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1. INTRODUCCION
Una de las principales preocupaciones a nivel mundial es el acceso de la poblacion a
los medicamentos y con ello a la salud, por lo que la elaboracion de medicamentos
“genéricos” cobra gran importancia en este contexto, la razon de ello es que dichos

medicamentos disminuyen los costos asociados a la farmacoterapia.

La explicacion de un menor costo en estos productos se debe a la inversidon
econdmica realizada por el laboratorio farmaceéutico para su desarrollo y posterior
comercializaciéon ya que es mucho menor que en el caso de los medicamentos

innovadores.

A los medicamentos no-innovadores no se les exige que repitan la misma bateria de
estudios que los innovadores: simplemente porque no es necesario demostrar la
seguridad, ni la relacién riesgo/beneficio del producto, descubrir la pauta terapéutica
adecuada o los criterios de seleccion de los pacientes susceptibles de beneficiarse
con el tratamiento, ademas de que éticamente no seria correcto repetir ensayos

clinicos a menos que fueran estrictamente necesarios.

Lo que si es necesario, es garantizar la eficacia de dichos productos antes de
permitir su comercializacién. Es por ello que la intercambiabilidad ha generado gran
controversia, principalmente debido a que para garantizar completamente el cambio
entre medicamentos durante la practica clinica se deberia demostrar que éstos son
equivalentes terapéuticos (productos que luego de su administracién en la misma
dosis no muestran diferencias significativas en sus efectos terapéuticos, con respecto
a eficacia y seguridad). Pero eso no es posible, principalmente por tratarse de
estudios muy costosos, ademas de involucrarse en problemas de tipo ético e

implicaciones regulatorias

En México por ejemplo el 4 de febrero de 1998 se publicd en el Diario Oficial de la
Federacion el Catalogo de Medicamentos Genéricos Intercambiables, que incluia 74
Gl, producidos por 30 laboratorios farmacéuticos y organizados en 23 grupos
terapéuticos. En nuestro pais actualmente se cuenta con la norma mexicana NOM-

177-SSA-2013 que determina las pruebas y los procedimientos para demostrar que

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacidon sobre la eficacia de medicamentos en | 1
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.
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un medicamento es intercambiable, asi como los requisitos a que deban sujetarse los
terceros autorizados para realizar dichas pruebas la cual fue publicada por primera

vez en el Diario Oficial el 26 de enero de 1999.

Entre las pruebas que marca dicha normativa, que se le deben realizar a un producto

farmacéutico que quiera ganar la categoria de “intercambiable” son:

e Realizar buenas practicas de manufactura, para medicamentos tipo A

e Realizar buenas practicas de manufactura, validaciéon de métodos analiticos y

la realizacion de perfiles de disolucion in vitro, para medicamentos tipo B

e Realizar buenas préacticas de manufactura, validacion de métodos analiticos,
elaboracion de perfiles in vitro, y la realizacion de estudios de bioequivalencia,

para medicamentos tipo C.

Las curvas de concentracién de farmaco en funcion del tiempo marcan el grado de
biodisponibilidad que tiene el medicamento de prueba en comparacién con el de
referencia es decir, si se produce la “equivalencia farmacocinética” se asume que la
misma equivalencia existird en el plano farmacodinamico y lo mas importante en la

eficacia terapéutica.

Aunado a lo mencionado anteriormente la biodisponibilidad oral de un farmaco esta
determinada (y con ello una posible bioequivalencia) por la forma farmacéutica y por
una serie de propiedades que le pertenecen al mismo farmaco, incluyendo la
naturaleza quimica, la solubilidad, permeabilidad intestinal y la velocidad de
disolucién. Estos parametros fisicoquimicos son indispensables para que se
obtenga un proceso de absorcién ya que con frecuencia, el paso limitante, en
la absorcion de farmacos en el tracto gastrointestinal, es la liberacion del

farmaco desde la forma de dosificacion.

Actualmente se han encontrado otros posibles factores contribuyentes para tener una

absorcion limitada del farmaco: la degradacion quimica, inactivacion fisica causada

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacidon sobre la eficacia de medicamentos en | 2
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.
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por la union o formacion de complejos resultado de una biotransformacion
presistétmica o comunmente llamado efecto de primer paso, lo que genera una

“perdida” de farmaco.

La principal implicacion clinica derivada de la existencia del efecto de primer paso
por via oral, es una baja biodisponibilidad y con ello la necesidad de administrar
dosis mas altas por esta via, con respecto a la administracion intravenosa y asi poder
alcanzar concentraciones plasmaticas equivalentes, o bien en el caso contrario se
pueden ocasionar efectos toxicos cuando el producto de biotransformacion resulta

ser mas potente que el farmaco en si.

La diferenciacién o identificacion del tipo de efecto de primer paso en el hombre
plantea problemas o supone técnicas experimentales necesariamente invasivas. El
muestreo de sangre portal, por ejemplo solo es posible en pacientes que, por

razones clinicas, disponen de un cateterismo a ese nivel.

Para evitar la problematica ética, regulatoria, econdmica y demas variables
mencionadas anteriormente de las cuales depende la bioequivalencia de un
medicamento surge la necesidad de obtener modelos in vitro que puedan
ejemplificar los procesos farmacocineticos a través de simuladores, y asi
obtener curvas de concentracion de farmaco en funcion del tiempo in vitro que

se correlacionen con las curvas in vivo.

El presente trabajo tuvo como finalidad desarrollar un simulador farmacocinético
(modificacion del Modelo Farmacocinético Compartimental Seriado) que permite
evaluar el efecto de primer paso hepéatico mediante la generacion de perfiles
bioexponenciales de concentracion de farmaco en funcion del tiempo y la influencia

de la velocidad de liberacion de una forma farmacéutica sélida.

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacidon sobre la eficacia de medicamentos en | 3
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.
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2. MARCO TEORICO
2.1. EFECTO DE PRIMER PASO

Se denomina efecto de primer paso a la pérdida de farmaco antes de su acceso a la
circulacion sistémica y debido a su primera exposicion al sistema responsable de su
biotransformacion.  Dicho proceso se denomina habitualmente  como
biotransformacion presistémica ya que, generalmente, la perdida se asocia a

procesos de biotransformacion®.

La via de administracion condiciona el trayecto seguido por el farmaco en el
organismo, y considerando que es posible la biotransformacion del mismo en
distintos lugares (higado, tracto gastrointestinal, pulmones o piel), existen distintas
posibilidades de efecto de primer paso®. Asi un farmaco puede sufrir uno o varios
efectos de primer paso o bien acceder inalterado a la circulacion sistémica segun la

via de administracion utilizada?®.

En el caso de la administracion oral, los farmacos deben pasar secuencialmente a
través del tracto gastrointestinal, penetrar en el enterocito y después a través del
higado, acceder a la circulacion sistémica. Esta secuencia es un requisito anatémico,
ya que la sangre que perfunde el tracto gastrointestinal, con excepcion de la cavidad
bucal y del recto inferior, drena en el higado por medio de la vena porta. En
consecuencia, y puesto que tanto el tracto gastrointestinal como el higado son
sistemas de biotransformacion de farmacos, la via oral determina la posibilidad de
existencia (independiente o secuencial) tanto de un efecto de primer paso

gastrointestinal como hepatico®.

La biotransformacién presistémica se da por tres procesos: la biotransformacién

intestinal, la secrecion intestinal, biotransformacion hepatica y secrecion biliar.
2.1.1 Biotransformacion Intestinal

El higado es un sitio muy conocido para la biotransformacion de farmacos, pero
durante las ultimas dos décadas se ha reconocido el papel de las enzimas

intestinales como un actor importante en la biotransformacion presistémica. Hoy se
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sabe con certeza que los farmacos pueden sufrir biotransformaciones importantes al
contactar con el reticulo endoplasmatico de las células columnares absorbentes
durante su absorcion. El citocromo P450 y uridina difosfato glucuronosiltransferasa
representan las enzimas mas importantes implicadas en la biotransformacion de los
farmacos en los seres humanos. La extraccion de sustratos del primer paso intestinal
de CYP3A4 ha sido ampliamente investigada y, a menudo ha demostrado ser

comparable a la extraccion hepatica presistémica del farmaco?®.

En la siguiente tabla se muestran algunos principios activos que sufren el efecto de

primer paso intestinal.

Tabla 1. FArmacos que sufren efecto de primer paso intestinal®.

HIDROLISIS DE CONJUGACION | REDUCCION N-ACETILACION
ESTERES
Aspirina Estrogenos Hidrocortisona Isoniazida
Nitratos Salicilamida Cortisona Sulfamidas
Propoxifeno L-dopa Aldosterona Acido p-
Pentazocina a-metildopa Progesterona aminohipurico
Meperidina Morfina Testosterona Acido hipurico
Metadona Terbutalina Acido p-
Dexametasona aminobenzoico

Las enzimas que contiene el reticulo endoplasmico de las células intestinales
parecen cualitativamente muy similares a los que contiene el de los hepatocitos. Sin
embargo su actividad metabdlica es cuantitativamente muy superior. Este hecho se
ha puesto claramente de manifiesto al comparar las actividades metabdlicas del
intestino e higado para una serie de compuestos utilizados como sustratos, en el

conejo®.
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Tabla 2 Diferencias en la capacidad metabdlica de los sistemas enziméticos

microsémicos del higado e intestino en conejo®.

NANOMOLES DE METABOLITO
FORMADOS POR MILIGRAMO DE

SUSTRATOS TIPO DE ) PROTEINA MICROSOMICA

BIOTRASFORMACION Higado | Intestino | Relacion

Benceno Hidroxilacion Aromatica 38.0 0 o0

Etoxicumarina O-desalquilacion 23.0 1.2 19.2
Difenilo Hidroxilacion Aromatica 35.0 2.3 15.2
Benzopireno Hidroxilacion Aromatica 8.5 1.0 8.5
Benzfetamina Hidroxilacion Aromatica 116.2 16.7 7.0
Aminopirina N-desalquilacion 82.0 12.4 6.6
Etilformina N-desalquilacion 26.3 8.5 3.1

Segun lo mostrado en la tabla anterior, el epitelio intestinal puede realizar casi las
mismas biotransformaciones que el higado, pero en una proporcion inferior del orden

de siete veces menor.

Por lo tanto si el proceso de absorcion del farmaco es de primer orden, la saturacion
del sistema enzimatico responsable del efecto de primer paso intestinal depende de
la cantidad de farmaco inicialmente presente en el lumen intestinal y de la constante

de velocidad de absorcion®.

Asi pues, se pueden considerar diferentes situaciones segun la cantidad de farmaco
que se administre o la velocidad de absorcion que prevalezca. Si la dosis
administrada es pequefia o la velocidad de absorcion es lenta, nos dara que la dosis
se metaboliza practicamente toda y por lo tanto se obtendra una biodisponibilidad
pequefia. A medida que se aumente la cantidad de farmaco administrado o la
velocidad de absorcion, la biotransformacion intestinal empieza a saturarse, porque
una mayor cantidad de farmaco puede escapar a dicha biotransformacion y la
fraccién que se aprovecha como sustancia inalterada es cada vez mayor. Finalmente
si la cantidad de farmaco en el lumen intestinal es realmente elevada, el efecto de
primer paso intestinal estard completamente saturado, y la fraccion que se aprovecha

de forma inalterada es mayor°.
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2.1.2 Secrecién Intestinal

Otro efecto de perdida presistemico identificado es el que ejerce la glicoproteina P,
enzima existente en la membrana de los enterocitos. Se trata de una enzima al
parecer muy poco especifica, que capta parte de las moléculas de los farmacos que
estan difundiendo a través de la membrana por absorcion y las devuelve a la luz

intestinal.

La excrecion a la luz intestinal de los farmacos que actian como sustratos de la
glicoproteina P. disminuye sin duda, su biodisponibilidad, pero la magnitud de estos

efectos no se ha estudiado todavia a fondo4.
2.1.3 Biotransformacion Hepéaticay Secrecién Biliar

La sangre portal que drena todo el tracto gastrointestinal, es rica en materias
nutritivas procedentes de la absorcion de los alimentos digeridos, pero estas
sustancias no se encuentran en forma directamente asimilable por las células. El
papel de la sangre portal es llevar estos materiales crudos al higado, para que
puedan convertirse en formas directamente utilizables por las células para su

biotransformacion intermedials.

Los farmacos administrados por via oral, una vez atravesada la membrana intestinal
absorbente, pasan al sistema capilar venoso zonal y de aqui a la vena porta, que
transporta al farmaco directamente al higado, y ahi puede ser biotransformado y
también puede ser excretado por la bilis'4. Un farmaco que se extrae por excrecion
biliar, biotransformacion o por ambos mecanismos, no podra poseer en ningln caso
una biodisponibilidad absoluta en magnitud del 100%, a pesar de que toda la

cantidad administrada alcance la circulacion portal.

En algunos casos muy particulares, este efecto es benéfico. Se trata de farmacos
gue poseen productos de biotransformacion activos, algunas veces mas potente que
el precursor. Tal es el caso de la fenilbutazona que se biotransforma a

oxifenbutazona.
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Existe un nimero elevado de farmacos que sufren efecto de primer paso en higado.

Algunos de ellos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 3 Farmacos de uso habitual que sufren efecto de primer paso hepatico®.

TASA DE EXTRACCION | TASA DE EXTRACCION | TASA DE EXTRACCION
BAJA MEDIA ALTA
Carbamazepina Amiodarona Ciclosporina
Diazepam Aspirina Lidocaina
Isoniazida Codeina Morfina
Fenitoina Imipramina Omeprazol
Fenobarbital Metoclopromida Verapamilo
Procainamida
Serotonina
Teofilina
Tolbutamida
Warfarina

De modo similar a como ocurre con la biotransformacion intestinal, el efecto de
primer paso hepético puede verse modificado por la forma farmacéutica. Ya que a
velocidades rapidas de absorcidn pueden saturar en parte la capacidad metabdlica y
presentar elevada biodisponibilidad, mientras que en formas farmacéuticas con
velocidades lenta, no lo hacen y la tasa de extraccion es mayor, presentando baja
biodisponibilidad.

La via de administracion sublingual, nasal, transdérmica y mucho menos frecuente,
la rectal, permiten, en ocasiones reducir los efectos de primer paso para algunos
farmacos. Finalmente, hay que indicar que el estudio de los efectos de primer paso v,
biotransformacion de los farmacos ha demostrado ser un camino importante para el
estudio de disefio quimico de algunos farmacos, sea por blogueo de grupos
funcionales sensibles a la biotransformacion, o bien por la creacion de grupos
funcionales formados por biotransformacion cuando el agente activo es un producto
de biotransformacion identificado. Esta linea de investigacibn se ha mostrado
rentable y actualmente existen en el mercado varios medicamentos con farmacos
diseflados de acuerdo con este principio, un ejemplo de esto son las

benzodiacepinas®.
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2.1.4 Modos de Evaluaciéon del Efecto de Primer Paso

Existen diferentes criterios que permiten identificar y cuantificar la magnitud y tipo de
efecto de primer paso. La biodisponibilidad sistémica puede determinarse a partir de
la excrecion urinaria de farmacos y productos de biotransformacion, expresada como
radioactividad total, tras la administracion oral del farmaco, marcado radiactivamente,
con respecto al valor obtenido por via intravenosa, que actla como punto de
referencial®. El efecto de primer paso que sufren muchos farmacos ha sido

identificado de acuerdo con los siguientes criterios:
A) Experimentacion Animal?8.

El método de los lugares de inyeccion mudltiples consiste en la administracion
separada del farmaco en el vaso aferente y eferente del 6rgano u Organos
presuntamente implicados en la biotransformacion presistémica. La estimacion

consiste en la comparacion de areas bajo la curva (ABC) obtenidas en ambos casos.
B) Experimentacion Clinica®.

En el hombre, generalmente la administracion intravenosa constituye la via de
referencia, considerandose que la totalidad de la dosis se encuentra disponible y por
lo tanto no esta sujeta al efecto de primer paso. Habitualmente se han utilizado tres

métodos para evaluar el efecto de primer paso.
1. Método del cociente de areas

Este es el método mas simple y consiste en comparar el cociente de ABC tras la

administracion de una dosis oral e intravenosa idénticas en el mismo individuo.

El método supone que la absorcion es completa, y no permite cuantificar ni distinguir

si la naturaleza del efecto de primer paso es hepatica o intestinal.
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2. Método de las Depuraciones.

Utiliza el coeficiente de la extraccion del farmaco por el 6rgano responsable. El
método asume una absorcidn completa por via oral y una biotransformacion

exclusivamente hepatica.
3. Método Compartimental

Considera un compartimiento distinto, a partir del cual se produce el efecto de primer
paso. Este método es el que se utilizé durante el presente trabajo, teniendo varias

consideraciones, las cuales se mencionan de manera amplia, mas adelante
2.2. BIODISPONIBILIDAD Y BIOEQUIVALENCIA

Como ya se mencioné anteriormente en este trabajo, una de las principales
consecuencias del efecto de primer paso es la perdida de farmaco y con ello un
efecto en la biodisponibilidad del mismo.

La biodisponibilidad esta definida como la proporcion de farmaco que se absorbe a
la circulacion general después de la administracion de un medicamento y el tiempo
que requiere para hacerlo, y bioequivalencia, como la relaciébn entre dos
equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas cuando al ser administrados
bajo condiciones similares producen biodisponibilidades semejantes?*. Cuando
hablamos de biodisponibilidad y bioequivalencia hacemos referencia a estudios que
buscan garantizar razonablemente la intercambiabilidad de los productos
farmacéuticos, porque podemos tener dos laboratorios que fabriquen productos con
el mismo principio activo; el tema es poder garantizar que éstos sean igual de

eficaces.

Los estudios de biodisponibilidad pueden estar encaminados hacia objetivos, como lo

son:

a) Determinacién de la biodisponibilidad de un principio activo como parametro

biofarmacéutico equivalente a una propiedad intrinseca del mismo.
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b) Determinacion de la biodisponibilidad de un principio activo en la forma
farmacéutica disefiada, como control biolégico de calidad de la forma
farmaceéutica.

c) Determinacion de la Biodisponibilidad de un principio activo en términos
comparativos, con la finalidad de comprobar si se presentan modificaciones de
este parametro bajo las siguientes circunstancias:

e Cuando se ha modificado el proceso de fabricacion de la forma que
contiene el farmaco (al existir factores tecnolégicos que pueden influir
en la biodisponibilidad).

e Cuando se ha modificado, tanto a nivel cualitativo como cuantitativo,
sustancialmente la formulacion de una determinada forma
farmacéutica; el disefio de la forma de dosificacion puede modificar la
biodisponibilidad, en funcién de los distintos excipientes incluidos en la
formulacion.

e En los ensayos de bioequivalencia encaminados a comprobar la
similitud de la biodisponibilidad de las alternativas farmacéuticas y
equivalentes farmacéuticos, que son la base cientifica para poder
realizar la sustitucion terapéutica con las maximas garantias de

seguridad y eficacia y con ello su intercambiabilidad.®

El concepto de intercambiabilidad se basa en el siguiente supuesto: si dos
equivalentes farmacéuticos son bioequivalentes, las concentraciones del farmaco se
equilibran en el organismo sincrénicamente, por lo tanto la evolucion de las
concentraciones en la biofase va a ser practicamente la misma para ambos
productos. En este caso el efecto farmacoldgico es el mismo y, por ende, se puede

inferir la equivalencia terapéutica y los productos serian intercambiables?!?.

Asi la determinacion de la intercambiabilidad de un producto se genera al elaborar un
Perfil Plasmatico, el cual se define como la determinacion experimental de la
cantidad de farmaco disuelto a diferentes tiempos, en condiciones experimentales

controladas, a partir de la forma farmacéutica?3.
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Dicho Perfil es el resultado de curvas de concentraciones plasmaticas o a partir de
datos de excrecion urinaria, las cuales determinan la cantidad de farmaco

administrado que accede a la circulacion sistémica a distintos tiempos.

La influencia de los procesos farmacocinéticos se puede observar en una curva de
concentraciones plasmaticas (Figura 1). Por ejemplo en un primer plano, predomina
un proceso de absorcion, mientras que hay una inferioridad por parte del proceso de
eliminacién. Lo anterior queda denotado por un aumento progresivo de las
concentraciones de farmaco, que sigue asi hasta alcanzar un concentracibn maxima
(Cmax.), a la par de este parametro se encuentra otro igual de importante, el tiempo
méaximo (Tmax.), parametros que se consideran importantes en un estudio de
intercambiabilidad. Ya en la parte final de la curva se tiene que, en contraparte al
inicio, hay un predominio del proceso de eliminacion y consecuentemente una
inferioridad por parte del proceso de absorcién, y con ello una disminucion de las

concentraciones del farmaco.
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Figura 1. Perfil de concentraciones plasmaticas contra tiempo

Con la curva completa, se puede obtener otro parametro que se denomina Area Bajo

la Curva (ABC). El area bajo la curva de concentracion del farmaco contra tiempo
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(ABC) es proporcional a la fraccién absorbida y la concentracion maxima (Cmax)
refleja la velocidad de absorcion y la cantidad absorbida. La biodisponibilidad
absoluta es la comparaciéon entre las ABC, por la via oral (o cualquier otra via que

implique absorcion) y la via intravenosa (no implica absorcion): ABCvo/ABCiv.

La bioequivalencia es una forma de Biodisponibilidad relativa en la cual se comparan
dos formulaciones de un mismo farmaco (de distintos fabricantes) administrados por
la misma via. Se calcula de la siguiente manera: ABCT/ABCR (siendo T un
medicamento de prueba y R un medicamento de referencia). Cuando este cociente
ABCT/ABCR= 1 podemos decir que ambas formulaciones permiten que el farmaco

que contienen este biodisponible en la misma medida**.

Se debe hacer notar que los estudios de bioequivalencia no son privativos de los
medicamentos genéricos. Los productos de investigacion y desarrollo, comiunmente
denominados “originales” o “innovadores”, también deben demostrar la

intercambiabilidad con estudios de bioequivalencia durante el desarrollo clinico

Tabla 4. Tipos de Estudios de Bioequivalencia'l.

*Determinar la eficiencia de absorcion o fraccion disponible por
distintas vias de administracion (intravascular y extravascular).
*Determinar la influencia de las formulaciones y diversos procesos
Para nuevas | de manufactura del medicamento, sobre la biodisponibilidad del
moléculas principio activo que contienen.

*Determinar la posible necesidad de un rediseiio molecular de un
principio activo, a fin de modificar sus caracteristicas de disolucion,
absorcion, distribucién y/o excrecion en su caso, para mejorar su
efecto farmacolégico.

Para *Determinar bioequivalencia entre medicamentos genéricos
productos (biodisponibilidad comparativa).
genéricos *Determinar la biodisponibilidad de un farmaco contenido en
distintas formas farmacéuticas.

*Apoyar estudios de correlacion entre concentraciones plasmaticas
de farmaco y la respuesta farmacologica observada.

Otros fines *Apoyar el ajuste de regimenes de dosificacion disefiados con
bases farmacocinéticas.

