan.
La friabilidad sc determina con la siguiente relacion

(Pi - Pf) Cee 7

. - F= (100
Pi = peso inicial Pi

Pf = peso final
F= friabilidad

Dureza:Se realiza enun duroémetro stokes con ia determinacion de 10 tabletas; midiendo

la fuerza (Kg ) necesaria para romper la tableta al colocarla diametralmente,

Desintegracidn: En cada uno de los seis tubos de ia canastilla del desintegrador, se
coloca una tableta de melatonina , el disco y s¢ procede a poner en movimiento el
aparato , usando como liquido de inmersion agua a 37+ 2°C , cuando se observe 1a
desintegracion de las tabletas, se saca la canastilla y se registra el tiempo que tardo en
ocurrir la desintegracion.

Disolucién:Método 2 de 1a FEUM(41). La temperatura del medio se mantiene en 37 £

1°C, empleando como medio de disolucion buffer de 4cido clorhidrico 2 N.
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Fig. 10 Especificidad para melatonina en metanol-agua
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