*Apoyar el monitoreo de concentraciones plasmaticas de farmacos
de empleo delicado
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En México la norma mexicana NOM-177-SSA determina las pruebas y los
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable, asi como los
requisitos a los que deben sujetarse los terceros autorizados para realizar dichas
pruebas, la cual fue publicada por primera vez en el Diario Oficial el 26 de enero de
1999 10,

Ya en su version 2013, se establecen las pruebas de intercambiabilidad las cuales
estan descritas en el “Acuerdo que determina el tipo de prueba para demostrar
intercambiabilidad de medicamentos genéricos”. Entre las pruebas que se le deben
realizar a un producto farmacéutico que quiera ganar la categoria de “intercambiable”

son:

¢ Medicamentos Tipo A: Realizar buenas préacticas de manufactura.

e Medicamentos Tipo A*: Realizar buenas practicas de manufactura y prueba de
medicion del tamafio de particula por el método de cascada, con un diametro
de particula de 0.5 pm a 5 um.

e Medicamentos Tipo B Realizar buenas practicas de manufactura, validacion
de métodos analiticos y la realizacion del perfil de disolucion. El perfil de
disoluciéon se debe realizar a 3 diferentes pH: a) Solucion 0.1N de &acido
clorhidrico o fluido gastrico simulado sin enzima, b) Solucién reguladora pH
4.5, ¢) Solucién reguladora pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima.

e Medicamentos Tipo C: Realizar buenas practicas de manufactura, validacion
de métodos analiticos, elaboracion de perfiles de disolucion, y la realizacion

de estudios de bioequivalencia.

2.2.1 Pardmetros que se evallan en un estudio de Bioequivalencia

Farmacocinéticols.

Los parametros farmacocineticos directos (constantes de velocidad, perfiles de
velocidad) e indirectos (tiempo maximo, tiempo promedio de absorcion) estan
limitados en su capacidad para determinar la velocidad de absorcion. Por esto, se
recomienda utilizar parametros farmacocineticos que midan la exposicidén sistémica.

Es decir emplear los parametros de concentracién plasmética maxima (Cp max) y
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area bajo la curva (ABC) en términos de su capacidad para determinar la exposicion.
Si los parametros farmacocineticos de exposicidon son confiables, entonces reflejaran

velocidades y grados de absorcion comparables.
Concentracion Plasméatica Maxima (Cp. max.).

A medida que el principio activo se absorbe, aparecen concentraciones crecientes
del farmaco en muestras sucesivas de la matriz biolégica, hasta que alcanza una
concentracion plasmatica maxima. Esta concentracion representa el momento en
que la velocidad de absorcion y la velocidad de eliminacion del farmaco se han
igualado. La concentracion plasmatica maxima deberd determinarse midiéndola

directamente de los datos, sin interpolaciones.
Tiempo para alcanzar la Concentracién Plasmatica Maxima (tmax.).

Como su nombre lo indica es el tiempo necesario para alcanzar la concentracion
plasmatica maxima. Por medio de este parametro y el anterior se estima la velocidad
de absorcién del farmaco, a partir de su liberacién de la forma farmacéutica. Se

debera obtener directamente de la curva de Cp-tiempo experimental.
Area Bajo la Curva (ABC).

El area bajo la curva del perfil concentracion plasmatica versus tiempo se puede
considerar representativa de la cantidad de farmaco absorbido, después de la

administracion de una sola dosis. Se expresa en [(tiempo*cantidad)/(volumen)].
Para estudios de dosis Unica, las mediciones de exposicion total seran:

a. Area bajo la curva de Cp.-tiempo, desde tiempo cero hasta tiempo t
(ABCo-), donde t es el ultimo punto de tiempo cuya concentracion
correspondiente es medible.

b. Area bajo la curva Cp.-tiempo, desde tiempo cero hasta tiempo infinito
(ABCo--) donde ABCo~ = ABCot++Cpl/kel, donde Cp es la
concentracion de farmaco a un tiempo t y kel es la constante de

velocidad de eliminacion.
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2.3. DISOLUCION.

La disolucién puede ser definida como una dispersion molecular, constituida por dos
0 mas componentes que forman un sistema homogéneo, determinada por la afinidad

entre ambas especies moleculares (soluto y solvente)”.

Otros autores definen la disolucion como, el paso de las moléculas o iones del
estado solido a una solucién?. En una disolucion solido-liquido existe un transferencia
de masa por parte de del soluto al solvente, (mezcla de dos o0 mas componentes que
forman una sola fase molecularmente homogénea), generalmente a través de un

proceso de difusion 7.
2.3.1 Proceso de Disolucion?’,

El proceso de disolucion implica el movimiento de una molécula de soluto que pasa
de un medio del que esta rodeada de otras moléculas idénticas (particulas de activo)
o moléculas diferentes (particulas de excipientes), y con las que experimenta
interacciones intermoleculares, a cada cavidad en el seno de un liquido, en donde
estd rodeada por moléculas de solvente (solvatada), con las que puede interactuar

de modo distinto.

Para que el proceso se produzca de manera espontanea a una presion constante, el
cambio en energia libre de Gibbs (AG) debe ser negativo. La energia libre (G) es
una medida de la energia disponible en un sistema para realizar un trabajo. Dicha
energia libre (energia de solvatacion) viene definida por la siguiente ecuacion

termodinamica:
AG=AH-TAS (Ec.1)

Donde AH es conocido como el cambio de entalpia del sistema y es la cantidad de
calor absorbido o desarrollado al cambiar el sistema del estado termodinamico
(disolucion), T es la temperatura termodinamica y AS es el cambio de la entropia,

gue es una medida de grado de desorden o aleatoriedad en el sistema.
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El valor del cambio de entropia suele ser positivo en cualquier proceso, como la
disolucidén que implica la mezcla de dos o0 mas componentes. En una solucion ideal
no se produce, ningun cambio neto en las fuerzas intermoleculares experimentadas
por el soluto o el disolvente al producirse la disolucion (AH=0), por consiguiente el
cambio de la energia libre durante la formacion de una solucion ideal depende

exclusivamente del termino TAS.
2.3.2 Mecanismos de Disolucion.
La disolucion de un solido en un liquido consta de fases consecutivas:

1. Se produce una reaccion superficial que da lugar a la liberacion de moléculas
de soluto de la fase solida. Esto implica un cambio de fase, de manera que las
moléculas del sélido se convierten en moléculas de soluto solvatadas en el
disolvente en el que se disuelve. La solucién en contacto con el sélido se
saturara y su concentracion sera Cs, una solucion saturada.

2. Las moléculas del soluto deben migrar a través de las capas limitrofes que
rodean el cristal hacia la parte principal de la solucién, su concentracion sera
Ci (Concentracion en el seno del liquido) este paso implica el transporte de
estas moléculas lejos de la unién solidos-liquidos hacia la parte principal de la
fase liquida por difusion o conveccién. Los estratos limitrofes son capas de
liguidos estaticas o de movimiento lento que rodean todas las superficies
sélidas humedas. Se produce una trasferencia de masa mas lenta a través de
estas capas estaticas o de movimiento lento, que inhiben el movimiento de las
moléculas del soluto desde la superficie del solido a la parte principal de la
solucién. La concentracion de la solucién de las capas limitrofes varia, y pasa
de la saturacion en la superficie del cristal a la igualdad a la parte principal de

la solucién (Figura 2)2.
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Disolvente

Cristal I
SO Concentracion
Y(ITITIIIIIIIIT de soluto

Capas limitrofes

Figura 2. Diagrama de las capas limitrofes y el cambio de concentracion
alrededor de una particula en el proceso de disolucion?.

La velocidad global de disolucién dependera del mas lento de los pasos. En una
disolucién el paso superficial es practicamente instantaneo, del modo que la
velocidad de disolucion dependera de la difusion del soluto disuelto a través de la

capa limitrofe estatica del liquido presente en la superficie de unién solido-liquido.

La velocidad de disolucién cumple con la ley de Fick: la velocidad de cambio en la
concentracion del material disuelto a lo largo del tiempo es directamente proporcional

a la diferencia de concentracion entra ambos lados de la capa de difusién es decir:
ac
ECZAC (EC 2)

ac
q kAC (Ec 3)

Donde k es la constante de velocidad (tiempo 1), AC es la diferencia de la
concentracion de la solucion en la superficie del solido (C1) y en la parte principal de
la solucion (Cz). En equilibrio la solucidon en contacto con el solido (Ci) estara
saturada (Concentracion=Cs). Si la concentracion de la parte principal es la solucion
(C2) es superior, se dice que la solucion esta sobresaturada y las moléculas del

solido se moveran de la solucion a la superficie (como sucede en la cristalizacion), y
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si C2 es inferior a la concentracion saturada, las moléculas se moveran del solido a la

parte principal de la solucién (como sucede en la disolucién)?.
2.3.3 Factores que Afectan a la Disolucion de Farmacos.

La disolucion de farmacos esta influenciada por numerosos factores y el nUmero de
factores que pueden afectar a la velocidad de disolucion “in vitro” y por extension “in

vivo” es considerable.

De los muchos factores susceptibles de modificar la velocidad de disolucion de los
farmacos, y por lo tanto, su liberacién desde una forma de dosificacion, los mas
importantes son los factores relacionados con las propiedades fisicoquimicas del
propio farmaco, dado que estas asumen un papel primario en el control de su
disolucién desde la forma farmacéutica que los contiene.?® Algunos factores que se

destacan son:

Tamafio de Particula: el area de explosion de las particulas (soluto) en el solvente
se hara cada vez mas grande, cuando el tamafo de particula sea mas pequefio, y
por consiguiente facilitara la disolucion-solubilidad. Esto en farmacos permitira que el
sélido pase a formar una solucion y pueda llegar rapidamente a la circulacion

sistémical®.

Polimorfismo: Muchos farmacos son capaces de existir en mas de una forma
cristalina, una propiedad conocida como polimorfismo; cada polimorfo posee
diferente energia y, por lo tanto, difiere en propiedades fisicoquimicas tales como la
solubilidad, punto de fusién, calor de fusion, densidad, e indice de refraccion. En
general, se prefiere la forma metaestable porque exhibe la velocidad de disolucion
mas rapido. Hay un numero de métodos disponibles para la obtencion de la forma
metaestable que incluye recristalizacion a partir de diferentes disolventes, fusion o
rapido enfriamiento. Se ha demostrado que el polimorfismo influye en la solubilidad vy,

por lo tanto, en la velocidad de disoluciéon y biodisponibilidad de los farmacos®®.

Formacion de Sales: La salificacion de los principios activos es el recurso quimico

mas utilizado y que permite por una parte mejorar las condiciones de estabilidad de
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farmacos y por otra, aumentar la solubilidad, conduciendo asi a una mejor velocidad
de disolucién de la forma farmacéutica, y permitiendo que el farmaco, llegue con

mayor rapidez a la circulacion sistémical®.

pka: El pka se define como el valor logaritmico de la constante de disociacién acida,
gue es la medida cuantitativa de la fuerza con que los protones se encuentran unidos

a una molécula en solucion.

La ecuacion de Henderson-Hasselbach es una expresion matemética que permite
cuantificar la variacién de las fracciones ionizada y la fraccion no ionizada de la

molécula en funcion de su pka, dependiendo del pH del medio en que se encuentre.
pKa = pH +log [Z—f] (Ec. 4)

Aplicando esta ecuacién se puede observar que el pH en donde la especie ionizada y
no ionizada se encuentran en una proporcién de 50%, corresponde al pka de la

molécula (Figura 3).

100 -
HA / A

E /
= /
g 50 /\ PK,= pH
Q |
o /
52 ’/‘/

o Al v A v v v

Figura 3. Porcentaje de una especie acida dependiente
del pH®,

De acuerdo a esta ecuacion, para el caso de los acidos débiles, cuando el pH sea

inferior en 2 unidades al valor de su pka, la especie se encontrara 99% en su forma
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no ionizada, mientras que cuando el pH sea 2 unidades superiores al pKa, la especie
se encontrara 99% en su fraccion ionizada. (Caso contrario ocurre con los

compuestos de caracter basico)*®.

Temperatura: Un aumento en la temperatura en la disolucién, generara una mayor
colision entre las particulas del soluto y solvente que estan en suspension,
aumentando la solubilidad (mayor energia cinética), en tanto una disminucion de la

temperatura generara el fenémeno contrario®®.

pH: La mayoria de los medicamento del arsenal terapéutico corresponde a
moléculas de caracter electrolito débil, predominando las bases débiles por sobre los
acidos débiles. Los farmacos de caracter débil poseen la capacidad de disociarse
parcialmente, en su forma ionizada y no ionizada dependiendo del pH del sitio en el
cual se encuentran y de su valor de pka, caracteristica intrinseca de cada farmaco,
Asi, cuando esto se encuentren en su estado ionizado los farmacos seran mas

solubles que cuando se encuentren en su estado no ionizado®.
2.3.4 Clasificacién Biofarmacéutica®.

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), publicado por Gordon Amidon y
cols. en 1995, se basa en un solido fundamento cientifico para clasificar los farmacos
considerando las propiedades de solubilidad y permeabilidad; factores
estrechamente relacionados con el proceso de absorcion, y plantea como objetivo, la
posibilidad de establecer correlaciones in vitro/in vivo (CIVIV) que permitan sustituir
los ensayos realizados en humanos por ensayos de disolucién in vitro, de acuerdo

con la clasificacion obtenida para un farmaco.

Actualmente la aplicacion del SCB esta enfocada a los estudios de bioequivalencia
para demostrar el posible intercambio de medicamentos, presentados en forma
sélida de liberacion inmediata, de administracion y al aseguramiento de que los
cambios realizados durante el escalamiento en los procesos o de las formulaciones,

una vez aprobados, no tengan incidencia en su comportamiento in vivo.
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De acuerdo con el SCB, los farmacos se pueden clasificar en cuatro categorias,

basados en su solubilidad y permeabilidad (tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de los farmacos de acuerdo con SCB

Clase Solubilidad Permeabilidad
I Alta Alta
[l Baja Alta
11 Alta Baja
\Y Baja Baja

1. Clase I. Farmacos de alta solubilidad y alta permeabilidad

En este caso el principio activo se absorbe bien y el paso limitante de la velocidad de
absorcién es la velocidad de disolucion o el vaciamiento géstrico, si la disolucién es
rapida. Controlando la velocidad de disolucidon es posible obtener CIVIV de nivel A.
Para formas farmacéuticas de liberacion inmediata que se disuelven rapidamente, la

velocidad de absorcion estara limitada por la velocidad del vaciamiento.
2. Clase Il. Farmacos de baja solubilidad y alta permeabilidad

En esta clase la velocidad de absorcion es mayor que la de disolucion, y es ésta la
que controla la velocidad de absorcion in vivo (con excepcion de medicamentos con
dosis muy elevadas). Para este grupo de farmacos, la absorcién normalmente es
mas baja que para los de la clase I. Ya que los cambios de los contenidos luminales
y de las membranas a lo largo del intestino y a que la mayor porcion de éste se
encuentra expuesto al farmaco, el perfil de disolucién determina el perfil de
concentracion a lo largo del intestino, durante un tiempo mucho mayor. Por tanto, el
proceso de absorcién ocurre durante un tiempo mas prolongado. Los perfiles
obtenidos son dependientes del tipo de formulacibn que se tenga y de las
condiciones in vivo, por lo que estos factores son incidentes a la hora de obtener una
buena correlacion. Para los medicamentos con esta clase de farmacos es posible
obtener CIVIV lineales de nivel A, con medios biorrelevantes (Solucion de HCI 0.1N

pH 1.2, Soluciones reguladoras pH 4.5y 6.8).
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3. Clase Ill. Farmacos de alta solubilidad y baja permeabilidad

Para este tipo de principios activos, la permeabilidad es el paso limitante de la
absorcion. En este caso, tanto la velocidad como la cantidad absorbida del farmaco
pueden ser muy variables, pero si la disolucidn es rapida esta fluctuacion se debera a
la variabilidad en el TGI, los contenidos luminales y a la permeabilidad de la
membrana, mas que a factores dependientes de la forma farmacéutica. Es posible

obtener CIVIV, segun la velocidad de disolucion.
4. Clase IV. Farmacos de baja solubilidad y baja permeabilidad

Los principios activos pertenecientes a esta clase presentan problemas significativos

para una liberacién oral efectiva. Dificiimente se pueden obtener CIVIV.

Considerando lo explicado, finalmente es importante definir cuando un farmaco
formulado en una forma farmacéutica de liberacion inmediata, de administracion oral,
puede ser eximido de los estudios in vivo (bioexencion). Esto es deseable, por
ejemplo, cuando se quiere establecer una bioequivalencia o cuando se quiere
demostrar que algin cambio realizado a la formulacion o al proceso de manufactura

no tiene marcada incidencia en la biodisponibilidad, evaluada inicialmente in vivo.

Al clasificar un farmaco en el SCB, se tiene la posibilidad de acceder a una
bioexencion, de acuerdo con su clasificacion. Actualmente, segun lo establecido en
el anexo 7 del informe 40 de la OMS, se puede solicitar bioexencion en los siguientes

casos:

e Farmacos clasificados en la categoria 1.

e Farmacos clasificados en la categoria 2: para aquellos que son acidos débiles,
gue requieran 250 ml o menos para disolver la dosis a pH 6,8, el medicamento
debe ser de disolucion rapida y los perfiles de disolucion entre el comparador
y el comparado, muy similares en el rango de pH establecido.

e Farmacos clasificados en la categoria 3, siempre y cuando la velocidad de
disolucién del medicamento (tanto el comparado como el comparador) sea

muy rapida.
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Una vez clasificado el farmaco de acuerdo con estas propiedades, se evalla la
posibilidad de emplear los estudios de disolucion in vitro como predictores del
comportamiento in vivo del medicamento, siempre y cuando se puedan establecer

las correlaciones requeridas, como se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Correlaciones in vitro/in vivo esperadas para productos de liberacion

inmediata, en base a la clasificacion Biofarmacéuticas°.

Clase Correlacién CIVIV esperada

I CIVIV si la velocidad de disolucion es menor que la velocidad de
vaciamiento gastrico. De lo contrario la correlacion es limitada* o puede
no existir.

I Se espera CIVIV si la velocidad de disolucion in vitro es similar a la
velocidad in vivo, exceptuando los casos en que la dosis sea muy
elevada.

[l La absorcion (permeabilidad) es el paso determinante y la CIVIV limitada*
0 no por la etapa de disolucion.

\Y La CIVIV es limitada*, o simplemente puede no existir

* Una correlacién limitada significa que la velocidad de disolucion, mientras no esté
controlada, puede ser similar a la velocidad de absorcién y el grado de la
correlacion dependera de las velocidades relativas

Solamente cuando el proceso de absorcion estd limitado por la velocidad de
disolucion se pueden obtener correlaciones in vitro-in vivo. El objetivo final del SCB
es tener la posibilidad de utilizar estas correlaciones para predecir el comportamiento

de medicamentos de liberacion inmediata de administraciéon oral.

Las CIVIV se definen como un modelo matematico predictivo que describe la relacion
entre una caracteristica in vitro de la forma de dosificacion y una variable respuesta
in vivo. La caracteristica in vitro mas utilizada es la fraccion disuelta (Fd) a un
determinado tiempo, y la variable respuesta in vivo es la fraccion absorbida (Fa) al

mismo tiempo. Se han definido tres niveles diferentes de correlacion: A, By C.
Correlacion nivel A

Representa una relacion punto a punto entre la disolucion in vitro y la fraccion

absorbida in vivo (Fa Vs. Fd). En general las correlaciones son lineales pero las no
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lineales, aunque menos habituales, también pueden ser apropiadas. Cualquiera que
sea el método utilizado para establecer un nivel A, el modelo debe predecir los
niveles plasmaticos a partir de los datos in vitro. Esta correlacion es la que brinda
mayor informacién en comparacion con las demas, y es la Unica posible de emplear
para predecir el comportamiento de un farmaco in vivo a partir de los estudios de

disolucién in vitro.
Correlacion nivel B

Utiliza la teoria de analisis de los momentos estadisticos. El tiempo medio de
disolucién in vitro (TMD) se compara, por ejemplo, con el tiempo medio de residencia
in vivo (TMR). En este tipo de correlacion, como en la de nivel A, se utilizan todos los
datos, pero en este caso no se considera una correlacion punto a punto. La
correlacion de nivel B no es Unica, porque diferentes curvas in vivo pueden producir

valores similares de TMR.
Correlacion nivel C

Establece la relacion entre un parametro de disolucién in vitro y uno farmacocinético
(ABC, Cmax, Tmax) para cada velocidad de disolucion. Este tipo de correlacién no

refleja la forma completa de la curva plasmatica.

Tanto las correlaciones de nivel B como las de nivel C se emplean en el campo de

disefio de medicamentos como herramientas Gtiles para mejorar formulaciones. .
2.4. MODELOS FARMACOCINETICOS.

La farmacocinética es una rama de la farmacologia, cuyo propdsito es el estudio del
cambio de las concentraciones de farmacos y sus productos de biotransformacion en
los fluidos biolégicos, tejidos y excreciones en funcién del tiempo, asi como también
el de la respuesta farmacoldgica y la construccion de modelos adecuados para la

interpretacion de tales datos?’.

Un modelo farmacocinético es una representacion esquematica, bajo una forma

matematica o simbdlica de la evolucion in vivo experimentalmente observada como
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consecuencia de la administracion de un medicamento. El modelo predice, describe
y explica los datos experimentales y reduce un gran niamero de estos datos a un

numero de pardmetros estandarizados®.
Un modelo permite:

e Predecir los resultados de experimentos todavia no realizados.

e Sugerir protocolos experimentales aun no tenidos en cuenta.

e Simular la evolucién cronologica de cantidades de farmaco y/o productos de
biotransformacion, en regiones del organismo no accesibles a la
experimentacion.

e Describir esquemas terapéuticos o0 ajustes posologicos adaptados a cada
paciente.

e Evaluar diferencias en la biodisponibilidad y bioequivalencia de las
formulaciones.

e Explicar la influencia de diversas formas farmacéuticas sobre la evaluacion

cuantitativa del destino in vivo del principio activo.
2.4.1 Modelos Farmacocinéticos Compartimentales?2,

Un modelo farmacocinético es una representacién grafica, esquematica o
matematica, que explica y predice los cambios de concentracion de farmacos y/o
productos de biotransformacion en funcién del tiempo. Dentro de los modelos que
tratan de explicar lo que sucede con un farmaco dentro del organismo se encuentran

los modelos denominados “modelos compartimentales”.

En el caso de que se considere al organismo como una Unica entidad se dice que es
un compartimiento; en farmacocinética se le denomina a tal caso “Modelo Abierto de
un Compartimento” el cual describe, explica y predice las concentraciones del
farmaco en funcion del tiempo al entrar en un sistema que tiene intercambio de
materia con su exterior. Las diversas formas en que un farmaco se puede administrar,

determinan la forma de entrada al sistema (Figura 4).
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Modelo Abierto de un Compartimento

Entrada Inmediata (Administracion Intravenosa)

Ke

Ae

Ae
dt

Ac
dt

D=Dosis de farmaco

Ac= Cantidad de farmaco dentro del organismo
Vd=Volumen de distribucion
Cp=Concentracién plasmatica

Ae=Cantidad de farmaco eliminado

Ke= Constante de eliminaciéon

Modelo Abierto de un Compartimento
Entrada de Primer Orden (Administracién Oral)

Aa _ Ka Ac Ke

Ae
Ae
Aa Ac di
dt dt
D=Dosis de farmaco
Aa=Cantidad de farmaco en el sitio de absorcion
Ac= Cantidad de farmaco dentro del organismo
Vd=Volumen de distribucién
Cp=Concentracién Plasmatica
Ae=Cantidad de farmaco eliminado
Ka= Constante de absorcion
Ke=Constante de eliminacion

Figura 4. Modelo Abierto de un Compartimento. Se ilustran dos maneras en las que
el farmaco puede entrar al organismo?3.

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacién sobre la eficacia de medicamentos en | 27
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.



Tesis de Francisco Avila Garcia | FES Cuautitlan

Este modelo se puede ampliar para considerar el proceso que procede a la entrada

del farmaco (Figura 5).

Am KI Aa Ka Ac Ke

A (m, a, c): Cantidad de farmaco en la forma de dosificacion, en el sitio de

absorcién y dentro del organismo respectivamente.

V (1, 2, ¢): Volumenes en los que se encuentra las cantidades respectivas.

C (m, a, ¢): concentraciones de farmaco en cada caso.

K (I, a, e): constante de liberacion, de absorcién, de eliminacion respectivamente.
Figura 5. Esquema de administracion de farmacos. En el Primer cuadro, la liberacion
de farmaco, en el segundo, la entrada del farmaco en el organismo y en el tercero la

salida de farmaco desde el organismo?3.

En cada uno de los procesos existe una cinética que lo caracteriza y por lo tanto,
bajo los supuestos adecuados se establecen las ecuaciones diferenciales con las
cuales se pueden encontrar los modelos matematicos para cada uno de los procesos
y el proceso global. Esto queda ilustrado mediante el procedimiento establecido en el

trabajo de Lopez Cervantes Israel. 2014.
2.4.2 Modelo Farmacocinético Compartimental con Efecto de Primer Paso.

Como ya se mencioné en este trabajo, la inclusion del efecto de primer paso sobre la
farmacocinética de un farmaco se logra observar con la pérdida del mismo y como

consecuencia una disminucién en su biodisponibilidad.

El incorporar dicho efecto al esquema de la figura 5 genera una amplificacion de éste
(Figura 6), vy con ello la generacion de problemas para disefiar un modelo
matematico que cumpla con el objetivo de predecir la afectacion que tiene la

biotransformacion presistémica sobre los perfiles de disolucion.
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> Kef

A (m, a, f, ¢): Cantidad de farmaco en la forma de dosificacion, en el sitio de
absorcion, que se fue al efecto de primer paso y dentro del organismo
respectivamente.

V (1, 2, 3, ¢): Volumenes en los que se encuentra las cantidades respectivas.

C (m, a, f, ¢): Concentraciones de farmaco en cada caso.

K (I, a, f, ef, e): Constante de liberacion, de absorcion, de efecto de primer paso,
eliminacion por efecto de primer paso, de eliminacion respectivamente.

Figura 6: Modelo Compartimental Seriado con existencia de Efecto de Primer Paso.

En farmacocinética compartimental, la transferencia de farmaco entre diferentes
compartimentos se expresa en forma de ecuaciones diferenciales, ecuaciones que
habran de ser expresadas en forma integrada para una mayor facilidad de manejo.
Segun se van complicando los modelos que se van a utilizar, aparecen sistemas de
varias ecuaciones diferenciales, cuya resolucién es trivial por métodos comunes de

integracion.

La complejidad de resolver ecuaciones diferenciales puede ser resuelta facilmente
mediante el uso de las transformadas de Laplace. La idea de utilizar este operador
consiste en convertir una ecuacion diferencial en una ecuacion algebraica, donde la
derivada es sustituida por su transformada en general, mas sencilla de resolver, y
luego invertir el proceso de forma que obtengamos la soluciébn buscada

(antitransformada)®.
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Este método matematico fue utilizado para resolver las ecuaciones diferenciales
lineales implicadas para cada compartimento y con ello conocer el proceso
farmacocinético con efecto de primer paso, que fueron establecidas en base al

esquema de la figura 6 quedando de la siguiente manera:

Tabla 7. Ecuaciones diferenciales obtenidas del Modelo Farmacocinético

Compartimental con Efecto de Primer Paso

Ecuacion Diferencial que determina la cantidad de
farmaco presente en cada compartimento
dAm _

7— - kKI*Am

(Ec. 5)
Cantidad de farmaco en el sitio de Liberacion

dda _ kI*Am — ka*Aa - Kf*Aa

dt
(Ec. 6)
Cantidad de farmaco en el sitio de Entrada

ddc _ ka*Aa — Ke*Ac

dt
(Ec.7)
Cantidad de farmaco en el compartimento central

4] _ |f*Aa — kef*Af

dt
(Ec. 8)
Cantidad de farmaco perdido por el efecto de Primer Paso

Para lograr la resolucion de las ecuaciones de la tabla 7 es necesario conocer cuatro

reglas de transformacién y antitransformacion:
Reglas de Transformacion

1. Latrasformada de una constante, es igual a la raz6n de una constante entre el

operador Laplaciano:

L(a)==
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2. La transformada de suma y resta de funciones es igual a la suma y resta de
las trasformadas.
Suma L (f(t) + g(t)) = L (f(t)) + L (f(9))
Resta L (f(t) - 9(t)) = L (f(t)) - L (f(9))
3. La trasformada de una constante por una funcién es igual al producto de la

constante por la trasformada de la funcion.

L(a*f(t)) = a*L(f(t))
4. La trasformada de una ecuacion diferencial, es igual a la diferencia del
producto del operador Laplaciano por la transformada de la funcion, menos la

funcién evaluada en condiciones iniciales.

L29= st - (o)

da(t)
Reglas de Antitransformacion

El método de Benneth o de fracciones parciales solo se aplica cuando se tiene:

f(s)
h(s)=—=
() g(s)

y 9(s) = (ki+s) (ko+S) (ka+s) (ka+s) .......... (ki+s)

1. Buscar las raices del denominador, es decir buscar g(s) que esta se vuelve a:
raiz 1 (-ki)
raiz 2 (-kz)
raiz 1 (-ka)
raiz 2 (-ka)

2. Sustituir cada raiz donde quiera que se encuentre (s) excepto donde se hace
0.
f(s)

h(s):—k1+k2
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3. Multiplicar por la base del logaritmo neperiano (e), elevado a la raiz,

multiplicando por el tiempo.

h(S): f(s) *e-kl*t
—kqi+k,

4. Reordenar términos en caso de ser necesario.

Quedando las ecuaciones diferenciales establecidas por la figura 6 de la siguiente

manera:

Tabla 8. Resumen de las Ecuaciones obtenidas del Modelo Farmacocinético

Compartimental con Efecto de Primer Paso

Compartimento Ecuacion Diferencial Ecuacion Matemaética
Cantidad de aAm_ _kI*Am Am=Am°ekt
farmaco en el sitio o (Ec. 9)
de Liberacion (Ec. 5)
Cantidad de dda _ kI*Am — ka*Aa - Kf*Aa _ _kixam *(ekaf*t_ ekl*t)
farmaco en el sitio | 4t (kl-(kaf)
de Entrada (Ec. 6) (Ec. 10)
:[ kaxklxAm *e-ke*t]+
Cantidad de a4c _ ka*Aa — Ke*Ac (—ll§e+licla£)(—ke+kl)
farmaco en el dt [ — gty
compartimento (Ec.7) (“kaf+ke)(“kar+kl)
p [ kaxklxAm 5]
central (—kl+ke)(—kl+kaf)
(Ec.11)
=[ kf*kl*Am *e_kef*t]_l_
Cantidad de ﬂ = kf*Aa — kef*Af (_ke{"'llc:llfj(_kef'l'kl)
farmaco perdido por dt o B [(_kaf+£ :f)z_r:af+kl)*e'kaf*‘]+
el efecto de Primer (Ec. 8) [ kf xklxAm _—
Paso (—ki+kef)(—kl+kaf)
(Ec. 12)

**kaf= (ka+kf)
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2.5. MINIMOS CUADRADOS PARCIALES (MPC).

Minimos Cuadrados Parciales es una herramienta la cual comprende una serie de
técnicas matematicas que dan una reconocida selectividad y confiabilidad en el
analisis cuantitativo de multicomponentes. Aprovecha la correlacién que existe entre
los datos espectrales y las concentraciones constitutivas, puesto que los datos

espectrales se pueden descomponer en sus variaciones mas comunes.

En una mezcla de dos componentes, hay dos variables independientes (idealmente)
en el sistema, es decir, el espectro de la mezcla puede recrearse aunando los
espectros puros de A y B. En la realidad generalmente hay variaciones
instrumentales o de la muestra; pueden existir ademas interacciones entre los
componentes que pueden dar origen a compuestos intermedios o cambiar la forma
de los espectros de los componentes puros , esto aunando al hecho de que puede
haber un nimero finito de espectros independientes factibles de sumarse o restarse
para reconstituir los datos. Si estos espectros se calculasen de alguna manera,
podrian sumarse las cantidades apropiadas de cada uno, integrase o ajustarse para
obtener el espectro desconocido y finalmente relacionarlas con la concentracion de

los componentes?®,

En el método de MCP, se desea conocer la relacion lineal que pueda existir entre las
absorbancias obtenidas a diferentes longitudes de onda y la concentracion del
componente de interés, de acuerdo al modelo lineal utilizado en la calibracion

inversa:
C=Ak+E

En donde C es la concentracion del analito, A es la absorbancia a una longitud de
onda determinada, k es el coeficiente de absortividad y E son los errores residuales.

Los espectros de la calibracion pueden a su vez ser representados por el modelo:

A=TB +Ea
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Y la concentracion del componente de interés puede ser representada por el modelo:
C=Tv+ec

El algoritmo para MCP utilizado en el presente trabajo es una modificacion del
algoritmo NIPALS (Nonlinear Iterative Partial Least Squares) utilizado para ACP, pero
en donde ahora el principal objetivo es utilizar la informacién que pueda proporcionar
la concentracién del componente de interés para la descomposicion de los datos de

la matriz A.

Asi, en el algoritmo de MCP establecido por Haaland, se realiza el analisis de la
calibracion y la prediccion para un solo componente a la vez. Esto significa que solo
la concentracién de un solo componente de interés es usada en los datos de la
calibracion, mientras que las concentraciones de los demas componentes no son
incluidas en el analisis. Sin embargo, si se desea conocer la concentracion de algin
otro componente presente en la mezcla, lo Unico que se debe hacer es realizar el

analisis en donde ahora se incluya este componente en los datos de calibracion.
El algoritmo consta de dos etapas:

e Etapa de Calibracién

e Etapa de Prediccion

2.5.1 Etapa de Calibracion.

En esta etapa, la relacién entre las absorbancias obtenidas a diferentes longitudes de
onda y la concentracién del componente de interés se estima a partir de un conjunto
de soluciones de referencia que presentan las posibles combinaciones de los
componentes de la mezcla. Asi, se obtiene dos expresiones matriciales compuestas
por valores de absorbancias a diferentes longitudes de onda Matriz A, y

concentraciones de soluciones, Vector C.

Posteriormente, la elaboracion del modelo establecido para MCP se logra

resolviendo los datos de la matriz conforme se muestra en la figura 7
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Paso 1. Prelratamiento de datos. Centiar Ay C

Paso 2. Formacion del vecior cargador de peso, w,

Modelo A=cwh'+E,
solcion w, = A'cjic’c
Nomnalizar wh

Paso 3. Formacion del vecior cargador, 1, (variable katenle espechial)

Modelo A= (1) W'+ E,

solucién 1 = (A) W) W, (W) = [A) W,
Paso 4. Relacionando € veclior caigador, L, , a ks concentraciones

Modelo c =)L) +e.

solcion Vo = (L)S/ (L)
Paso 5. Formacion de b, veciof cargador MCP para A,

Modelo A=) b, +E,

solcion b, =AY 1'(0)
Pas0 6. CAlculo de 1os resiquales en Ay C.

Residuaies especiraies E. = A-l)D,

Residuaies de concenracion . =C- 1LV,

Paso 7. Incrementar h, sustituir E, para A Y €. para ¢ en €l paso 2 y continuar
nasta el ndmero dessado de vectoles Carqadores.

Figura 7. Pasos del algoritmo de MCP en la etapa de calibracién?3.

PASO 1. La media del espectro de la calibracién es sustraida a cada valor de la
matriz (A) y la media de calibracion de las concentraciones es restada de cada

concentracion.

PASO 2. Este paso del algoritmo de MCP es en realidad una calibracién de Minimos
Cuadrados Clasicos (MCC) en el cual los analisis se ejecutan sabiendo que se
conoce la concentracién de uno de los componentes de las muestras de calibracion.
Una vez obtenido el valor de wn, estos deben ser normalizados. Este paso se realiza
para que la informacion de la concentracibn sea posteriormente introducida

directamente en el calculo de los vectores de carga.
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PASO 3. Este paso del algoritmo de MCP es similar al paso de prediccién del modelo
de MCC, en el cual se supone que solo esta presente el componente de interés en
las muestras de calibracion; el primer vector cargador de peso estimado, wi, se usa
como un componente en el paso de prediccion del modelo de MCC para estimar la
cantidad o concentracidbn del componente espectral wn en cada espectro de

calibracion.

El vector t1 representa la intensidad o cantidad del primer vector de carga (loading)
en las muestras de calibracién para el sistema coordinado de MCP. En MCP, cada
vector th esta relacionado tanto por “A” como por “c”. También, w1 y t1 son los datos
normalizados del espectro puro y la concentracién centrada del componente de

interés en el nuevo sistema de coordenadas, respectivamente.

PASO 4. El vector indicador, th, representa las intensidades en el nuevo sistema de
coordenadas que estan relacionados a la concentracion usando una regresion de
minimos cuadrados lineal, asi como las intensidades son relacionadas a la
concentracion en el andlisis por minimos cuadrados inversos (MCI) o como los
“scores” son relacionados a la concentracion en regresion de componenetes

principales (RCP).

PASO 5. Como se desea que los vectores th deban ser ortogonales para remover los
problemas de colinealidad que son presentados en el método de MCI; los vectores
ortogonales th pueden ser obtenidos para formar un nuevo modelo para “A” basado
en la Variable latente tn. EI nuevo modelo se obtiene en la ecuacién del modelo, en

donde bn es el vector de carga n x 1 para MCP.

PASO 6. El producto del vector indicador, tn y el vector de carga, bn es una
aproximacion de MCP para el espectro de calibracién. El producto de vh por th es una
estimacion de la concentracion del componente de interés por el método de MCP

basado en el espectro.

PASO 7. Se incrementa h y se continla para obtener tanto factores como sea

necesario para optimizar el modelo.
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2.5.2 Etapa de Prediccion

En esta etapa, se puede estimar la concentracion del componente de interés a partir
del espectro obtenido para una muestra problema, aplicando cualquiera de los dos

meétodos de prediccion establecido para MCP que se muestran en la figura 8:

Mdtodo ¥
Paso 1. Centrar @ usando kos aatos de la calibracion. Escalar a si los espectios
de calibracion fueron escalados.
Pas0 2. 1h =(Q)w,
Paso3. ch=c-1 + 1y,
Paso4. eh=e,-1- thb,
Paso 5. Incrementar h, sustituyendo e, por a y repitiendo el paso 2 hasta h=r

NOTA: w,, V,, D,, son de la calibracién MCP1, ¢, €s kKo concentracion media
del analito en Kas muestras de calibracion y €, = a.

Mérooc 2
Paso 1. Despuss de 1a calibracion PLST, caicular ks coeficientes de regresion
Tinal I
K=WEW)'v
Paso 2. Cenfrar a usando kos aatos de la calibracién (escalar a si el espectro
de calibracion fue escalado).

Paso3. c=aK+ ¢,

NOTA: W y B fiene 1 Tilas compuestas de veciores w, y b,, ¥ v esia formado de
1€rminos indiviauales v, del modeio optimo MCP1 (h = 1); C, €8 €l mismo daao
en eilmétodo 1.

Figura 8. Pasos del algoritmo de MCP en la etapa de prediccion?3.

METODO 1. Involucra el calculo de las intensidades espectrales (tn) del espectro de
la muestra problema en el nuevo sistema de coordenadas obtenido durante la etapa
de calibracion por MCP. Después, estas intensidades son relacionadas a la
concentracion del componente de interés utilizando una ecuacion parecida a la

utilizada en el método de MCI.
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Asi, el principio basico del Método 1 es la generacion de “residuales espectrales”,
gue no es mas que minimizar la suma de cuadrados de las diferencias entre los
valores espectrales estimados por el modelo y los valores espectrales medidos

experimentalmente.

METODO 2. Para poder predecir la concentracion del componente de interés a partir
del espectro obtenido para una muestra problema, involucra el calculo y uso del
vector del coeficiente de regresion final, “K”, el cual tiene las mismas dimensiones

gue un espectro normal y puede ser calculado de diversas formas.

En el algoritmo de prediccion por el método 2, los valores de “@” son centrados,
mientras que W y B son las matrices obtenidas en la etapa de calibracion que
contienen todos los vectores Wh y bn obtenidos hasta el nimero de factores 6ptimo
para el modelo; “v” es el vector obtenido utilizando todos los vh éptimos calculados
por el modelo y ao es el vector de la media del espectro obtenida en la etapa de

calibracion.
2.6. INCERTIDUMBRE ANALITICA

La incertidumbre de la medicién es una forma de expresar el hecho de que, para un
mesurando y su resultado de medicion dados, no hay un solo valor, sino un nimero

infinito de valores dispersos alrededor del resultado.

La definiciéon de incertidumbre es entonces “un pardmetro, con el resultado de una
medicion, que caracteriza la dispersion de los valores que pudieran ser

razonablemente atribuidos al mesurando”2.

Por lo tanto, la incertidumbre nos da una idea de la “calidad” del resultado ya que nos
muestra un intervalo alrededor del valor estimado dentro del cual se encuentra el

valor considerado como verdadero.
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2.6.1 Proceso de la Estimacion de la Incertidumbre de Medida®.
Paso 1. Especificar el mensurando.

Escribir una declaracién sobre qué es lo que se va a medir, incluyendo la relacién
entre el mensurando y las magnitudes de entrada (p. ej. magnitudes medidas,
constantes, valores de patrones de calibracion, etc.) de las que depende la
informacion, la especificacion debera darse en el procedimiento normalizado de

trabajo (PNT) o mediante otra descripcion del método.
Paso 2. Identificar las fuentes de Incertidumbre

Listar las posibles fuentes de incertidumbre. Esto incluirhd las fuentes que
contribuyen a la incertidumbre de los pardmetros que se especifican en el Paso 1,
pero pueden incluir otras fuentes, y se deben incluir las fuentes que surgen de las

suposiciones quimicas.
Paso 3. Cuantificar los componentes de la Incertidumbre

Estimar la dimension de los componentes de la incertidumbre asociada con cada
fuente potencial identificada de incertidumbre. A menudo es posible estimar o
determinar una contribucion Unica a la incertidumbre con varias fuentes separadas
utilizando los datos de los estudios de validacién, datos de certificados de calibracion,
etc. La utilizacién de estos datos reduce considerablemente el esfuerzo requerido
para evaluar la incertidumbre y puesto que se utilizan datos reales experimentales se

realizan estimaciones de incertidumbre fiables.
Paso 4. Calcular la Incertidumbre combinada

La informacién obtenida en el paso 3 consistirA en varias contribuciones
cuantificadas a la incertidumbre global, o bien asociadas con fuentes individuales o
con efectos combinados de varias fuentes. Las contribuciones se expresan como
desviaciones estandar, y se combinan segun las reglas apropiadas para dar una

incertidumbre estandar combinada. El factor de cobertura apropiado deberia
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aplicarse para dar la incertidumbre expandida. La figura 9 muestra

esquematicamente el proceso de la estimacion de la incertidumbre de medida.

Etapa 1

' B A Especificar
COMIEMZO | i
) Mensurando

' Etapa 2

Identificar
fuentes de
Incertidumbre

i
Simplificar Etapa 3
agrupando fuentes
cubiertas por

datos existentes

Euanﬁ%ll::ar las
componentes
agrupadas

—_—

Cuantificar las

componentes
restantes

™

Convertir las
componentes en

desviaciones estandar
|
EE R Etapa 4
Caleular la
Incerfidumbre estandar
combinada

J L

—

Revisar y si es necesario

reavaluar las

componentes mayores
1L

Calcular

incertidumbre

FIN

expandida

Figura 9. Proceso de la estimacion de la Incertidumbre??.
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2.6.2 Medicion de la Incertidumbre por el Método de Minimos Cuadrados??.

Un método analitico o un instrumento se calibran a menudo mediante la observacién
de respuestas, y, a diferentes niveles del analito, x. En la mayoria de los casos se

considera que esta relacion es lineal, segun:
y=mx+b (Ec. 13)

A esta recta se le conoce como curva de calibracion y se utiliza entonces para
obtener la concentracion del analito xpreds de una muestra que produce una respuesta

observada yops de:
0 s_b
Xprea = 222 (Ec. 14)

Habitualmente se determinan las constantes m y b mediante una regresion de

minimos cuadrados de un conjunto de n pares de valores (xi, yi).

Hay cuatro fuentes principales de incertidumbre que se consideran para llegar a la

incertidumbre de la concentracién estimada (Xpred):

Variaciones aleatorias en la medida que afectan tanto a las respuestas

referencia (yi) como a la respuesta medida (Yobs).

o Efectos aleatorios que resultan en errores en los valores de referencia
asignados xi.

e Los valores xi e yi pueden estar sujetos a una compensacioén desconocida, por

ejemplo la que surge cuando los valores de x se obtienen de una dilucién en

serie de una solucion stock.

e La asuncion de linealidad puede no ser valida.

De estos, los mas significativos en la practica normal son las variaciones aleatorias
en y, asi entonces para calcular la incertidumbre estandar de la medicién en una

calibracion se tiene que:

_ 2
u(Xprea) = %\/ e =2 CED)

D n Sxx
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En donde

m= pendiente.

p= numero de mediciones para determinar Xpred.

n= Numero de soluciones que componen la calibracion.

Xpred = Concentracion predicha para la muestra por la curva de calibracion.
Xprom = Valor medio de los patrones que conforman la calibracion.

Sy = Desviacion estandar de los residuos y se calcula de la siguiente manera:

Sy = \/Z(ypred)z (EC-16)

Sxx = Variancia de x y se calcula
Sxx =Y, (x; — %)% (Ec. 17)

Para culminar con el calculo se debe obtener el valor de la Incertidumbre expandida
el cual se obtiene multiplicando el valor del desvio estandar dado por la ecuacion 15
por el correspondiente coeficiente de student para un nivel de confianza del 95% y un

namero de grados de libertad igual a (m — 2), quedando finamente como:

1Y n Sxx

— 2
Xpred = % \/1 + 2 Gpred=Xprom)” t(p=0.05; gl) (Ec. 18)

2.6.3 Medicién de la Incertidumbre para una Calibracién Multivariada.

La calibracion univariada se refiere a la prediccién de la concentracion de analito a
partir de un Unico valor espectral. Por lo general, es sindnimo de "andlisis de un solo
componente”. Como una potente extensidbn de la calibracion univariable, la
calibracion multivariable construye un modelo predictivo sobre la base de multiples

valores espectrales?®.

Para los procedimientos mas comunes, la concentracion del analito pronosticada se
obtiene como se muestra en la ecuacion 14, y su respectiva incertidumbre como en
la ecuacion 18, pero estos modelos cambian cuando se tiene una calibracion

multivariada (utilizada en este caso con minimos cuadrados parciales), por ejemplo

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacién sobre la eficacia de medicamentos en | 42
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.



Tesis de Francisco Avila Garcia | FES Cuautitlan

para obtener una estimacion del analito, en una calibracion multivariada se deben
seguir los pasos sugeridos en la figura 9. Mientras que para determinar la
incertidumbre se tiene que hacer una adecuacion a las ecuaciones establecidas en el

punto 3.6.2. de este trabajo.

Dicha adecuacion se realiza en la desviacion estandar de los residuos (Sy), ya que
cuando se utiliza una calibracion univariada se tiene que para cada valor de x se
obtiene un valor de y, cuando pasa esto se utiliza la ecuacion 16 para obtener dicha

desviacion estandar.

Pero cuando se tiene una calibracion multivariada se tiene que:

p n Sxx

— 2
U(Xprea) = Sf\/ D4 2 Cpred e ) (g6 1)

Donde la desviacidon estandar de los residuos (Se) esta determinado por:

2
Se = /ze‘ (Ec. 20)
n-—2

n= es el nimero de soluciones que componen la calibracién.

En donde

ei= son los residuos de la concentracion real vs la estimada y se obtienen de la

siguiente forma:
e; = Concentracion Estimada — b — (m * Concentracién Real) (Ec. 21)

Los pardmetros b y m son el intercepto y la pendiente respectivamente. Y para

obtener la incertidumbre expandida se tiene que:

— 2
Xpred = S—\/ Lyl CpretToron) (520,05 gl) (Ec. 22)

myN\Dp Sxx
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener perfiles de disolucion de acetaminofén con un modelo compartimental
seriado para el estudio del efecto de la velocidad de liberacion sobre la

eficacia del medicamento que lo contiene.

Objetivo Particular.

Disefiar un dispositivo de entrada que simule el efecto de primer paso
hepatico de un modelo abierto de un compartimento, para obtener perfiles de
disolucion que proporcionen informacion, de la influencia de la velocidad de

liberaciéon sobre la eficacia del medicamento

Determinar las condiciones experimentales del simulador de procesos

cinéticos para realizar los perfiles de disolucion de tabletas de acetaminofén.

Desarrollar un método analitico espectrofotométrico UV que cumpla con los
pardmetros de desempefio de linealidad, precision, exactitud, limite de
deteccién y limite de cuantificacidbn para su empleo en la determinacion de la

concentracion de acetaminofén disuelto en los perfiles de disolucién.

Elaborar tres productos de tabletas de acetaminofén, cambiando el proceso de
manufactura y la formulacion para obtener velocidades de liberacion

diferentes entre ellas.
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4. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el siguiente diagrama se muestra a grandes rasgos las actividades que se
realizaron durante el presente trabajo.

Estudio in vitro de la influencia de la velocidad de liberacion sobre la
eficacia de medicamentos en farmacos que sufren efecto de primer paso
hépatico.

2

Investigacion bibliogréfica y hemerografica

L2

Desarrollo de un método analitico de cuantificacion de Acetaminofén disuelto

/

Elaborar tabletas de Acetaminofén 300mg por compresion directa.

AV

Validacion del método analitico de cuantificacion de Acetaminofén disuelto.

Vi

Establecer las condiciones de funcionamiento para las pruebas de disolucién
en el simulador de procesos cinéticos (SIPROCIN)

/

Elaborar los perfiles de disolucion de las tabletas de 300mg de Acetaminofén
en medio de HCI pH 1.2

2

Determinar la Incertidumbre Analitica de la concentraciones de las muestras
de los perfiles

L

Comparacion y andlisis de los resultados obtenidos
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Durante la parte experimental de este trabajo se utilizaron los siguientes materiales,
equipos, reactivos, todo ellos se encuentran en el Laboratorio de Experimental
Multidisciplinario de Farmacia (LEM FARMACIA) en Campo 1 de la FES Cuautitlan.

Tabla 9. Materiales

MATERIAL

ESPECIFICACION

Pipeta Volumétrica Clase A

1mi(1) 2ml (1) 4ml (1) 6mi(1) 8mi(1) 10(1) 3mi(3)

Matraz Volumétrico Clase A

25ml (40) 50mI(18) 2L(2) 100mi(1)

Micro espétula

(1)

Vaso precipitado

100ml(4)1L(6)2L(1)

Tubos de Ensayo

Capacidad de 10ml (40)

Piseta (2)

Probeta 100ml(2) 2L (1)

Barra Magnética Forma ortorrombica (3)
Gradilla Metalicas (2)
Termometro 50°C (1)
Cuentagotas Plastico (2)

Soporte Universal (2)

Perilla de 3 pasos (1)

Llave de 3 dedos (2)

Llave de nuez (2)

Jeringas 5ml (5)

SIPROCIN (1)

Celdas de Cuarzo lcm (2)

Manguera Tygon® Aproximadamente 7m

() Se refiere a la cantidad que se utilizé de cada material

Tabla 10 Reactivos

REACTIVO ESPECIFICACION MARCA
Acetaminofén Estandar Secundario

Hidréxido de Sodio Hojuelas Meyer

Acido Clorhidrico Concentrado J.T.Baker

Agua Destilada Mili Q
Acetaminofén DC 90 Granulado HELM de México
HPMC 15M polvo Celanese
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Tabla 11. Equipos

EQUIPO MODELO MARCA ACTIVIDAD
Espectrofotometro Cary100 Varian ® Obtencion de absorbancias.
Balanza Analitica AR0640 OHAUS Pesajes de materias primas,
Adventurer reactivos y activos.
Agitador Magnético Lab disc | IKA® Homogenizar.
[White]
Cronémetro Nano Timer | Traceable ® | Medir tiempo.
Bombas Peristélticas | L/S Easy | Masterflex ® | Mantener un flujo de medio
Load constante.
Bafio Maria BW-B Lab. Mantener una temperatura
Companion ® | constante.
Prensa Hidraulica 41000-310 | Carver Inc ® | Compresion de polvos.

Tabla 12 Softwares

SOFTWARE

ACTIVIDAD

Cary Scan

Obtencion de
Acetaminofén.

los espectros de absorcion del

Cary Simple Reads

Obtencion de las absorbancias de las muestras.

MCP. ISHEJA

Analisis multivariante y obtencion de la

analitica.

respuesta

Microsoft Excel 2010

Andlisis estadistico, elaboraciébn de graficos y analisis

farmacocinético.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos del desarrollo y validacion del

método analitico de cuantificacion de acetaminofén, la elaboracion de las tabletas de

acetaminofén y el establecimiento las condiciones de funcionamiento del SIPROCIN

para las perfiles de disolucion, ya que el producto de estos procesos experimentales

son importantes para la confiabilidad de los resultados del presente estudio.
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4.1 Desarrollo del Método Analitico

La importancia del desarrollo del método analitico recae principalmente en la
necesidad de la obtencion de resultados confiables para la determinacion de la

concentracion de muestras provenientes de un estudio de disolucion.

Para el desarrollo del presente trabajo se decidio utilizar al acetaminofén como un
“farmaco modelo”, estos farmacos son utilizados para estudios exploratorios como en
este caso, por sus ventajas analiticas, tales como: facil separacion, facil deteccidn,
por su alta estabilidad, y no presentan interferencias. Asi entonces se delimito el
método analitico a “El “desarrollo de un método analitico espectrofotométrico UV
empleado en la determinacion de la cantidad de Acetaminofén disuelto en los

Perfiles de Disolucion”.

Debido a que el acetaminofén es una sustancia &cida con un pka de 9.5, se
determind en HCI 0.1N pH 1.2, como medio de disolucion con poder diferenciador.
Las muestras provenientes de la disolucién se diluyeron con NaOH 0.1N pH 12

como parte del ensayo para determinar la cantidad de Acetaminofén disuelto.

A continuacién se marcan en el siguiente diagrama los pasos que se siguieron para

el desarrollo del método analitico para acetaminofén disuelto

( ) - ., . B ™~
Obtencién de los Obtencion del

espectro de
espectros de absorcion y pH de
absorcién del yp

. s una solucion de
Acetaminofén SR, en Y
Acetaminofén

Eleccion de las
longitudes de onda

Olg?qmildilo; d?\]glgll_l disuelto en HC1 0.1N a utilizar.
' 0p1N : Hylz y con un aforo final
\_ P Y S con NaOH 0.1IN. 9
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Obtencion de los espectros de absorcion del Acetaminofén SR, en los medios
de HCI 0.1N pH 1.2 y NaOH 0.1N. pH 12

Para obtener los espectros de absorcion para cada medio: se pesaron 18.5mg de
acetaminofén SR aproximadamente bien conocidos y se disolvieron en 40 ml del
medio de disolucién (HCI 0.1N y NaOH 0.1N) se trasvaso la solucion anterior en una
matraz volumétrico de 100ml y se llevo a la marca de aforo con medio de disolucion

correspondiente.

Se tomd6 una alicuota de 6ml con una pipeta volumétrica y se colocé en un matraz
volumétrico de 50ml. Se llevo a la marca de aforo con el medio de disolucion y se
realiz6 un barrido en el espectrofotometro UV- Vis de 200 a 350 nm. Se obtuvieron

los espectros de absorcidn que se presentan a continuacion en el gréfico 1.

2.5 -
"N
2 ]
ru p
S 15 Medio HCI 0.1N
c -~
g pH 1.2
g . —— Medio NaOH 0.1N
<
[]5 7 .‘,"',,‘_
0 : B
200 250 300 350
Longitud de Onda (nm)

Grafico 1. Espectros de absorcion de acetaminofén en HCl 0.1N y NaOH 0.1N

En el grafico 1, se puede observar un desplazamiento del espectro de absorcién del

acetaminofén por efecto del medio de disolucién entre el HCI 0.1N y el NaOH 0.1N.
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Obtencion del espectro de absorcion y pH de una solucion de Acetaminofén
disuelto en HCI 0.1Ny con una dilucion final con NaOH 0.1N.

Para determinar que tanta afectacion hay en el uso de NaOH 0.1N como medio de
dilucion final de las muestras y con ello el uso de una calibracién en dicho medio se
pesaron 18.5mg de acetaminofén SR aproximadamente bien conocidos y se
disolvieron en 40 ml de HCI 0.1N se trasvasé la solucion anterior en una matraz

volumétrico de 100ml y se llevé a la marca de aforo con NaOH 0.1N.

Se tomd una alicuota de 6ml con una pipeta volumétrica y se colocé en un matraz
volumétrico de 50ml. Se llevo a la marca de aforo con NaOH 0.1N y se realizé un
barrido en el espectrofotometro UV- Vis de 200 a 350 nm. Se obtuvieron los
espectros de absorcion correspondientes los cuales se pueden observar en el grafico
2 y sus respectivos valores de pH en la tabla 13.

Tabla 13. Valores de pH iniciales y finales de cada uno de los medios de disolucion

Barrido pH inicial pH final
HCI 0.1N 1.26 12.48
NaOH 0.1N 12.61 12.65

Mientras que en la Tabla 13, se puede observar que el pH inicial de cada medio de
disolucion no influye en el resultado del pH final, teniendo predominantemente un pH
alcalino que se encuentra por arriba de 12, con lo cual aseguramos que el resultado
de la calibracion realizada con NaOH 0.1N no se vera afectada. Esto se reafirma con
el grafico 2 el cual muestra una comparacion de los espectros de absorcidn
obtenidos; en este grafico se observa como el comportamiento final del Acetaminofén

no se ve influenciado por el medio de disolucion inicial utilizado en cada barrido.
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Grafico 2. Comparacion entre el espectro de absorcion del acetaminofén en HCI
0.1N como medio final de dilucion y el espectro de acetaminofén en NaOH 0.1N

Eleccion de las longitudes de onda a utilizar.

Una de las ventajas de utilizar el método de MCP es que se puede utilizar el espectro
completo para la construccion del modelo con solo el conocimiento del espectro del o
los componentes puros de interés. En estos casos, el numero de longitudes de onda
puede ser grande o pequefo, esto depender4d de las longitudes de onda
seleccionadas, ya que ciertas longitudes de onda pueden contener ruido espectral o
simplemente no contienen informacién relevante que pueda ayudar a construir un

modelo robusto.

A partir del espectro de Absorcion del Acetaminofén en NaOH 0.1N se determinaron
las longitudes de onda éptimas para el analisis de Minimos Cuadrados Parciales,

como se puede observar en el grafico 3:
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Grafico 3. Puntos de referencia para seleccionar las longitudes de onda en el
espectro de absorcién de acetaminofén en NaOH 0.1N

Para la seleccion de las longitudes de onda a utilizar en el desarrollo del método
analitico se partié de puntos clave del espectro considerando inicialmente los puntos
de minima absorbancia (puntos minimos) y los puntos de méaxima absorbancia

(puntos maximos), las cuales se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Longitudes de onda seleccionadas para el método analitico.

Numero de Longitud | Longitud de onda (nm)
296
287

278.5

273.6
269
256
246
240
231
224

Blo|o|N|o|a|sw|ne

El protocolo del método analitico desarrollado para la determinacion de la cantidad
de Acetaminofén disuelto en los Perfiles de Disolucion se puede consultar en el

Anexo 2 de este trabajo.
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4.2 Elaboracién de las Tabletas de Acetaminofén.

Para poner a prueba el SIPROCIN fue necesario la elaboracion de tabletas de

acetaminofén de 300mg con tres velocidades de disolucion: rapida intermedia y lenta.

Para la manufactura de tabletas existen diferentes técnicas entre las cuales podemos
mencionar principalmente: via humeda, via seca, y compresion directa. Para este
caso se decidi6 utilizar compresion directa. La produccion de comprimidos por
compactacion directa implica tres operaciones secuenciales, el pesado de materia
prima, la mezcla del polvo y el tableteado. La ventaja de la compactacion directa es
principalmente su menor costo de produccion especialmente en tiempo, de ahi la

determinacion de utilizar esta tecnologia en el presente trabajo.

Para elaborar las tabletas de acetaminofén por compresion directa, fue necesario
utilizar un coprocesado para compresion directa el cual es llamado Acetaminofén DC
90, el cual esta compuesto de un 90% de Acetaminofén y un 10% de
polivinilpirrolidona (PVP). Para obtener diferentes velocidades de disolucién se

propusieron las siguientes formulaciones:

Tabla 15. Elaboracion de Tabletas de Acetaminofén

Producto Producto A Producto B Producto C
Componente | Componente | Cantidad Componente Cantidad Componente Cantidad
de la tableta | Acetaminofén 333.33 Acetaminofén 333.33 Acetaminofén DC90 | 333.33mg

DC90 mg DC90 mg HPMC 15M 16.67mg
Manufactura No se mezclo solo se No se mezclo solo se Se mezclaron ambos componentes

comprimid a una fuerza de

comprimié a una fuerza de

por 1 minuto, se comprimio a una

fuerza de 4 toneladas y se dej6
con un tiempo de contacto de 15
segundos

4 toneladas y se dejo un
tiempo de contacto de 10
segundos

2 toneladas y se dejé un
tiempo de contacto de 10
segundos

Los resultados de la pruebas farmacotecnicas de las tabletas de productos A, BY C

se encuentran en el anexo 3.
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4.3 Validacion del método analitico de cuantificacion de Acetaminofén

disuelto.
Linealidad y Precisiéon del Sistema

Para evaluar la linealidad vy la precision del sistema se prepardé una curva de
calibracion con 6 concentraciones (3.7, 7.4, 14.9, 22.4, 29.9, 37.4 pg/ml), y cada
concentracion preparada por triplicado, partiendo de una solucién stock de una

concentracion aproximada de 185 pg/ml.

La deteccion se realizé en espectrofotometro Cary Varian UV a 10 longitudes onda
(ver tabla 14). Para obtencion de la respuesta analitica, se obtuvieron primero las
absorbancias de cada una de las soluciones de la calibracion utilizando el Software
Cary Simple Reads, para posteriormente utilizar dichos valores de absorbancia en el
andlisis multivariante usando el programa MCP ISHEJA (el cual utiliza el algoritmo

de Haaland) para asi estimar las concentraciones de las soluciones de la calibracién.

Tabla 16. Concentracion real y concentracion estimada de la calibracion de
Acetaminofén.

Solucién | Concentracion Concentracién Error

Real (ng/ml) Estimada (pug/ml) Relativo
1 3.74 3.7349 -0.24%
2 3.74 3.7152 -1.15%
3 3.74 3.742 0.05%
4 7.48 7.4797 0.07%
5 7.48 7.4373 -0.73%
6 7.48 7.4592 -0.38%
7 14.96 15.0324 0.88%
8 14.96 14.9928 0.33%
9 14.96 15.0195 0.55%
10 22.44 22.4409 0.00%
11 22.44 22.4249 -0.11%
12 22.44 22.4209 -0.27%
13 29.92 29.8852 -0.65%
14 29.92 29.8607 -0.79%
14 29.92 29.9715 0.41%
16 37.4 37.3185 -0.68%
17 37.4 37.4622 0.88%
18 37.4 37.4222 0.44%
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Grafico 4. Respuesta analitica contra la concentracion. Evaluacion de la

linealidad del sistema.

Tabla 17. Resultados de la evaluacion de la linealidad y precision del sistema.

Parametro | Parametro Estadistico | Criterio de | Valor Obtenido | Evaluacién
Aceptacion
Coeficiente de 20.99 0.9996 Aceptable
correlacion multiple
Linealidad Coeficiente de =>0.98 0.99999 Aceptable
determinacion R?
IC pendiente No debe 0.99417-1.00581 | Aceptable
incluir el O
Precisién % CV <1.5% 0.29141 Aceptable

La tabla 17 y el grafico 4 indican que los valores de los criterios de aceptacién para
los parametros estadisticos de linealidad y precision son aceptables. Por lo tanto se
concluye que el sistema es lineal y preciso.
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Precision y Exactitud del Método por el Método de Adicion Patron.

Un ensayo de adicion patron consiste en analizar un conjunto de muestras
adicionadas y no adicionadas para este caso se realizan tres muestras adicionadas y
tres muestras no adicionadas con diferentes niveles de concentracion. En dicho
andlisis se estima la concentracion de las muestras no adicionadas, estas
concentraciones representan los valores de la variable independiente, mientras que
para las muestras adicionadas se determina la absorbancia y con ello los valores de
la variable dependiente. Para obtener el valor de la cantidad adicionada se realiza

una regresion lineal y se interpola.

En la evaluacién de los parametros de precision y exactitud por método de adicidén
patron, fue necesaria la preparacion de muestras no adicionadas y adicionadas.

Para la preparacion de las muestras no adicionadas, primeramente se seleccionaron
tres tiempos de muestreo 6, 9 y 12 minutos. Se tomé una tableta de 300mg de
acetaminofén y se colocé en el compartimento A del SIPROCIN, y se inicio la
disolucién. El proceso de disolucidon se detuvo a los 6 minutos, y se obtuvo toda la
solucién contenida en el compartimento B de SIPROCIN (ver figura 11) y se etiquetd
como SOL-T1. Se realizd lo mismo con los otros dos tiempos de muestreo (9 y 12
minutos) para asi obtener tres soluciones: SOL-T1, SOL-T2, SOL-T3.

Se tom6 1ml de NaOH 0.1N y se depositdé en un matraz volumétrico de 10ml, el cual
se llevé a la marca de aforo con la solucion SOL-T1, dicha solucion se identifico
como MTA-T1. El procedimiento anterior se realizd para las otras dos soluciones:
SOL-T2 y SOL-T3 para asi obtener tres muestras no adicionada: MTA-T1, MTA-T2,
MTA-T3.

Para las muestras adicionadas se preparé una solucion stock de acetaminofén de
una concentracion aproximada de 2125 ug/ml, se tomaron 6ml de la solucién stock y
transfirieron a matraz volumétrico de 25ml, se llevé a la marca de aforo con NaOH
0.1N y se identifico como SOL-C la cual tiene una concentracion aproximada de 510

ug/ml. De la SOL-C se tom6 1ml y transfirio a un matraz volumétrico de 10ml y se
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llevé a la marca de aforo con la solucién del compartimento B del SIPROCIN (SOL-
T1) y se identifico como SOL-A1.

El procedimiento anterior se realiz6 para las soluciones SOL-T2 Y SOL-T3, y para asi
obtener tres muestras adicionadas SOL-A1, SOL-A2, SOL-AS.

Para estimar la concentracion de las muestras no adicionadas y adicionadas se
realiz6 de acuerdo al método analitico del Anexo 2 y asi obtener un valor de
concentracion teorica final de 6.12 pg/ml.

La preparacion de las muestras no adicionadas y adicionadas compone a un solo
ensayo, asi que para evaluar la exactitud y precision el ensayo se realiz6 por
sextuplicado. Ademas se realiz6 una prueba de t de student para comparar la media
muestral contra la media poblacional, para determinar si habia diferencia entre el
valor de concentracion recobrada y la concentracion adicionada. Los resultados de
los ensayos y de la prueba de t de student, se encuentran en la tabla 18 y 19

respectivamente.

Tabla 18. Resultado de los ensayos de adicion patrén. Evaluacion de exactitud y

precision.
Ensayo Concentracion Concentracion % Recuperado
Adicionada Recuperada
ug/ml pug/mi

1 6.1056 6.0351 98.8459
2 6.1056 6.1099 100.0718
3 6.1056 6.0316 98.7885
4 6.1056 6.0602 99.2570
5 6.1056 6.0954 99.8337
6 6.1056 6.0882 99.7152
PROMEDIO 99.4187

DESVEST 0.5363

CcVv 0.5394
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Tabla 19. Resultados de la prueba de t de student, de la comparacién de la media

muestral vs la media poblacional.

Coeficiente Valor
X 6.0701
Sx (Desvest) 0.0327
VI 6.1056

n 6
o 0.05

o] 5
t calculada 1.0838
t tablas 2.015

X—u
= —— Ec. (23)
Sx

HO: No hay diferencia en las medias: t calculada < t de tablas

H1: Si hay diferencia en las medias: t calculada = t de tablas

Como la t calculada es menor a la t de tablas no se rechaza la hipétesis nula, es

decir no hay evidencia para decir que exista diferencia entre las medias, de la

concentracion adicionada y la concentracion recuperada.

Tabla 20. Resultados de la evaluacion de la exactitud y precision del método.

Parametro | Parametro Estadistico | Criterio de | Valor Obtenido | Evaluacién
Aceptacion
Exactitud %CV <3% 0.5394 Aceptable
IC (W) 97-103% 99.4187 Aceptable
Precision % CV <3% 0.5394 Aceptable
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Grafico 5. Concentracion de las muestras adicionadas contra las
no adicionadas. Evaluacion de la exactitud y precision del

método.

La tabla 20 y el grafico 5 indican que los valores de los criterios de aceptacion para
los parametros estadisticos de la exactitud y precision son aceptables. Por lo tanto
se concluye que el método es exacto y preciso. Los resultados de cada muestra de

cada uno de los ensayos se encuentran en el anexo 4.
Linealidad del Método por el Método de Adiciones Patrén.

La evaluacion de la linealidad del método, tiene el mismo principio que en la
evaluacion de la exactitud y precision del método, ya que también para este caso se

tienen que preparar muestras adicionadas y no adicionadas.

La preparacion de las muestras no adicionadas, se realiza de la misma manera que
en la evaluacion de la exactitud y la precisiébn. Mientras que en la preparacion de las
muestras adicionadas se realizaron 5 niveles de concentracion de la solucion SOL-C
(170, 340, 510, 680, 850 ug/ml) el resto del procedimiento se realiza de la misma
manera en la que esta establecida en la evaluacién de la exactitud y precision del
meétodo hasta obtener 15 soluciones adicionadas (SOL-A1, SOL-A2.....SOL-A15)y 3
soluciones no adicionadas (MTA-T1, MTA-T2, MTA-T3).
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Para estimar la concentracion de las muestras no adicionadas y adicionadas se

realiz6 de acuerdo al método analitico del Anexo 2 y asi obtener valores de

concentraciones finales aproximadas de 2.04, 4.08, 6.12, 8.16, y 10.20 pg/ml.

La preparacion de las muestras no adicionadas y adicionadas compone a un solo

ensayo, asi que para evaluar la linealidad el ensayo se realiz6 por triplicado, un

ensayo por dia. Para determinar que no hubo influencia del dia se realizé un disefio

de bloques al azar. Los resultados de los ensayos y el analisis de variancia se

encuentran en la tabla 21 y 22 respectivamente.

Tabla 21. Resultados de los ensayos de adicidén patrén. Evaluacion de la linealidad.

Ensayo Concentracién Real Adicionada Concentraciéon Estimada % de
png/ml Recuperada Recuperacioén
ung/ml

1 2.0428 2.007 98.25%
2 2.0428 2.015 98.64%
3 2.0428 2.070 101.34%
1 4.0857 4.087 100.02%
2 4.0857 4.062 99.41%
3 4.0857 4.055 99.24%
1 6.1286 6.138 100.15%
2 6.1286 6.156 100.45%
3 6.1286 6.134 100.09%
1 8.1715 8.187 100.19%
2 8.1715 8.128 99.47%
3 8.1715 8.117 99.34%
1 10.2144 10.148 99.35%
2 10.2144 10.266 100.50%
3 10.2144 10.211 99.97%

Coeficiente de correlacion (r) 0.9999

Coeficiente de determinacion (R?) 0.9998

Pendiente 1.0001

Ordenada al origen -0.0106

CV (factor de proporcionalidad) 0.9514

Intervalo de confianza de la pendiente (31)

0.9933 a 1.0068

Intervalo de confianza de la ordenada al
origen (30)

-0.0563 a 0.0351
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Tabla 22. Andlisis de la variancia realizado para determinar si existe influencia del

efecto dia sobre el resultado de los ensayos que evaluaron la linealidad.

Fuente de Variacion gl | Sumade | Cuadrados | F calculada | F de tablas
Cuadrados Medios
Nivel de Concentracién | 4 125.2336 31.3084 19804.8707 3.8378
Dia 2 0.0003 0.0001 0.1199 4.4589
Error 8 0.0126 0.0015
Total 14 | 125.2466

HO: No existe no influencia del dia sobre los resultados de los ensayos:
F calculada < F de tablas.
H1: Si existe influencia del dia sobre los resultados de los ensayos:

F calculada = F de tablas.

Los resultados de la tabla 22 que muestran la ANADEVA, muestra que el bloque dia
tiene una F de tablas mayor que la F calculada, por lo tanto no se rechaza la
hipétesis nula, por lo que se concluye que no hay influencia del dia sobre los

resultados de los ensayos.

Tabla 23. Resultados de la evaluacion de la linealidad del método.

Parametro | Parametro Estadistico | Criterio de | Valor Obtenido | Evaluacién
Aceptacion
Coeficiente de r= 99 0.9999 Aceptable
correlacion (r)
Coeficiente de R2> 98 0.9998 Aceptable
determinacion (R?)
Intervalo de confianza (R1) debe 0.9933 a2 1.0068 | Aceptable
Linealidad | de la pendiente (R1) incluir la
unidad
Intervalo de confianza (Ro) debe -0.0563 a 0.0351 | Aceptable
de la ordenada al origen incluir el
(Ro) cero
CVv CV<3% 0.9514 Aceptable
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Grafico 6. Concentracion de las muestras adicionadas con las

no adicionadas. Evaluacion de la linealidad del método.

La tabla 23 y el grafico 6 indican que los valores de los criterios de aceptacion para
los parametros estadisticos de la linealidad del método son aceptables. Por lo tanto
se concluye que el método es lineal. Los resultados de cada muestra de cada uno de

los ensayos se encuentran en el anexo 5.
Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion.

Cuando un método analitico se utiliza para andlisis de trazas o en casos donde la
legislacion requiere la ausencia de ciertos analitos, los limites de detecciéon y
cuantificacion deben estimarse de forma rigurosa,. Su célculo debe contemplar la
totalidad del proceso analitico, es decir se puede o0 no cuantificar bajo las
condiciones experimentales descritas para dicho método con una adecuada exactitud
y precision, y con ello despreciar las probabilidades de considerar valores errébneos

y con ello tomar decisiones falsas.

Para el método analitico desarrollado en el presente trabajo fue necesario evaluar los
limites de deteccion y cuantificacion, ya que las muestras obtenidas de un perfil de
disolucién dan como resultado valores de diferentes concentraciones, en algunos
casos las concentraciones pueden tomar valores muy pequefios, de ahi la necesidad

de evaluar estos parametros.
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Para la evaluaciéon de los limites de deteccion y cuantificacion se elaboraron
placebos cargados esto con la finalidad de obtener muestras semejantes a las
muestras de los perfiles de disolucion. Cabe hacer mencion que la evaluacion de
estos parametros, se realiz6 dos veces, ya que una evaluacion era para aquellas
tabletas que solo contenian acetaminofén DC 90 (Producto A y B), y la segunda
evaluacion se realizé para las tabletas que contenian acetaminofén DC 90 y 5% de
HPMC (Producto C). En ambos casos el procedimiento se realiz6 de la misma

manera.

Se peso el polvo equivalente a 18.5mg de acetaminofén y se disolvieron en 30ml de
HCI 0.1N, se filtr6 esta muestra con papel Whatman No. 42 y trasvasé a un matraz
volumétrico de 50ml, llevando a marca de aforo con HCI 0.1N. y se identific6 como
solucion stock. De la solucion stock se tomaron alicuotas de 1, 2, 4, 8, ml y cada una
de ellas se transfirid6 correspondientemente a un matraz volumétrico de 50ml las
cuales se llevaron a la marca de aforo con HCI 0.1N. y asi obtener cuatro soluciones,

las cuales se identificaron como. CON-1, CON-2, CON-3 y CON-4 respectivamente.

Para estimar la concentracién de las soluciones (CON-1, CON-2, CON-3, CON-4) se
realiz6 de acuerdo al método analitico del Anexo 2 y asi obtener valores de

concentraciones finales aproximadas de 0.88, 1.77, 3.55, 7.10 pg/ml

El procedimiento anterior corresponde a un solo ensayo, para valorar los limites de
deteccion y cuantificacién se realizd por sextuplicado el ensayo anterior, esto con la
finalidad de evaluar la precision y exactitud de las respuestas analiticas para asi

establecer los siguientes dictAmenes:

e Respuestas analiticas precisas y exactas: detectable y cuantificable.

e Respuestas analiticas precisas pero no exactas: es detectable, pero no
cuantificable.

e Respuestas analiticas no precisas y no exactas: no detectable y no

cuantificable.
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Ademas se realiz6 una prueba de t de student para comparar la media muestral
contra la media poblacional, para determinar si habia diferencia entre el valor de
concentracion estimada y la concentracion real. Los resultados de los ensayos y de
la prueba de t de student, se encuentran en la tabla 24 y 25 respectivamente para
las tabletas del producto A y B, mientras que para las tabletas del producto C se

muestran en las tablas 26 y 27.

Tabla 24. Resultados de los ensayos. Valoracion de la precision y exactitud para los

limites de deteccion y cuantificacion para las tabletas del producto Ay B.

Ensayo CON-1 CON-2 CON-3 CON-4
% de Recobro | % de Recobro | % de Recobro | % de Recobro

1 97.7606 100.7653 100.3676 100.1281

2 98.2286 101.5530 100.6462 99.3704

3 102.8631 100.2067 100.2869 100.1685

4 98.0837 102.8435 99.8495 99.9888

5 102.3841 99.4078 100.2089 99.8495

6 97.9166 101.2290 97.7743 98.4735
Promedio 99.5395 101.0009 99.8556 99.6631
Desvest 2.3989 1.1812 1.0516 0.6501
Ccv 2.4100 1.1695 1.0531 0.6523

Tabla 25. Resultados de la prueba de t de student, de la comparacion de la media.
Valoracion de la precision y exactitud para los limites de deteccion y cuantificacion
para las tabletas del producto Ay B.

Coeficiente CON-1 CON-2 CON-3 CON-4
X 0.8934 1.8079 3.5848 7.1558
Sx (Desvest) 0.0215 0.0211 0.0377 0.0466
U 0.8976 1.79 3.59 7.18
n 6 6 6 6
a 0.05 0.05 0.05 0.05
gl 5 5 5 5
t calculada 0.1919 0.8473 0.1372 0.5180
t tablas 2.015 2.015 2.015 2.015
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HO: No hay diferencia en las medias: t calculada < t de tablas

H1: Si hay diferencia en las medias: t calculada =t de tablas

Tabla 26. Resultados de los ensayos. Valoracion de la precision y exactitud para los

limites de deteccion y cuantificacion para las tabletas del producto C.

Ensayo CON-1 CON-2 CON-3 CON-4
% de Recobro | % de Recobro | % de Recobro | % de Recobro

1 97.9252 96.7678 97.7766 98.4744

2 98.0847 102.8482 99.8502 99.9897

3 97.1254 97.0877 100.6477 99.3717

4 102.8693 100.2091 100.2888 100.1692

5 97.7657 100.7689 100.3686 100.1293

6 102.3908 99.4093 100.2091 99.8502
Promedio 99.3602 99.5152 99.8568 99.6641
Desvest 2.5581 2.3071 1.0512 0.6500
CcVv 2.5746 2.3183 1.0527 0.6522

Tabla 27. Resultados de la prueba de t de student, para la comparacion de la media.
Valoracion de la precision y exactitud para los limites de deteccion y cuantificacion

para las tabletas del producto C.

Coeficiente CON-1 CON-2 CON-3 CON-4
X 0.8918 1.7813 3.5848 7.1558
Sx (Desvest) 0.0229 0.0412 0.0377 0.0466
u 0.8976 1.79 3.59 7.18
N 6 6 6 6
a 0.05 0.05 0.05 0.05
gl 5 5 5 5
t calculada 0.2500 0.2101 0.1361 0.5166
t tablas 2.015 2.015 2.015 2.015

HO: No hay diferencia en las medias: t calculada <t de tablas

H1: Si hay diferencia en las medias: t calculada =t de tablas
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En las tablas 25 y 27 demuestran que la t calculada es menor a la t de tablas para
todas las concentraciones preparadas para cada producto, por lo tanto no se rechaza
la hipdtesis nula, es decir no hay diferencias entre las medias, y con ello se pude
concluir que el valor de la concentracion estimada y la concentracion real es el

mismo estadisticamente hablando.

Tabla 28. Resultados de la evaluacion de la exactitud y precision para los limites de

deteccidn y cuantificacion para los productos A, B.

Parametro | Parametro Criterio de Valor Evaluacion Dictamen
Estadistico | Aceptacion | Obtenido
CON-1
Exactitud %CV <3% 2.4100 Aceptable Detectable
IC (W) 97-103% 99.5395 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 2.4100 | Aceptable | Cuantificable
CON-2
Exactitud %CV <3% 1.1695 Aceptable Detectable
IC (1) 97-103% 101.0009 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 1.1695 | Aceptable | Cuantificable
CON-3
Exactitud %CV <3% 1.0531 Aceptable Detectable
IC (1) 97-103% 99.8556 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 1.0531 | Aceptable | Cuantificable
CON 4
Exactitud %CV <3% 0.6523 Aceptable Detectable
IC (n) 97-103% 99.6631 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 0.6523 | Aceptable | Cuantificable
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Tabla 29. Resultados de la evaluacion de la exactitud y precision para los limites de

deteccion y cuantificacion para el producto C.

Parametro | Parametro Criterio de Valor Evaluacion Dictamen
Estadistico | Aceptacion | Obtenido
CON-1
Exactitud %CV <3% 2.5746 Aceptable Detectable
IC (W) 97-103% 99.3602 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 2.5746 | Aceptable | Cuantificable
CON-2
Exactitud %CV <3% 2.3183 Aceptable Detectable
IC (W) 97-103% 99.5152 Aceptable Y
Precision % CV <3% 2.3183 | Aceptable | Cuantificable
CON-3
Exactitud %CV <3% 1.0527 Aceptable Detectable
IC () 97-103% 99.8568 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 1.5527 | Aceptable | Cuantificable
CON 4
Exactitud %CV <3% 0.6522 Aceptable Detectable
IC (W) 97-103% 09.6641 | Aceptable Y
Precision % CV <3% 0.7522 | Aceptable | Cuantificable

Las tablas 28 y 29 indican que los valores de los criterios de aceptacion para los
parametros estadisticos de la exactitud y precision son aceptables para cada una de
las concentraciones. Por lo tanto se concluye que el método puede detectar y
cuantificar aun en la concentracibn mas pequefia que es de 0.89 ug/ml. Los

resultados de cada muestra de cada uno de los ensayos se encuentran en el anexo 6.
4.4Condiciones de los Ensayos de Disolucion

Se tomaron como base los trabajos de Guerrero Gonzalez Alejandra J. 2010,
Lopez Cervantes Israel 2014, Martinez Garcia Mario 2010, Nazario Lopez Nora Nelly
2010, respectivamente, los cuales trabajaron con simuladores compartiméntales

seriados.
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Se establecieron las condiciones de trabajo experimental, es decir se propuso un
montaje experimental el cual concordara con el modelo esquematico y el modelo
matematico que se mencionan en el punto 3.4.2 de este trabajo, para ello se propuso

un montaje experimental como se muestra en las Figura 10 y 11.

1

Compartimento Compartimento

central de entrada

e - - — n
. m -

Bomba peristaltica 1 |ga Agitadores

magnéticos
efecto de primer

paso hepatico.

Figura 10. Montaje del Simulador Farmacocinético con Efecto de Primer Paso
Hepatico
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. Manguera que
lleva al Farmaco
que sufre Efecto
de Primer Paso
Hepatico (ki)

Compartimento
Central

Figura 11. Fotografia lateral y frontal de los dispositivos que conforman el

SIPROCIN con efecto de primer paso hepatico

Los trabajos de tesis mencionadas anteriormente se tomaron como base para

establecer las condiciones para los ensayos:

I.  Numero de ensayos: al tratarse de un estudio exploratorio en el cual
Gnicamente se necesita de informacion estadistica suficiente para llegar a una
conclusion sobre la influencia de la velocidad de liberacion en efecto de primer
paso y con ello en la eficacia de los medicamentos, se propuso elaborar
Gnicamente 6 perfiles de disolucion para cada producto de tabletas, para
tener un total de 18 perfiles.

II.  Volumen de disolucion: aproximadamente 2700ml por ensayo.

[ll.  Volumen de la muestra: 5ml.
IV.  Volumen de la muestra analitica: 3ml.
V. Agitacion aproximadamente: 75rpm.
VI.  Temperatura: 37°Cx1°C
VII.  Flujo: 15ml £ 1ml al dispositivo de entrada (Bomba Peristaltica 1)
VIIl.  Una simulacién de efecto de primer paso del 50%, para ello se establecid un
flujo de 7.5ml que salen del dispositivo de entrada (Bomba Peristaltica 2)
IX. Tiempos de muestreo: 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100. 120

min.

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacidn sobre la eficacia de medicamentos en | 69
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.



Tesis de Francisco Avila Garcia | FES Cuautitlan

XI.

XIl.
XIII.

XIV.

Forma de muestreo: Introducir la jeringa al compartimento central 10
segundos antes del tiempo de muestreo y succionar lentamente.

Forma de colocar la unidad de dosis: se coloco una tableta dentro de la red
gue se encuentra en el dispositivo de entrada.

Unidades de dosis empleadas: 6 tabletas de cada producto.

Se realiz6 un perfil de una tableta de cada producto: A, B y C, por dia en tres
dias diferentes por 3 semanas consecutivas.

Asignacion de orden: se realiz6 por aleatorizacion.

La elaboracion de dichos perfiles se realizdé de acuerdo con el siguiente disefio de

bloques al azar, para eliminar el efecto dia.

Semana | Sesion DIA

1 2 3

1 Mafana C B A
Tarde B C A

2 Mafnana B A C
Tarde A B C

3 Mafnana A C B
Tarde C A B

A: Producto APAP-2TON
B: Producto APAP-4TON
C: Producto APAP-4TON-HPMC

Los protocolos del montaje asi como de la realizacién de los perfiles se encuentran

en los anexos 7 y 8 respectivamente.
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5. RESULTADOS.
Una vez que ya se establecieron y se controlaron las condiciones para los ensayos
de disolucion con el SIPROCIN con efecto de primer paso hepatico, se realizaron los
perfiles de disolucion en medio de HCI 0.1N pH 1.2 de las tabletas de 300mg de

acetaminofén de los tres productos manufacturados..

5.1 Perfiles de Disolucién Tabletas de Acetaminofén DC90 a 2 Toneladas
(Producto A).

En el grafico numero 7 se muestra el perfil de disoluciéon de las concentraciones
promedio de acetaminofén en funcidbn del tiempo del compartimento central
(compartimento B) del SIPROCIN con efecto de primer paso, de las tabletas de
acetaminofén del Producto A en medio de HCI 0.1N pH 1.2

350.00

300.00 T

250.00 I

200.00 T T

150.00 -

100.00

Concentracodn (pg/ml)

50.00

O-OO T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Grafico 7. Perfil de disolucion promedio de las tabletas de
acetaminofén del Producto A en HCI 0.1N pH 1.2

En la tabla 30 se muestran las concentraciones obtenidas en cada uno de los
ensayos de disolucién de las tabletas de acetaminofén que fueron elaboradas a 2
toneladas de compresion, con sus respectivos valores de promedio, desviacion
estandar, coeficiente de variacion e intervalos de confianza, para cada tiempo. Los

valores sombreados corresponden a las Cmax. de cada ensayo.
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Tabla 30. Concentraciones de los seis perfiles de disolucion elaborados en HCl 0.1N pH 1.2 de las tabletas del Producto A
Tiempo | Perfil1 | Perfil2 | Perfil3 | Perfil4 |Perfil5| Perfil6 | Media | Desvest cv ICS ICI
(min) Hg/ml pg/ml Hg/mil pg/ml | pg/ml | pg/mi

3 103.03 | 4953 | 7966 | 54.64 | 69.60 | 4493 | 6690 | 2195 | 3282 | 80.13 | 53.67
6 203.70 | 133.08 180.86 | 127.36 | 183.72| 78.96 151.28 46.49 30.73 | 179.29 | 123.27
9 261.58 | 171.31 | 24543 | 183.45 |[231.42| 11993 | 202.19 53.52 26.47 | 234.44 | 169.94
12 305.22 | 224.79 21042 | 261.63| 154.30 | 241.42 56.36 23.34 | 275.38 | 207.46
15 291.67 | 229.63 174.29 | 259.50 51.91 20.00 | 290.78 | 228.23
20 296.58 | 25846 | 277.23 261.16 252.88 38.19 15.10 | 275.89 | 229.87
25 25414 | 207.62 | 24253 | 226.36 |230.23| 182.91 | 223.96 25.50 11.39 | 239.33 | 208.60
30 209.13 | 167.24 188.01 | 206.24 | 191.87 | 169.11 | 188.60 17.77 9.42 199.31 | 177.89
35 162.86 | 131.12 149.27 | 177.09 | 154.80| 150.80 | 154.32 15.28 9.90 163.53 | 145.12
40 121.92 | 105.60 114.86 | 149.85 |124.60| 125.33 | 123.69 14.81 1197 | 132.62 | 114.77
50 77.74 69.29 75.49 99.16 73.32 | 92.30 81.22 11.78 14.51 88.32 74.12
60 46.85 44 .97 39.32 62.61 4522 | 71.49 51.74 12.45 24.06 59.24 44.24
80 23.54 11.78 15.79 24.41 15.86 | 41.72 22.18 10.75 48.45 28.66 15.71

*#Las concentraciones a los tiempos de 100y 120 minutos no fueron considerados , ya que se obtuvieron valores considerados

como no cuantificables
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En la misma tabla 30 se puede observar que en los tiempos de muestreo de 100 y
120 minutos no se tomaron en cuenta, ya que la concentracion es demasiado
pequefia para poder estimarlas de ahi que se utilice en ellas el término de “No
cuantificable”. Cabe recordar que en la validacion del método analitico, una muestra
considerada como “No cuantificable” debe tener una concentracion menor a 0.89

pg/ml de acetaminofén.

En la figura 12 se muestran los seis perfiles de disolucion de acetaminofén
obtenidos del Producto A, mientras que en la tabla 31 se pueden observar los
parametros cinéticos obtenidos de cada uno ellos. La constante de absorcion y de
eliminacion aparentes (Ka y Kel) que en términos cinéticos en este caso van a ser
denominadas como constante de entrada y de salida correspondientemente, se
obtuvieron por el método de residuales en el caso de constante de entrada, y la
constante de salida por una regresion lineal en la fase terminal de la gréfica
semilogaritmica. Igualmente en estos pardmetros se muestra a la constante de
liberacion o también conocida como la constante de la velocidad de disolucion
aparente (kl), esta fue obtenida mediante al procedimiento establecido en la tesis de
Nazario Lopez N.N. 2010. Otro parametro mostrado en esta misma tabla es el &rea
bajo la curva (ABCo-~) este parametro fue estimado por el método de los trapecios.

En la tabla 32 se muestra un analisis de balance de masas esto con la finalidad de
observar la transferencia de masa en todo el montaje experimental y asi examinar
como es esta transferencia hacia el efecto de primer paso. El balance se realiz6
tomando muestras al final del ensayo de disolucion de los dispositivos A y B de
SIPROCIN asi como también de los volumenes recolectados de las respectivas
salidas del compartimento A y B del SIPROCIN, la salida del compartimento A es el
gue genera la pérdida o efecto de primer paso. A estas muestras se realizé el mismo
método analitico para determinar la cantidad de acetaminofén en ellas. En esta
misma tabla se realizé una comparacion entre la cantidad estimada por el balance de

masas Y la dosis administrada.
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Tabla 31.Pardmetros cinéticos obtenidos de los perfiles de disolucion de las tabletas
del Producto A

Parametro Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6
Ka entrada 0.2204 0.1359 0.1790 0.1328 0.1563 0.1210
(min™?)
t ¥2 entrada 3.145 5.099 3.873 5.220 4.434 22.407
(min)
Kel salida 0.0419 0.0533 0.0477 0.0394 0.0466 0.0309
(mint)
t Y/, salida 16.5355 13.0155 14.5231 17.5846 14.8731 22.4075
(min)
Dosis 300 299.72 300.09 299.45 300.99 300.90
(mg)
tmax. 15 15 12 20 15 20
(min)
Cmax. 323.379 265.690 292.157 237.808 272.365 186.057
(rg/ml)
ABCo- 11865.002 | 9127.065 | 10592.142 | 10910.294 | 10424.825 | 9974.329
(ug*ml/min)
Kl 0.3181 0.1565 0.2628 0.1285 0.2457 0.0710
(min?)

Tabla 32. Resultados de los balances de masas de cada uno de los perfiles de

disolucién de las tabletas del Producto A

Cantidad mg Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6
Cantidad que se fue al | 142.8541 | 147.6141 | 137.8372 | 146.5046 | 150.3578 | 148.5317
efecto de primer paso

Cantidad en el NC NC NC NC NC NC
compartimento A
Cantidad en el NC NC NC NC NC NC
compartimento B
Cantidad que paso por | 145.0325 | 145.0325 | 152.5861 | 149.2394 | 140.7594 | 150.2250
el compartimento B
Cantidad que hay en 11.9483 | 9.2217 | 10.9975 | 9.0377 10.6311 | 8.1280
las muestras
Cantidad Total 299.8349 | 301.8684 | 303.4209 | 304.7817 | 301.7483 | 308.8847
% 99.9% 100.7% | 101.1% | 101.7% | 100.3% | 101.9%

*NC: No cuantificable.
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Figura 12. Perfiles de disolucion de las tabletas del Producto A en HCL 0.1N pH 1.2.

Nota, el nimero corresponde al nimero de ensayo.
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5.2 Perfiles de Disolucién Tabletas de Acetaminofén DC90 a 4 Toneladas
(Producto B).

En el grafico numero 8 se muestra el perfil de disoluciéon de las concentraciones
promedio de acetaminofén del compartimento central (compartimento B) del

SIPROCIN con efecto de primer paso, de las tabletas de acetaminofén del Producto
B en medio de HCI 0.1N pH 1.2
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250.00 T
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Grafico 8. Perfil de disolucién promedio de las tabletas de

acetaminofén del Producto B en HCI 0.1N pH 1.2

En la tabla 33 se muestran las concentraciones obtenidas en cada uno de los
ensayos de disolucién de las tabletas de acetaminofén del Producto B, con sus
respectivos valores de promedio, desviacién estandar, coeficiente de variacion e

intervalos de confianza, para cada tiempo. Los valores sombreados corresponde a
las Cmax. de cada ensayo.

En la misma tabla 33 se puede observar que en el tiempo de muestreo 120 minutos
no fue tomado en cuenta, ya que la concentracion fue demasiado pequefia para

poder estimarla de ahi que se utilice en ellas el término de “No cuantificable”.
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Tabla 33. Concentraciones de los seis perfiles de disolucion elaborados en HCl 0.1N pH 1.2 de las tabletas del Producto B
Tiempo | Perfil1 | Perfil2 | Perfil3 | Perfil4 | Perfil5 | Perfil6 | Media | Desvest cv ICS ICI
(min) pg/ml pg/ml Hg/mi pg/ml pg/ml | pg/ml

3 17.97 7.18 11.87 21.87 22.78 19.18 16.81 555 33.06 20.16 13.46

“ 67.42 33.29 38.81 69.77 44.91 49.89 50.68 13.67 26.97 58.92 42.44

9 138.70 67.63 92.14 153.32 | 7495 | 102.22 | 104.83 31.47 30.02 | 123.79 | 85.87
12 19042 | 116.98 | 159.04 | 233.28 | 119.27 | 140.27 | 159.88 41.22 25.78 | 184.71 | 135.04
15 229.81 175.38 | 22517 | 284.74 | 155.29 | 185.65 | 209.34 42.79 20.44 | 235.13 | 183.55
20 229.18 | 287.04 200.47 | 208.30 | 247.42 37.96 15.34 | 270.30 | 224.54
25 250.31 275.91 246.32 28.52 11.57 | 263.51 | 229.13
30 223.24 | 214.75 | 253.25 | 232.96 | 204.04 | 207.67 | 22265 16.71 7.50 232.72 | 212.58
35 187.40 | 183.27 | 208.50 | 191.85 | 177.87 | 192.76 | 190.28 9.59 5.04 196.06 | 184.50
40 151.60 | 153.85 | 161.41 150.48 | 155.43 | 170.61 | 157.23 6.93 4.40 161.41 | 153.05
50 92.09 107.42 96.48 91.75 [ 11769 | 131.17 | 106.10 14.48 13.65 | 11483 | 97.37
60 54.26 71.07 56.95 54.76 75.47 94.79 67.88 14.54 21.42 76.65 59.12
80 19.06 30.72 19.48 20.25 31.00 45.23 27.62 935 33.86 33.26 21.99
100 7.60 8.52 7.53 7.78 13.89 25.73 11.79 6.62 56.23 15.78 7.80

**|as concentraciones a los 120 minutos no fueron considerados , ya que se obtuvieron valores considerados como no
cuantificables
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En la figura 13 se muestran los seis perfiles de disolucibn de acetaminofén
obtenidos de las tabletas del Producto B, mientras que en la tabla 34 se pueden

observar los parametros cinéticos obtenidos de cada uno ellos.

En la tabla 35 se muestra un analisis de balance de masas esto con la finalidad de
observar la transferencia de masa en todo el montaje experimental. En esta misma

tabla se realizé una comparacion entre la cantidad estimada por el balance de masas

y la dosis administrada.

Tabla 34.Parametros cinéticos obtenidos de los perfiles de disolucion de las tabletas
del Producto B.

Parametro Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6
Ka entrada 0.10397 0.08043 0.09029 0.12391 0.07821 0.08586
(min?t)
t 2 entrada 6.6665 8.6180 7.6769 5.5940 8.8630 8.0728
(min)
Kel salida 0.04639 0.04742 0.05379 0.04660 0.03617 0.03212
(mint)
t Y/, salida 14.943 14.618 12.886 14.873 19.165 21.577
(min)
Dosis 297.65 299.567 299.819 299.729 300.81 300.63
(mg)
tmax. 20 25 25 20 25 25
(min)
Cmax. 258.318 288.481 288.481 301.211 210.224 218.634
(Hg/ml)
ABCo-w 10296.008 | 9858.441 | 10610.557 | 11139.697 | 10117.334 | 11737.678
(ng*ml/min)
KI 0.11475 0.0916 0.0908 0.1371 0.0615 0.0678
(min?t)
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Tabla 35. Resultados de los balances de masas de cada uno de los perfiles de

disolucioén de las tabletas del Producto B

Cantidad mg Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6
Cantidad que se fueal | 140.830 | 134.452 | 130.534 | 138.044 | 157.930 | 133.151
efecto de primer paso

Cantidad en el NC NC NC NC NC NC
compartimento A
Cantidad en el NC NC NC NC NC NC
compartimento B
Cantidad que paso por | 146.148 | 148.393 | 159.357 | 151.576 | 133.245 | 149.715
el compartimento B
Cantidad que hay en 9.403 9.493 8.183 10.411 8.066 9.020
las muestras
Cantidad Total 298.052 | 293.278 | 299.323 | 301.442 | 306.766 | 297.875
% 99.33% 97.9% 99.8% 100.6% | 102.0% 99.1%

*NC: No cuantificable.
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Figura 13. Perfiles de disolucion de las tabletas del Producto B en HCL 0.1N pH 1.2.

Nota, el nimero corresponde al nimero de ensayo.
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5.3 Perfiles de Disolucion Tabletas de Acetaminofén DC90 y HPMC a 4
Toneladas (Producto C).

En el grafico numero 9 se muestra el perfil de disoluciéon de las concentraciones
promedio de acetaminofén del compartimento central (compartimento B) del

SIPROCIN con efecto de primer paso, que proceden de las tabletas de acetaminofén
del Producto C en medio de HCI 0.1N pH 1.2
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Grafico 9. Perfil de disolucién promedio de las tabletas de
acetaminofén del Producto C en HCI 0.1N pH 1.2

En la tabla 36 se muestran las concentraciones obtenidas en cada uno de los
ensayos de disolucion de las tabletas del Producto C, con sus respectivos valores de
promedio, desviacion estandar, coeficiente de variacion e intervalos de confianza,

para cada tiempo. Los valores sombreados corresponden a las Cmax. de cada
ensayo.
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Tabla 36. Concentraciones de los seis perfiles de disolucion elaborados en HCI 0.1N pH 1.2 de las tabletas del Producto C
Tiempo | Perfil1 | Perfil2 | Perfil3 | Perfil4 | Perfil5 | Perfil6 | Media | Desvest cv ICS ICI
(min) Hg/ml pg/ml Hg/ml Hg/ml Hg/ml | pg/ml
3 20.96 8.81 17.20 115 21.62 30.95 19.45 6.6203 | 34.0440 | 23.44 15.46
6 37.52 28.40 36.75 43.52 43.96 12.97 4385 | 14.0062 [31.9385| 52.29 35.41
9 61.89 5333 61.61 74.95 63.57 | 118.86 | 7237 | 21.7323 [ 30.0309 | 85.46 59.27
12 88.62 75.34 84.41 108.82 | 85.99 | 166.44 | 101.60 | 30.6946 | 30.2101 | 120.10 | 83.11
15 110.16 103.46 | 104.73 135.65 | 106.58 | 188.09 | 124.78 | 30.3549 | 24.3273 | 143.07 | 106.49
20 137.86 160.85 | 138.62 177.40 | 133.52 158.22 | 24.5624 | 15.5243 | 173.02 | 143.42
25 156.37 | 199.08 | 159.66 192.06 | 17491 | 18.5027 | 10.5782 | 186.06 | 163.77
176.20 | 177.06 | 15.3640 | 8.6775 | 186.31 | 167.80
165.23 | 166.90 | 13.9670 | 8.3683 | 175.32 | 158.49
40 140.40 171.58 | 164.69 15244 | 142.91 | 142.28 | 152.38 | 11.9392 | 7.8350 | 159.58 | 145.19
50 105.87 | 125.02 | 135.28 113.65 | 116.29 | 10966 | 117.63 | 9.8790 | 8.3985 | 123.58 | 111.68
60 76.76 89.04 103.86 79.38 92.40 84.95 87.73 8.9563 |10.2088 | 93.13 82.34
&0 43.98 44.51 53.20 37.96 60.05 49.68 48.23 7.1186 | 14.7594 | 52.52 43.94
100 27.31 20.76 15.87 18.12 41.76 33.47 26.21 9.1102 | 34.7543 | 31.70 20.72
120 18.01 12.39 7.15 9.80 31.26 25.83 1707 9.0905 | 53.2464 | 22.55 11.60
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En la figura 14 se muestran los seis perfiles de disolucion de acetaminofén de las

tabletas del Producto C, mientras que en la tabla 37 se pueden observar los

paradmetros cinéticos obtenidos de cada uno ellos.

En la tabla 38 se muestra un analisis de balance de masas esto con la finalidad de

observar la transferencia de masa en todo el montaje experimental. En esta misma

tabla se realizé una comparacion entre la cantidad estimada por el balance de masas

y la dosis administrada.

Tabla 37.Parametros cinéticos obtenidos de los perfiles de disolucion de las tabletas

del Producto C

Parametro Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6
Ka entrada 0.0682 0.0575 0.0650 0.0714 0.0656 0.1489
(min?t)
t 2 entrada 10.1620 12.0579 10.6717 9.7071 10.5717 4.6553
(min)
Kel salida 0.02590 0.03341 0.04384 0.03454 0.01944 0.02212
(mint)
t 1/, salida 26.762 20.749 15.811 20.067 35.659 31.329
(min)
Dosis 299.98 299.91 300.17 300.60 300.51 301.45
(mg)
tmax., 30 30 35 25 30 20
(min)
Cmax. 162.034 205.720 173.692 188.063 160.093 201.071
(Hg/ml)
ABCo-w 9685.270 | 10378.222 | 9940.541 9850.704 | 11665.617 | 11069.272
(ng*ml/min)
KI 0.0375 0.0537 0.0394 0.0509 0.0369 0.0728
(min?t)
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Tabla 38. Resultados de los balances de masas de cada uno de los perfiles de

disolucion de las tabletas del Producto C

Cantidad mg Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 Perfil 4 Perfil 5 Perfil 6
Cantidad que se fueal | 146.873 | 135.906 | 148.661 | 144.695 | 138.687 | 131.609
efecto de primer paso

Cantidad en el 1.654 1.654 0.032 0.803 4.411 0.229
compartimento A
Cantidad en el 5.204 5.204 1.225 3.295 9.342 7.756
compartimento B
Cantidad que paso por | 133.880 | 150.687 | 141.664 | 146.012 | 154.677 | 156.734
el compartimento B
Cantidad que hay en 6.711 6.711 7.139 7.558 7.048 8.739
las muestras
Cantidad Total 294.322 | 300.162 | 298.721 | 302.362 | 314.166 | 305.067
% 98.1% 100.1% 99.5% 100.6% | 104.5% | 101.2%
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Figura 14. Perfiles de disolucién de las tabletas del Producto C en HCL 0.1N pH 1.2.
Nota, el nimero corresponde al nimero de ensayo.
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5.4 Célculo de la Incertidumbre para las Concentraciones de los Perfiles de

Disolucion.

El calculo se determind durante la aplicacion del método analitico (ver anexo 2) a las
muestras recabadas de los ensayos, ya que la estimacién de la incertidumbre se
realiz6 en primera instancia a las soluciones que componen a la curva de calibracion
que se utiliza a su vez en la determinacion de la respuesta analitica de las muestras
problemas que se obtienen del perfil de disolucion, tal y como se muestra en el punto

3.6.3. del marco tedrico de este trabajo.

Por dia se realizaron 2 ensayos y por cada dia se realizé una curva de calibracion.
Los resultados de incertidumbre para cada concentracion de los ensayos realizados
en el presente trabajo se muestran en las tablas 39 para el producto A, 40 para el By

41 para el producto C.
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Tabla 39. Calculo de la Incertidumbre para cada concentracion de los Perfiles de Disolucion
de las Tabletas del Producto A.

Tiempo Perfil 1 Incertidumbre Perfil 2 | Incertidumbre | Perfil 3 Incertidumbre
(min) pg/ml Expandida pg/ml Expandida pg/ml Expandida
3 103.03 | £0.13 pg/ml 4953 | £0.13 pg/ml 79.66 | +0.10 pug/ml
6 203.70 | +0.13 pg/ml 133.08 | +0.13 pg/ml 180.86 | +0.10 pg/ml
9 261.58 | +£0.13 pg/ml 171.31 | £0.13 pg/ml 245.43 | +£0.10 pg/ml
12 305.22 | +0.13 pg/ml 224.79 | +0.13 pg/ml 292.16 | +0.10 pg/ml
15 323.38 | +0.14 pg/ml 265.69 | +0.13 pg/mi 291.67 | +£0.10 pg/ml
20 296.58 | +0.13 pg/ml 258.46 | +0.13 pg/ml 277.23 | +0.10 pug/ml
25 254.14 | +0.13 pg/ml 207.62 | +0.13 pg/ml 242.53 | +0.10 pg/ml
30 209.13 | +0.13 pg/ml 167.24 | +0.13 pg/ml 188.01 | +0.10 pg/ml
35 162.86 | +0.13 pg/ml 131.12 | +0.13 pg/ml 149.27 | +0.09 pg/ml
40 121.92 | +0.13 pg/ml 105.60 | +0.13 pg/ml 114.86 | +0.10 pg/ml
50 77.74 | +£0.13 pug/ml 69.29 | +0.13 pg/ml 75.49 | +0.10 pg/ml
60 46.85 | +0.13 pg/ml 4497 | £0.13 pug/ml 39.32 | +0.10 pg/ml
80 2354 | +0.13 pug/ml 11.78 | +0.13 pg/ml 15.79 | +0.10 pg/ml
Tiempo Perfil 4 Incertidumbre Perfil 5 Incertidumbre Perfil 6 Incertidumbre
(min) png/ml Expandida pg/ml Expandida pg/ml Expandida
3 103.03 | £ 0.07 pg/ml 49.53 | £0.08 pg/ml 79.66 | +0.08 pg/ml
6 203.70 | =0.07 pg/ml 133.08 | = 0.08 pg/mi 180.86 | =0.08 pg/mi
9 261.58 | +0.07 pg/ml 171.31 | £0.08 pg/mi 24543 | +0.08 pg/ml
12 305.22 | £ 0.07 pg/ml 224.79 | +£0.08 pg/ml 292.16 | +0.08 pg/ml
15 323.38 | +0.07 pg/ml 265.69 | +0.08 pug/ml 291.67 | +0.08 pug/ml
20 296.58 | +0.07 pug/ml 258.46 | +0.08 ug/ml 277.23 | £0.08 ug/ml
25 254.14 | £ 0.07 pg/ml 207.62 | +0.08 pg/ml 242.53 | +£0.08 pg/ml
30 209.13 | +0.07 pg/ml 167.24 | £0.08 pg/mi 188.01 | +0.08 pg/mi
35 162.86 | £0.07 pg/ml 131.12 | £ 0.08 pg/mi 149.27 | £ 0.08 pug/mi
40 121.92 | £0.07 pg/ml 105.60 | +0.08 pug/ml 114.86 | +0.08 ug/ml
50 7774 | +£0.07 pg/ml 69.29 | +0.08 ug/ml 75.49 | +0.08 ug/ml
60 46.85 | £0.07 pg/ml 4497 | £0.08 pg/ml 39.32 | £0.08 pg/ml
80 23.54 | +£0.07 pg/ml 11.78 | £0.08 pug/ml 15.79 | £0.08 pug/ml

**_as concentraciones a los tiempos de 100 y 120 minutos no fueron considerados, ya que
se obtuvieron valores considerados como no cuantificables y por ende no se calculo la

incertidumbre.
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Tabla 40. Calculo de la Incertidumbre para cada concentracion de los Perfiles de Disolucion
de las Tabletas del Producto B.

Tiempo | Perfil 1 | Incertidumbre | Perfil 2 | Incertidumbre | Perfil 3 | Incertidumbre

(min) pg/ml Expandida pg/ml | Expandida pg/ml | Expandida
3 17.97 | £0.10 pg/ml 7.18 | £0.04 pg/ml 11.87 | £0.10 pg/mi
6 67.42 | +0.10 pg/ml 33.29 | £0.04 pg/ml 38.81 | +0.10 pg/ml
9 138.70 | £ 0.10 pg/ml 67.63 | = 0.04 pg/ml 92.14 | +0.10 pg/ml
12 190.42 | +£0.10 pg/ml 116.98 | £ 0.04 pg/ml 159.04 | £ 0.10 pg/mi
15 229.81 | £ 0.10 pg/ml 175.38 | £ 0.04 pg/mi 225.17 | £0.10 pg/mi

20 258.32 | £ 0.10 pg/ml 229.18 | £ 0.04 pg/ml 287.04 | £0.10 pg/mi
25 250.31 | £ 0.10 pg/ml 234.35 | £ 0.04 pg/mi 288.48 | £ 0.10 pg/mi
30 223.24 | £ 0.10 pg/ml 214.75 | £ 0.04 pg/ml 253.25 | £0.10 pg/mi
35 187.40 | £ 0.10 pg/ml 183.27 | £ 0.04 pg/mi 208.50 | = 0.10 pg/mi
40 151.60 | +0.10 pg/ml 153.85 | £ 0.04 pg/ml 161.41 | £ 0.10 pg/mi
50 92.09 | +0.10 pg/ml 107.42 | £ 0.04 pg/mi 96.48 | +0.10 pg/ml
60 54.26 | +0.10 pg/ml 71.07 | +£0.04 pg/ml 56.95 | +0.10 pg/ml
80 19.06 | £ 0.10 pg/ml 30.72 | £0.04 pg/ml 19.48 | £0.10 pg/mi
100 7.60 | +0.10 pg/ml 8.52 | £0.04 pg/ml 7.53 | £0.10 pg/ml

Tiempo | Perfil 4 | Incertidumbre | Perfil 5 | Incertidumbre | Perfil 6 | Incertidumbre
(min) pg/ml Expandida pg/ml Expandida pg/ml Expandida

3 21.87 | £0.07 pg/ml 22.78 | £0.07 pg/ml 19.18 | £ 0.07 pg/ml

6 69.77 | £0.07 pg/ml 4491 | +£0.07 pg/ml 49.89 | +0.07 pg/ml

9 153.32 | £ 0.07 pg/ml 74.95 | +0.07 pg/ml 102.22 | £ 0.07 pg/mi
12 233.28 | £ 0.07 pg/ml 119.27 | £ 0.06 pg/mi 140.27 | £ 0.06 pg/mi
15 284.74 | £ 0.07 pg/ml 155.29 | £ 0.06 pg/mi 185.65 | £ 0.06 pg/mi
20 301.21 | £0.07 pg/ml 200.47 | £0.06 pg/mi 208.30 | £ 0.06 pg/mi
25 275.91 | £ 0.07 pg/ml 210.22 | £ 0.06 pg/ml 218.63 | = 0.07 pg/ml
30 232.96 | +£0.07 pg/ml 204.04 | £ 0.06 pg/mi 207.67 | £0.06 pg/mi
35 191.85 | £ 0.07 pg/ml 177.87 | £0.06 pg/mi 192.76 | £ 0.06 pg/mi
40 150.48 | = 0.07 pg/ml 155.43 | £ 0.06 pg/mi 170.61 | £ 0.06 pg/mi
50 91.75 | £0.07 pg/ml 117.69 | £ 0.06 pg/mi 131.17 | £ 0.06 pg/mi
60 54.76 | +0.07 pg/ml 75.47 | £0.07 pg/ml 94.79 | £0.07 pg/ml
80 20.25 | +£0.07 pg/ml 31.00 |+0.07 pg/ml 45.23 | £0.07 pg/ml
100 7.78 | £0.07 pg/ml 13.89 | £0.07 pg/mi 25.73 | £0.07 pg/ml

**Las concentraciones a los tiempos de 100 y 120 minutos no fueron considerados, ya que
se obtuvieron valores considerados como no cuantificables y por ende no se calculd la
incertidumbre
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Tabla 41. Calculo de la Incertidumbre para cada concentracion de los Perfiles de Disolucion
de las Tabletas del Producto C.

Tiempo | Perfil 1 | Incertidumbre | Perfil 2 | Incertidumbre | Perfil 3 | Incertidumbre
(min) pg/ml Expandida pg/ml Expandida pg/ml Expandida
3 20.96 | +0.10 pg/ml 8.81 | £0.04 pg/ml 17.20 | £0.08 pg/mi
6 37.52 | £0.10 pg/ml 28.40 | +0.04 pg/ml 36.75 | £0.08 pg/ml
9 61.89 | +0.10 pg/ml 53.33 | £ 0.04 pg/ml 61.61 | +0.08 pg/ml
12 88.62 | +0.10 pg/ml 75.34 | £0.04 pg/ml 84.41 | +0.08 pg/ml
15 110.16 | +£0.10 pg/ml 103.46 | £ 0.04 pg/mi 104.73 | £ 0.08 pg/mi
20 137.86 | £ 0.10 pg/ml 160.85 | £ 0.04 pg/ml 138.62 | £ 0.08 pg/mi
25 156.37 | £ 0.10 pg/ml 199.08 | £ 0.04 pg/mi 159.66 | £ 0.08 pg/mi
30 162.03 | £ 0.10 pg/ml 205.72 | £ 0.04 pg/ml 173.15 | £ 0.08 pg/mi
35 154.35 | £ 0.10 pg/ml 193.16 | £ 0.04 pg/mi 173.69 | £ 0.08 pg/mi
40 140.40 | £ 0.10 pg/ml 171.58 | £ 0.04 pg/ml 164.69 | £ 0.08 pg/mi
50 105.87 | £ 0.10 pg/ml 125.02 | £ 0.04 pg/mi 135.28 | £ 0.08 pg/mi
60 76.76 | +0.10 pg/ml 89.04 | +0.04 pg/ml 103.86 | £ 0.08 pg/mi
80 43.98 | +0.10 pg/ml 4451 | +0.04 pg/ml 53.20 | +0.08 pg/ml
100 27.31 | £0.10 pg/ml 20.76 | £ 0.04 pg/ml 15.87 | £0.08 pg/mi
120 18.01 | +£0.10 pg/ml 12.39 | £0.04 pg/mi 7.15 | £0.08 pg/ml
Tiempo | Perfil 4 | Incertidumbre | Perfil 5 | Incertidumbre | Perfil 6 | Incertidumbre
(min) pg/ml Expandida pg/ml Expandida pg/ml Expandida
3 17.15 | £0.08 pg/ml 21.62 | £0.08 pg/mi 30.95 | +0.08 pg/ml
6 43.52 | +0.08 pg/ml 43.96 | = 0.08 pg/ml 72.97 | £0.08 pg/mi
9 74.95 | +£0.08 pg/ml 63.57 | £0.08 pg/mi 118.86 | £ 0.08 pg/mi
12 108.82 | £ 0.08 pg/ml 85.99 | +0.08 pg/ml 166.44 | £ 0.08 pg/mi
15 135.65 | £ 0.08 pg/ml 106.58 | £ 0.08 pg/mi 188.09 | £ 0.08 pg/mi
20 177.40 | £ 0.08 pg/ml 133.52 | £ 0.08 pg/mi 201.07 | £ 0.08 pg/ml
25 188.06 | £+ 0.08 pg/ml 154.25 | £ 0.08 pg/mi 192.06 | £ 0.08 pg/mi
30 185.14 | + 0.08 pg/ml 160.09 | £ 0.08 pg/mi 176.20 | £ 0.08 pg/mi
35 169.64 | = 0.08 pg/ml 155.35 | £ 0.08 pg/mi 155.23 | £ 0.08 pg/mi
40 152.44 | +0.08 pg/ml 142.91 | £ 0.08 pg/mi 142.28 | £ 0.08 pg/mi
50 113.65 | +£0.08 pg/ml 116.29 | £ 0.08 pg/mi 109.66 | £ 0.08 pg/mi
60 79.38 | +0.08 pg/ml 92.40 | +0.08 pg/ml 84.95 | +0.08 pg/ml
80 37.96 | +0.08 pg/ml 60.05 | +0.08 pg/ml 49.68 | +0.08 pg/ml
100 18.12 | +0.08 pg/ml 41.76 |+ 0.08 pg/ml 33.47 | £0.08 pg/ml
120 9.80 | +0.08 pg/ml 31.26 | +0.08 pg/ml 25.83 | £0.08 pg/ml
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5.5 Andlisis Estadistico del Disefio de Bloques

En cualquier experimento, la variabilidad proveniente de un factor de ruido que puede
afectar los resultados. El objetivo de un disefio experimental es bloquear estos
factores y tener asi comparaciones precisas entre los tratamientos bajo estudio.
Utilizar bloques es una forma de reducir y controlar el error experimental a través de

un Analisis de Variancia (ANADEVA) para tener mayor precision.

En el disefio de bloques las unidades experimentales quedan agrupadas en bloques
de unidades homogéneas, cada tratamiento se asigna al azar a un numero igual de
unidades experimentales en cada blogue y es posible hacer comparaciones mas
precisas entre los tratamientos dentro del conjunto homogéneo de unidades

experimentales en un blogue®.

Un factor de ruido es un factor que probablemente tiene un efecto en la respuesta
pero que no nos interesa estudiar. En este caso el efecto de ruido es la secuencia
de los ensayos por dia, es por ello que se utilizé la formacién de bloque por dia
eliminando este efecto y asi comparar los productos de las tabletas (Producto A,
Producto B y Producto C)

Este analisis se le realizo a los pardmetros cinéticos de: Cméax. tmax. ABCo-...con la

finalidad de observar como es la afectacion de la velocidad de liberacion de las
tabletas del Producto A, Producto B y Producto C a estos parametros cuando hay
una simulacién de efecto de primer paso hepatico. Por esta razon se realiz6 también
este andlisis al parametro de Kl para determinar si realmente la velocidad liberacion

entre producto es diferente o no.
El modelo estadistico del disefio es el siguiente:
yij = u+ ti + Bj + €ij (Ec. 29)

Hipotesis:
HO: pl=p2
H1: p1#u2
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Criterios

Si F calculado < F de tablas; No se rechaza la HO

Si F calculado = F de tablas; Se rechaza la H1

Tabla 42. Analisis de variancia para la Kl

Fuente de gl Sumade Cuadros | F calculada | F Tablas
Variacion Cuadrados | Medios
Producto 2 0.0696 0.0348 9.7157 4.1028
Dia 5 0.0128 0.0026 0.7134 3.3258
Error 10 0.0358 0.0036
Total 17 0.1182

En la tabla 42 se muestra el analisis de variancia para la Kl en él se demuestra que el

factor dia no afecta al resultado de los ensayos, ya que F de tablas es mayor que F

de calculada.

En la grafica nimero 10 se muestran el promedio y los intervalos de confianza de las

constantes de liberacion de cada uno de los productos.
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Grafico 10. Intervalos de confianza de las constantes de
liberacion para cada producto de las tabletas de acetaminofén.
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Tabla 43. Andlisis de variancia para la Cmax.
Fuente de o] Sumade Cuadros F calculada | F Tablas
Variacioén Cuadrados Medios
Producto 2 23233.7317 | 11616.8658 8.2332 4.1028
Dia 5 5908.6047 | 1181.7209 0.8375 3.3258
Error 10 14109.6167 | 1410.9616
Total 17 43251.9531
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Grafico 11. Intervalos de confianza de las concentraciones
maximas para cada producto de las tabletas de acetaminofén.

Tabla 44. Analisis de variancia para la tmax.

Fuente de gl Sumade Cuadros F Calculada | F Tablas
Variacion Cuadrados Medios
Producto 2 448.7777 224.3888 11.1883 4.1028
Dia 5 16.9444 3.3888 0.1689 3.3258
Error 10 200.5555 20.0555
Total 17 666.2777
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Grafico 12. Intervalos de confianza de los tiempos maximos para
cada producto de las tabletas de acetaminofén.

En las tablas 43 y 44 se encuentran el andlisis de variancia para los parametros de
Cmax. y tmax, en ellas se observa que en ambos parametros el factor dia no afecta

al resultado de los ensayos ya que F de tablas es mayor a F calculada.

En las graficas 11 y 12 se muestran los promedios y los intervalos de confianza de

las Cmax. y tmax. de cada uno de los productos.

Tabla 45. Andlisis de variancia para el ABCo-».

Fuente de | gl Sumade Cuadros | F Calculada | F Tablas
Variacion Cuadrados Medios
Producto 2 | 70186.7792 | 35093.3896 0.0420 4.1028
Dia 5 | 3473025.49 | 694605.098 0.8303 3.3258
Error 10 | 8365345.2 | 836534.52
Total 17 | 11908557.5

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacidn sobre la eficacia de medicamentos en | 93
farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.



Tesis de Francisco Avila Garcia | FES Cuautitlan

En la tabla 45 se muestra el andlisis de variancia del ABCo--, en este analisis se
muestra que el factor dia no afecta al resultado de los ensayos ya que la F de tablas

es mayor a F calculada.

En la grafica 13 se muestran el promedio y los intervalos de confianza de las

constantes de liberacion de cada uno de los productos.
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Grafico 13. Intervalos de confianza de las areas bajo la curva
para cada producto de las tabletas de acetaminofén.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS.

Los trabajos de investigacion requieren de resultados confiables La confiabilidad de
los resultados del presente trabajo, se midié6 mediante la evaluacion de desempefio
del método analitico utilizado en los estudios de disolucion. Para métodos analiticos
espectrofotométricos esta establecido que el método es confiable si es preciso,
exacto y lineal con un coeficiente de variacion menor al 3%. En la tabla 20 se puede
apreciar que el coeficiente de variacion obtenido para la precision y exactitud fue de
0.5394%, mientras que en la tabla 23 se muestra que el coeficiente de variacion para
la linealidad fue de 0.9514%, Al evaluar los limites de deteccion y cuantificacion se
demostré que las muestras que se obtenian al final de los perfiles de disolucion son
consideradas como detectables pero no cuantificables solo si la concentracion es
menor a 0.89 pug/ml. Los resultados anteriores demuestran que la estimacion a través

de Minimos Cuadrados Parciales es mas precisa y por ende confiable.

Las evaluaciones aplicadas al método analitico tienen como finalidad, proporcionar
datos sobre el desempefio global y sobre la influencia de factores individuales que

pueden afectar a la estimacion del resultado analitico y a la incertidumbre analitica.

En general, el uso de la palabra incertidumbre se relaciona con el concepto duda,
pero la incertidumbre de la medicidbn no implica duda acerca de la validez de un
mesurando sino por lo contrario, el conocimiento de la incertidumbre implica el
incremento de la confianza en la validez del resultado de una medicién. En las tablas
39, 40, y 41 se aprecian los resultados de la medicién de la incertidumbre de las
concentraciones de cada ensayo de disolucién para los productos A, B 'y C

respectivamente, todos con un valor menor a £ 0.1 pg/ml.

Con lo descrito anteriormente se demuestra que el grado de confiabilidad de los
resultados obtenidos en el presente trabajo es mayor al de otros estudios con

métodos analiticos espectrofotométricos.

Los resultados obtenidos para el presente trabajo se pueden discutir en tres

aspectos:
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1. El efecto de primer paso como tal.
2. El efecto de la velocidad de liberacion de una forma de dosificacion sélida, y

3. La probable afectacidon de la eficacia del medicamento.

En la evaluacion del efecto de la velocidad de liberacion sobre el efecto de primer
paso se tomaron en cuenta la forma de dosificacion sélida y el medio de disolucion.
La forma de dosificacién sélida que se eligio fue la tableta, de la cual se modificaron
dos factores: proceso de manufactura y formulacion para asi obtener diferentes
velocidades de disolucion. Por otro lado en el medio de disolucion se tomo en cuenta
el poder discriminativo. En el proceso de manufactura se modifico la fuerza de
compresién a 2 y 4 toneladas en los productos A y B respectivamente, y la
formulacién se modificd en el producto C, pues en comparacion de los productos A 'y
B que solo contenian Acetaminofén DC 90, al producto C se le agrego HPMC y se

comprimi6 a 4 toneladas.

El medio diferenciador en este caso es el HCI 0.1N, ya que el acetaminofén es un
acido con un pka de 9.5, y por lo tanto se establece que en dicho medio predomina
la especie no ionizada y con ello una baja solubilidad, propiedad que se ve reflejada

en los ensayos de disolucion.

En la tabla 42 y la gréfica 10 se muestra la diferencia estadistica que existe en la
constante de liberacién (KI) entre los productos. La diferencia de la constantes de
liberacion entre el producto A y B es debida a la fuerza de compresién, mientras que
entre los productos B y C la formulacion es la responsable de la diferencia.

La diferencia de las constantes de liberacion entre productos se ve reflejada
también sobre algunos parametros cinéticos de los perfiles de disolucién de los
productos elaborados. Dentro de los parametros cinéticos podemos mencionar a las

constantes aparentes de entrada y salida, y el tiempo de vida media.

La relacion que existe entre la constantes de liberacién y las constantes de entrada y
de salida es directamente proporcional es decir mientras mas pequefia es la

constante de liberacion, el valor de las constantes aparentes de entrada y de salida
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es pequefio, mientras que la afectacion a los tiempos de vida media se da de una
manera inversa, es decir, mientras mas pequefias son las constantes de entraday

de salida, los tiempos de vida media de salida se incrementan.

La relacion mencionada anteriormente da como consecuencia que se obtengan
perfiles de disolucion diferentes entre productos y con ello un efecto sobre

parametros cinéticos importantes como la Cméax y el tméax.

En las tablas 43 y 44 se muestra que hay diferencia estadistica entre la Cméx y
tmax respectivamente entre productos. De los tres productos, el producto A, fue el
que obtuvo la constante de liberacion mas grande con un valor promedio de
0.1971 minty con ello valores de tmax cortos y Cmax mayores, con promedio de 16
minutos y 262.90 ug/ml respectivamente. Caso contrario con el producto C, pues su
constante de liberacion fue la mas pequefia, con un valor promedio de 0.0485 min,
y por ende valores de tmax largos y Cméax menores, con promedios de 28 min. y
181.77 pg/ml respectivamente. Mientras que el producto B cae en un caso intermedio
de los productos Ay C con valores promedio de constantes de liberacion tmax y

Cmax de 0.0939 min't, 23 min. y 251.87 pg/ml respectivamente.

La influencia de la velocidad de disolucién sobre efecto de primer paso se demuestra
mediante el analisis del ABCo--. EI ABCo-- €s un parametro en el cual se ve reflejada

la cantidad que entra al dispositivo B del SIPROCIN. En la tabla 45 se muestra que
no hay diferencia estadistica de las ABCo-., entre productos, todas tienen un valor
promedio de 147 min*ug/ml aproximadamente. Cada producto tiene una constante

de liberacion diferente con lo que se establece que no importa la velocidad de

liberacion, la cantidad que entra al compartimento B o central siempre es la misma.
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7. CONCLUSIONES.

pe|

El método analitico utilizado en este trabajo es mas confiable que la mayoria
de los métodos espectrofotométricos debido a la estimacién con Minimos
Cuadrados Parciales, por lo cual los resultados obtenidos de las
concentraciones cuantificadas en los estudios de disolucion tienen un grado
alto de veracidad, esto se corrobora con el resultado de la incertidumbre

analitica.

|

Los tres productos de tabletas de Acetaminofén de 300mg tienen constantes
de liberacion diferentes entre si, con valores de 0.1971, 0.0939 y 0.0485 min

correspondientes al producto A, B y C respectivamente.

|

No existe influencia de la velocidad de liberacion sobre la magnitud del efecto

de primer paso hepético, las ABCo-.. de los perfiles de disolucion de los tres

productos no muestran diferencia estadistica.
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9. ANEXOS.

ANEXO 1 Monografia de Acetaminofén®3,

Propiedades Fisicoquimicas.

Nombre IUPAC

N-(4-hidroxifenil)acetamida

Formula Quimica CsHoNO2
Peso Molecular 151.16 g/mol
Punto de fusién 169-171°C

Solubilidad 14.3 mg/ml a 20°C
14.7 mg/ml a 25°C
23.7 mg/ml a 37°C

pKa 9.5

Log P 0.5

Clasificacién
Biofarmaceutica

Polimorfismo

Hay tres formas polimérficas. Para compresion directa
se utiliza el acetaminofén ortorrombico.

Estabilidad

En estado sdlido es muy estable a temperaturas por
debajo de 50°C, es sensible a la humedad, ya que si
esta es alta se puede producir hidrolisis En estado
liquido se produce una descomposicion por hidrolisis
gue es de primer orden.

OH

Ultraviolet Spectrum Aqueous acid—245nm (A} = 668a); aqueous alkali—
257 nm (A} =715a)

Absorbance

1 | M ] I 1
200 225 250 275 300 325 350 375 400

Wavelength

Figura 7. Estructura quimica del Acetaminofén y Espectro ultravioleta del

Acetaminofén en medio acido y Alcalino!!
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Farmacocinética:
Absorcion

La farmacocinética de paracetamol es lineal hasta 2 g después de la administracidn
intravenosa de una sola dosis y después de la administracion repetida durante 24

horas.

La biodisponibilidad de paracetamol después de la perfusion de 1 g de paracetamol
es similar a la observada después de la perfusion de 2 g de propacetamol (que
contiene 1 g de paracetamol). La concentracion méaxima en plasma (Cmax) de
paracetamol observada después de la perfusion intravenosa de 1 g de paracetamol

durante 15 minutos es de aproximadamente 30ug/ml.
Distribucion

El volumen de distribucién de paracetamol es de aproximadamente 1 I/kg, El
paracetamol no se une extensivamente a proteinas plasmaticas. Después de la
perfusiéon de 1 g de paracetamol, se observaron concentraciones significativas de
paracetamol (aproximadamente 1,5 pg/ml) en el liquido cefalorraquideo transcurridos

20 minutos desde la perfusion.
Biotransformacion

El paracetamol se metaboliza principalmente en el higado siguiendo dos rutas
hepaticas principales: conjugacion con acido glucurdnico y conjugacion con acido
sulfurico. Esta ultima ruta se puede saturar rapidamente a posologias que exceden

las dosis terapéuticas.

Una pequefa fraccion (menor del 4%) se metaboliza por el citocromo P450
produciendo un intermedio reactivo (N-acetil benzoquinona imina) que, en
condiciones normales de uso, se detoxifica rapidamente por el glutation reducido y se
elimina en la orina después de la conjugacién con cisteina y con acido mercapturico.
Sin embargo, durante sobredosis masiva, aumenta la cantidad de este metabolito

toxico.
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Eliminacion

Los productos de biotransformacion del paracetamol se excretan principalmente por
la orina. ElI 90% de la dosis administrada se excreta en 24 horas, principalmente en
forma glucuroconjugada (60-80%) y sulfoconjugada (20-30%). Menos de un 5% se

elimina de forma inalterada.

La vida media en plasma es de 2,7 horas y el aclaramiento corporal total es de 18 I/h.
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ANEXO 2. Protocolo del Método Analitico.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE Fecha de inicio:
MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN Fecha de finalizacion:

PROYECTO DE TESIS

Protocolo del Desarrollo Método Analitico para Realizar los Perfiles | LEM- FARMACIA
de Disolucion de Tabletas de 300mg de Acetaminofén, elaboradas | DOCUMENTO:
en el LEM- Farmacia. MET-PER-APAP-1.

OBJETIVO

Desarrollar un método que permita determinar las concentraciones de las muestras
obtenidas en los perfiles de disolucion realizados con el SIPROCIN, de Tabletas de
300mg de Acetaminofén Elaboradas en el LEM- Farmacia, a través del razonamiento

analitico, con la finalidad de encontrar, las condiciones iddneas del analisis.
ALCANCE:

Este documento deberd efectuarse al realizar el andlisis de las muestras obtenidas
del perfil de disolucion de tabletas de 300mg de Acetaminofén elaboradas en el

LEM-Farmacia.

MATERIALES Y EQUIPO A UTILIZAR

Numero Nombre Cantidad | Denominacion
1 Pipeta Volumétrica de 3ml 1 Material
2 Matraz Volumétrico de 25ml 19 Material
3 Micro espatula 1 Material
4 Vaso precipitado de 100ml| 1 Material
5 Matraz Volumétrico de 100mi 1 Material
6 Piseta 1 Material
7 Probeta de 50ml 1 Material
8 Barra Magnética 1 Material
9 Pipeta volumétrica de 0.5ml 1 Material
10 Pipeta volumétrica de 2ml 1 Material
11 Pipeta volumétrica de 4ml 1 Material
12 Pipeta volumétrica de 6ml 1 Material
13 Pipeta volumétrica de 8ml 1 Material
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14 Pipeta volumétrica de 10ml 1 Material
15 Celdas de cuarzo 2 Material
16 Matraz Volumétrico de 50ml 18 Material
16 Espectrofotémetro 1 Equipo
17 Balanza Analitica 1 Equipo
18 Agitador plano 1 Equipo
19 NaOH 0.1N 1L Reactivo
20 Acetaminofén SR Reactivo
21 MCP ISHEJA Software

PROCEDIMIENTO.

1. Tomar una alicuota de 3ml de las muestra proveniente del perfil de disolucién

con una pipeta volumétrica clase A.

2. Transferir el contenido de la pipeta en un matraz volumétrico de 25ml de clase
A.

3. Llevar a la marca de aforo con NaOH 0.1N, y etiquetar como solucion A.

4. Agitar por inversion 10 veces

5. Transferir manualmente una muestra de la solucibn A contenida en el
matraz a una de las celdas cuarzo. Esta muestra debe ocupar % partes del
volumen total de la celda de cuarzo

6. Colocar la celda que contiene la solucién de analisis en el espectrofotometro.

7. Determinar la absorbancia de la muestra a las longitudes de onda de 296,

287, 278.5, 273.6, 269, 256, 246, 240, 231 y 224 nm. Usar una mezcla de 3ml
de HCI 0.1N en 25ml de NaOH 0.1N como blanco.
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Repetir del paso 1 al 7 para obtener el resultado para todos los tiempos

evaluados en el perfil en el medio de disolucion HCI pH 1.2.

Enjuagar perfectamente la celda de cuarzo con el medio de solucion NaOH
0.1N cada vez que se realice el procedimiento de andlisis para cada tiempo.

10.Determinar la concentracion de Acetaminofén en la muestra, utilizado el

programa MCP ISHEJA. Ver Adjunto 1

11.Registrar los resultados obtenidos.

ADJUNTO 1. Manejo del programa MCP ISHEJA.

Preparacién de la Calibracion.

1.

Pesar aproximadamente bien conocidos 18.5 mg de Acetaminofén sustancia
de referencia en un vaso de precipitados de 100ml sobre una balanza
analitica.

Disolver la sustancia de referencia en 20ml de NaOH 0.1N

Transvasar cuidadosamente a un matraz volumétrico de 100 ml.

Enjuagar el vaso de precipitado tres veces con 15 ml de NaOH 0.1N vertiendo

el contenido al matraz

Llevar a la marca de aforo con NaOH 0.1N

Homogenizar la soluciébn con movimientos suaves de inversion e identificar el

matraz como solucion stock.
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7. Tomar tres alicuotas de 1militro de la solucibn stock con una pipeta
volumétrica y transferirla correspondientemente a un matraz volumétrico de
25ml.

8. Llevar a la marca de aforo a cada matraz con NaOH 0.1N, homogenizando las

soluciones con movimientos de inversion.

9. De manera aleatoria, repetir los pasos 7 y 8 utilizando 2, 4, 6, 8 y 10 ml de la
solucién stock, para obtener un total de 18 soluciones.

10.Determinar la absorbancia de la muestra a las longitudes de onda de 296,
287, 278.5, 273.6, 269, 256, 246, 240, 231 y 224 nm. Usar una mezcla de 3ml
de HCI 0.1N en 25ml de NaOH 0.1N como blanco.

11.Registrar las absorbancia.

Prediccion de la Concentraciones de las Muestras.

1. Abrir MCP ISHEJA. Del menu de inicio seleccionar la opcion de PRESS.

2. Introducir en los espacios correspondientes el nUmero de concentraciones de
la curva de calibracién, numero de longitudes de onda a las cuales se
determind la absorbancia, y el nimero de analitos a determinar. Oprimir el

boton de siguiente.
3. Introducir el nombre del analito. Oprimir el boton de siguiente.
4. Introducir en los espacios correspondientes que asigna el programa, el valor

de las concentraciones reales de cada una de las soluciones que componen

la curva de calibracion y las absorbancias obtenidas a cada longitud de onda
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para cada una de ellas en un orden de menor a mayor. Oprimir el boton de

siguiente,

5. Realizar una gréfica de los valores que arroja el programa, en donde el valor

de “h” representa el eje de las “X” y los valores que PRESS en el eje de las

“y N

y.

6. Seleccionar el valor numero de factores “optimo”, el cual es aquel valor
asignado para el analito se mantiene constante en la gréfica. Oprimir el botén

de inicio.

7. Seleccionar la opcion de linealidad del menu de inicio. Introducir en los
espacios correspondientes que asigna el programa, el valor de nimero de
factores Optimo que se selecciond del andlisis PRESS. Oprimir el boton de

siguiente.

8. Automaticamente el programa se llena con los datos proporcionados de la
curva de calibracion. No realizar modificaciones y oprimir el botén de

siguiente.

9. Verificar que el analisis de la regresion cumpla con los parametros
estadisticos establecidos. Y oprimir el botén de inicio. De no cumplir con los
pardmetros estadisticos, realizar nuevamente el analisis de PRESS los cuales
comprende desde el paso 1 al 6 de: Prediccion de la Calibracion de este
adjunto.

10. Seleccionar la opcion de outliers del menu de inicio. Introducir en los espacios
correspondientes que asigna el programa, el valor de numero de factores

optimo que se selecciono del analisis PRESS. Oprimir el boton de siguiente.
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11.Automaticamente el programa se llena con los datos proporcionados de la
curva de calibracion. No realizar modificaciones y oprimir el boton de

siguiente.

12.Verificar que el analisis de outliers en ningun valor de concentracion de un
valor mas alla del 2% de error. Y oprimir el boton de inicio. En caso de que
en alguna concentracion rebase el valor de error, realizar nuevamente el
analisis de PRESS los cuales comprende desde el paso 1 al 6 de: Prediccion
de la Calibracién de este adjunto.

13.Seleccionar la opcién de prediccion del menu de inicio. Introducir en los
espacios correspondientes que asigna el programa, el valor de nimero de
factores Optimo que se seleccion6 del andlisis PRESS y el nimero de
muestras a determinar, que en este primer caso es numero de soluciones que

comprende la curva de calibracion. Oprimir el botdn de siguiente.

14.Introducir en los espacios correspondientes que asigna el programa, el valor
de las absorbancias de cada una de las soluciones que componen la curva de
calibracion obtenidas a cada longitud de onda para cada una de ellas en un

orden de menor a mayor. Oprimir el botén de siguiente,

15.Registrar las concentraciones de la curva de calibracion estimadas por el

programa de MCP ISHEJA. Oprimir el botdn de inicio.

16.Seleccionar la opcion de prediccion del menu de inicio. Introducir en los
espacios correspondientes que asigna el programa, el valor de niumero de
factores Optimo que se seleccioné del andlisis PRESS y el numero de
muestras a determinar que en este segundo caso es el niamero de las

muestras problema. Oprimir el botdn de siguiente.
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17.Introducir en los espacios correspondientes que asigna el programa, el valor

de las absorbancias de cada una de las muestras problema obtenidas a cada

longitud de onda para cada una de ellas en un orden de menor a mayor.

Oprimir el boton de siguiente,

18.Registrar las concentraciones de las muestra problema estimadas por el

programa de MCP ISHEJA. Oprimir el boton de Finalizar.

Elaborado por:
Francisco Avila Garcia

Verificado por:
Q.F.B. José Antonio Gardufio Rosas

Aprobado por:
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ANEXO 3. Resultados Farmacotecnicos de Tabletas.

Resultados de masa, didmetro y espesor de tabletas de acetaminofén

PRODUCTO A PRODUCTO B PRODUCTO C
Tableta M D E M D E M D E
(mg) (mm) | (mm) | (mg) (mm) | (mm) | (mg) (mm) | (mm)
1 328 11.11 2.97 337 11.11 2.94 348 11.11 3.07
2 339 11.11 3.06 338 11.13 2.85 351 11.09 2.98
3 328 11.11 3.06 332 11.13 2.99 349 11.08 2.97
4 328 11.11 3.06 338 11.11 2.85 352 11.08 3.01
5 336 11.11 3.06 329 11.11 2.89 353 11.08 3.06
6 339 11.07 3.06 334 11.11 2.88 351 11.08 3.01
7 338 11.14 3.05 335 111 2.87 353 11.09 2.98
8 328 11.13 2.94 335 111 2.87 349 11.08 3.04
9 330 11.09 2.97 337 11.1 2.95 355 11.11 3.04
10 328 11.13 3.02 331 11.11 2.95 348 111 3.02
11 335 11.12 3.09 339 111 2.96 347 11.09 3.05
12 327 11.13 3.02 331 11.09 2.85 352 11.09 2.93
13 335 11.13 2.92 336 11.11 2.87 355 11.09 3.02
14 328 11.13 2.97 338 111 2.83 350 11.09 3.07
15 327 11.12 3.01 336 11.09 2.8 347 111 2.98
16 329 11.14 3.09 334 111 2.83 347 11.09 3.03
17 329 11.12 3.02 327 11.11 2.88 355 111 3.01
18 337 11.14 3.06 335 11.1 2.97 351 11.09 2.99
19 329 11.12 2.95 335 111 291 352 111 3.04
20 331 11.13 3.07 338 111 2.97 352 11.09 3.02
Promedio | 331.45 | 11.1195 | 3.0225 | 334.75 | 11.1055 | 2.8955 | 350.85 | 11.0915 | 3.016
Desvest | 4.3826 | 0.0173 | 0.0521 | 3.2747 | 0.0105 | 0.0555 | 2.6611 | 0.0093 | 0.0363
Ccv 1.3222 | 0.1556 | 1.7237 | 0.9782 | 0.0945 | 1.9195 | 0.7584 | 0.0841 | 1.2046
*M: Masa, D: Diametro, E: Espesor
Resultados de Friabilidad de Tabletas de Acetaminofén
Friabilidad % PRODUCTO A | PRODUCTO B PRODUCTO C
Peso inicial 3.339 3.332 3.501
peso final 3.313 3.305 3.479
Peso perdido 0.026 0.027 0.022
% 1.1115 1.1578 0.6283
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Resultados de Dureza de las Tabletas de Acetaminofén.
Tableta PRODUCTO A PRODUCTO B PRODUCTO C
(Kp) (Kp) (Kp)
1 8.4 11.3 12.3
2 8.4 11.4 12.2
3 8 115 12.4
4 8.4 11 12.3
5 8.3 11.5 12.6
6 8.3 11.3 12.2
7 8.2 11.5 12.6
8 8.3 11.3 12.7
9 8.4 11.2 12.6
10 8.4 11.2 12
Promedio 8.31 11.32 12.39
Desvest 0.1286 0.1619 0.2282
Cv 1.5483 1.4305 1.8424
Resultados de Desintegracion de las tabletas de Acetaminofén.
Tableta | PRODUCTO A PRODUCTO B PRODUCTO C
Peso | Tiempo | Peso | Tiempo |Peso| Tiempo
1 328 56s 337 4 min 348 23min
2 339 53s 338 4 min 351 22 min
3 328 57s 332 5 min 349 26 min
4 328 55s 338 5 min 352 25min
5 336 55s 329 6 min 353 29 min
6 339 59s 334 4min 351 26 min
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ANEXO 4. Resultados de los Ensayos de la Evaluacion de la Exactitud y

Precision del Método.

Concentracién Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
Tiempo | de muestrano | Concentracion de | Concentraciéon de | Concentracion de
adicionada muestra muestra muestra
(ug/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 8.9390 14.3858 14.4107 14.2419
2 19.2532 25.1827 24.8347 25.0597
3 22.6450 27.3789 27.4273 27.0833
Pendiente 0.9710 0.9639 0.9630
Intercepto 5.8604 5.8896 5.8087
R? 0.9934 0.9974 0.9914
Cantidad Adicionada 6.0351 6.1099 6.0316
Tiempo | Concentracion Ensayo 4 Ensayo 5 Ensayo 6
de muestrano | Concentracion de | Concentracion de | Concentracién de
adicionada muestra muestra muestra no
(ug/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 8.9390 14.3099 14.2759 14.3034
2 19.2532 24.9446 24.9878 24.8530
3 22.6450 27.2298 27.1095 27.2050
Pendiente 0.9632 0.9602 0.9603
Intercepto 5.8377 5.8529 5.8467
R? 0.9946 0.9927 0.9953
Cantidad Adicionada 6.0602 6.0954 6.0882
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ANEXO 5. Resultados de los Ensayos de la Evaluacion de la Linealidad del

Método.
Disefio de Bloques al Azar
Tratamiento/Bloque Dia 1 Dia 2 Dia 3
Con1l 2.007 2.015 2.070
Con 2 4.087 4.062 4.055
Con 3 6.138 6.156 6.134
Con4 8.187 8.128 8.117
Con5 10.148 10.266 10.211
Dia 1
Concentracion ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
Tiempo | de muestrano | Concentracion de | Concentracién de | Concentracion de
adicionada muestra muestra muestra
(Mg/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 13.7542 15.8158 17.8522 19.8263
2 16.4544 18.4740 20.5220 22.5221
3 23.3066 25.3899 27.3901 29.3178
Pendiente 1.0020 0.9998 0.9968
Intercepto 2.0112 4.0860 6.1180
R? 0.9999 0.9999 0.9999
Cantidad Adicionada 2.0071 4.0866 6.1376
Tiempo | Concentracion ENSAYO 4 Ensayo 5
de muestrano | Concentracion de | Concentracion de
adicionada muestra muestra
(ug/ml) adicionada (pg/ml) | adicionada (pg/ml)
1 13.7542 21.8380 23.8527
2 16.4544 24.5701 26.6819
3 23.3066 31.3324 33.4630
Pendiente 0.9961 1.00042
Intercepto 8.1556 10.1518
R2 0.9999 0.9999
Cantidad Adicionada 8.1868 10.1475
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Dia 2
Concentracién ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
Tiempo | de muestrano | Concentracion de | Concentracion de | Concentracion de
adicionada muestra muestra muestra
(Mg/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 12.4448 14.4503 16.6643 18.7420
2 22.1873 24.1021 26.3750 28.4059
3 27.6917 29.6670 31.9112 33.9678
Pendiente 0.9978 0.9998 0.9984
Intercepto 2.0107 4.0609 6.1463
R? 0.9999 0.9999 0.9999
Cantidad Adicionada 2.0149 4.0616 6.1559
Tiempo | Concentracion ENSAYO 4 Ensayo 5
de muestrano | Concentracion de | Concentracion de
adicionada muestra muestra
(ug/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 12.4448 20.7592 22.7719
2 22.1873 30.5366 32.5493
3 29.6917 35.0380 37.9598
Pendiente 1.0019 0.9969
Intercepto 8.1437 10.2342
R? 0.9999 0.9999
Cantidad Adicionada 8.1280 10.2659
Dia 3
Concentracion ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
Tiempo | de muestrano | Concentracion de | Concentracion de | Concentracion de
adicionada muestra muestra muestra
(ng/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 2.3732 4.4526 6.4550 8.5293
2 21.4026 23.5396 25.3979 27.5155
3 24.0503 26.1729 28.2617 30.2928
Pendiente 1.0023 1.0020 1.0016
Intercepto 2.0751 4.0631 6.1440
R? 0.9999 0.9999 0.9999
Cantidad Adicionada 2.0701 4.0547 6.1338
Tiempo | Concentracién ENSAYO 4 Ensayo 5
de muestrano | Concentracion de | Concentracion de
adicionada muestra muestra
(ng/ml) adicionada (ug/ml) | adicionada (ug/ml)
1 2.3732 10.4884 12.5772
2 21.4026 29.5034 31.4625
3 24.0503 32.1655 34.2975
Pendiente 0.9997 0.9984
Intercepto 8.1149 10.1952
R? 0.9999 0.9999
Cantidad Adicionada 8.1171 10.2111

Estudio In vitro de la influencia de la velocidad de liberacidon sobre la eficacia de medicamentos en

farmacos que sufren efecto de primer paso hepatico.

117




Tesis de Francisco Avila Garcia

FES Cuautitlan

ANEXO 6. Resultados de los Ensayos. Valoracion de la Precision y Exactitud

para los Limites de Deteccién y Cuantificacion.

Resultados de los Ensayos. Valoracion de la Precision y Exactitud para los

Limites de Deteccion y Cuantificacidon para las Tabletas de los Producto Ay B.

Concentracion 1 Concentracion 2
Ensayo Csncentracién Concgntracién % Concentracion Concgntracién %
eal (ug/ml) Estimada Recuperado real (ug/ml) Estimada Recuperado
(ng/ml) (ng/ml)
1 0.8976 0.8775 97.7606 1.79 1.8037 100.7653
2 0.8976 0.8817 98.2286 1.79 1.8178 101.5530
3 0.8976 0.9233 102.8631 1.79 1.7937 100.2067
4 0.8976 0.8804 98.0837 1.79 1.8409 102.8435
5 0.8976 0.9190 102.3841 1.79 1.7794 99.4078
6 0.8976 0.8789 97.9166 1.79 1.8120 101.2290
Promedio 0.8935 99.5395 Promedio 1.8079 101.0009
Desvest 0.0215 2.3989 Desvest 0.0211 1.1812
Ccv 2.4100 2.4100 cv 1.1695 1.1695
Concentracion 3 Concentracién 4
Concentracién | Concentracion % Concentracion Concentracion %
Ensayo | Real (ug/mi) Estimada Recuperado | real (ug/ml) Estimada Recuperado
(Hg/ml) (Hg/ml)
1 3.59 3.6032 100.3676 7.18 7.1892 100.1281
2 3.59 3.6132 100.6462 7.18 7.1348 99.3704
3 3.59 3.6003 100.2869 7.18 7.1921 100.1685
4 3.59 3.5846 99.8495 7.18 7.1792 99.9888
5 3.59 3.5975 100.2089 7.18 7.1692 99.8495
6 3.59 3.5101 97.7743 7.18 7.0704 98.4735
Promedio 3.5848 99.8556 Promedio 7.1558 99.6631
Desvest 0.0377 1.0516 Desvest 0.0466 0.6501
CcVv 1.0531 1.0531 CVv 0.6523 0.6523
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Resultados de los Ensayos. Valoracion de la Precision y Exactitud para los

Limites de Deteccidon y Cuantificacién para las Tabletas del Producto C.

Concentracion 1 Concentracion 2
Ensayo Clgncentracién Concgntracién % Concentracion Concgntracién %
eal (ug/ml) Estimada Recuperado real (ug/ml) Estimada Recuperado
(ng/ml) (ng/ml)

1 0.8976 0.8775 97.7657 1.79 1.8038 100.7689
2 0.8976 0.8718 97.1254 1.79 1.7379 97.0877
3 0.8976 0.9234 102.8693 1.79 1.7937 100.2091
4 0.8976 0.8804 98.0847 1.79 1.8410 102.8482
5 0.8976 0.9191 102.3908 1.79 1.7794 99.4093
6 0.8976 0.8790 97.9252 1.79 1.7321 96.7678
Promedio 0.8919 99.3602 Promedio 1.7813 99.5152
Desvest 0.0229 2.5581 Desvest 0.0412 2.3071

Ccv 2.5746 2.5746 Ccv 2.3183 2.3183

Concentracion 3 Concentracion 4
e Concentracion Conce_ntracién % Concentracion Concgntracién %
Real (ug/ml) Estimada Recuperado real (ug/ml) Estimada Recuperado
(Hg/ml) (Hg/ml)

1 3.59 3.6032 100.3686 7.18 7.1893 100.1293
2 3.59 3.6133 100.6477 7.18 7.1349 99.3717
3 3.59 3.6004 100.2888 7.18 7.1922 100.1692
4 3.59 3.5846 99.8502 7.18 7.1793 99.9897
5 3.59 3.5975 100.2091 7.18 7.1692 99.8502
6 3.59 3.5102 97.7766 7.18 7.0705 98.4744
Promedio 3.5849 99.8568 Promedio 7.1559 99.6641
Desvest 0.0377 1.0512 Desvest 0.0466 0.6500

CV 1.0527 1.0527 CcVv 0.6522 0.6522
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Anexo 7. Protocolo de Montaje Experimental.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE | Fecha de inicio:
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

CUAUTITLAN Fecha de finalizacion:

PROYECTO DE TESIS

Protocolo del Montaje del SIPROCIN para la Elaboracién de los | LEM- FARMACIA.
Perfiles de Disolucién de Tabletas de Acetaminofén de 300mg DOCUMENTO:
con Efecto de Primer Paso Hepatico MONT-SIPROCIN -1

Objetivo

Describir el Procedimiento de Montaje del SIPROCIN para la elaboracion de las
Tabletas de Acetaminofén de 300mg elaboradas en el LEDEFAR.

Alcance

El presente documento debera efectuarse en el momento de elaborar los perfiles de
disolucidén de las tabletas de Acetaminofén de 300mg elaboradas en el LEDEFAR

Materiales y Equipo a Utilizar

Numero Nombre Cantidad Denominacion
1 SIPROCIN (Dispositivos A, B y Red)* 1 Material
2 Soportes Universales 2 Material
3 Llaves de 3 dedos 2 Material
4 Nueces 2 Material
5 Aros Metalicos 2 Material
6 Manguera Tygon® de 2 metros Aprox. 3 Material
7 Termometro 1 Material
8 Cronometro 1 Material
9 Vasos Precipitados de 2L 3 Material
10 Vasos Precipitados de 1L 1 Material
11 Barras Magnéticas 2 Material
12 Jeringa de 5ml 1 Material
13 Tubos de Ensaye 15 Material
14 Gradilla 1 Material
15 Agitadores Magnéticos Planos 2 Equipo
16 Bombas Peristéalticas Masterflex® 2 Equipo
17 Bafio Maria 1 Equipo
18 Tabletas de Acetaminofén de 300mg 1 Reactivo
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Procedimiento

1.

Verificar que se cuenta con el equipo y material necesario para llevar acabo el
montaje.

Realizar el presente montaje en un lugar donde haya contactos de energia
eléctrica suficientes para conectar los equipos.

Etiquetar los soportes universales como “A” y “B”.

Montar en cada uno de los soportes universales 1 aro metalico a una distancia
de 15 cm aproximadamente de la base del soporte universal.

Verificar que el soporte universal y el aro metélico queden rigidos ante
movimientos.

Colocar un agitador magnético plano sobre cada aro y conectar el agitador
magnético plano a una fuente de energia.

En el soporte universal “A”, montar una llave de nuez con una separacion de
10 cm del aro metalico y el agitador magnético.

En el mismo soporte universal “A”, colocar la segunda llave de nuez con una
separaciéon de 5 cm de la primera llave de nuez.

En cada una de las llaves de nuez que se encuentran en el soporte universal
“A”, colocar una llave de 3 dedos.

10. Colocar el Dispositivo “A” del SIPROCIN en soporte universal “A” el cual sera

sujetado por las llaves de tres dedos.

11.Colocar una barra magnética dentro del dispositivo “A” del SIPROCIN.

12.Colocar dentro del dispositivo “A” la red que forma parte del simulador a una

distancia no mayor de 1cm entre la barra magnética la base de la red.

13.En el soporte universal “B” colocar sobre el agitador magnético plano el

dispositivo B del SIPROCIN.

14.Colocar una barra magnética dentro del dispositivo B del SIPROCIN.
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15.Unir el dispositivo A y B, colocando el vastago del dispositivo A dentro del
dispositivo B, observar la figura 2.

16.Llenar con medio de disolucién 2 vasos de precipitados dos litros, y colocarlos
dentro de un Bafio Maria a una temperatura aproximada de 60°C £1°C.

17.Montar una manguera Tygon® en una de las bombas peristalticas.

18.Colocar el extremo de entrada de la manguera dentro del medio de disolucién
gue se encuentra en Bafio Maria.

19.Encender la Bomba peristaltica y fijar un flujo a 15ml/min £1ml/min.

20.Una vez fijado el flujo colocar el otro extremo de salida de manguera en el
dispositivo A del SIPROCIN

21. Montar dos mangueras Tygon® en una segunda bomba peristaltica.

22. Colocar el extremo de entrada de una de las dos mangueras dentro del
medio de disolucion que se encuentra en Bafio Maria.

23.Encender la Bomba peristéltica y fijar un flujo a 7.5ml/min +1ml/min.

24.Una vez fijado el flujo colocar el otro extremo de salida de manguera en el
dispositivo B del SIPROCIN.

25.Colocar el extremo de entrada de la segunda manguera en el dispositivo A del
SIPROCIN y el extremo de salida en un vaso precipitado de 1L.

26.Llenar el SIPROCIN con medio de disolucion hasta el nivel del vastago del
dispositivo B

27.El montaje final del SIPROCIN se puede observar en el anexo 1 en la figura 3.

28.Colocar una tableta de Acetaminofén de 300 mg dentro de la Red del
SIPROCIN

29.Tomar una muestra de 5ml del dispositivo B del SIPROCIN a los minutos 3, 6,
9,12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100, 120.
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30.Depositar los 5ml de muestra en un tubo en ensaye.

31.Para determinar la cantidad disuelta del Acetaminofén seguir el método
analitico del documento MET-PER-APAP-1.

Elaborado por: Verificado por: Aprobado por:
Francisco Avila Garcia Q.F.B. José Antonio Gardufio
Rosas
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Anexo 8. Protocolo de Elaboracién de los Perfiles de Disolucién

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE

MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

CUAUTITLAN

PROYECTO DE TESIS

Fecha de inicio:

Fecha de finalizacion:

Protocolo de Elaboracién de los perfiles de disolucién de las
tabletas de 300mg de Acetaminofén

LEM- FARMACIA
DOCUMENTO:
ELE-PER-APAP-1

OBJETIVO

Realizar los perfiles de disolucion de tabletas de 300mg de acetaminofén de los
productos APAP-2TON, APAP-4TON, APAP-4TON-HPMC elaboradas en el LEM-

Farmacia.

ALCANCE

Aplica unicamente a las tabletas de acetaminofén de los productos: APAP-2TON,
APAP-4TON-HPMC elaboradas en LEM-Farmacia

APAP-4TON,

MATERIALES Y EQUIPO A UTILIZAR

Numero Nombre Cantidad | Denominacién
1 Pipeta Volumétrica de 3ml 1 Material
2 Matraz Volumétrico de 25ml 19 Material
3 Micro espétula 1 Material
4 Vaso precipitado de 100ml| 1 Material
5 Matraz Volumétrico de 100ml 1 Material
6 Piseta 1 Material
7 Probeta de 50ml 1 Material
8 Barra Magnética 1 Material
9 Pipeta volumétrica de 0.5ml 1 Material
10 Pipeta volumétrica de 2ml 1 Material
11 Pipeta volumétrica de 4ml 1 Material
12 Pipeta volumétrica de 6ml 1 Material
13 Pipeta volumétrica de 8ml 1 Material
14 Pipeta volumétrica de 10ml 1 Material
15 Celdas de cuarzo 2 Material
16 Matraz Volumétrico de 50ml 18 Material
17 SIPROCIN 1 Material
18 Espectrofotémetro 1 Equipo
19 Balanza Analitica 1 Equipo
20 Agitador plano 1 Equipo
21 NaOH 0.1N 1L Reactivo
22 Acetaminofén SR Reactivo
23 MCP ISHEJA Software
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PROCEDIMIENTO

A)

1.

B)

ELABORACION DE LOS PERFILES

Realizar el montaje del SIPROCIN de acuerdo al documento MONT-
SIPROCIN-1.

Colocar una tableta de 300mg de Acetaminofén del producto APAP-2TON en
el compartimento A del SIPROCIN, e iniciar la disolucion.

Tomar con una jeringa una muestra de 5ml del compartimento B del
SIPROCIN alos 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100, 120
minutos de haber iniciado la disolucion. Colocar la muestras en un tubo de
ensaye y etiquetar como M1-3, M1-6, M1-9, M1-12, M1-15, M1-20, M1-25, M1-
30, M1-35, M1-40, M1-50, M1-60, M1-80, M1-100, M1-120 respectivamente.

Colocar una tableta de 300mg de Acetaminofén del producto APAP-4TON en
el compartimento A del SIPROCIN, e iniciar la disolucion.

Tomar con una jeringa una muestra de 5ml del compartimento B del
SIPROCIN alos 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100, 120
minutos de haber iniciado la disolucion. Colocar la muestras en un tubo de
ensaye Yy etiquetar como M2-3, M2-6, M2-9, M2-12, M2-15, M2-20, M2-25, M2-
30, M2-35, M2-40, M2-50, M2-60, M2-80, M2-100, M2-120 respectivamente.

Colocar una tableta de 300mg de Acetaminofén del producto APAP-4TON-
HPMC en el compartimento A del SIPROCIN, e iniciar la disolucion.

Tomar con una jeringa una muestra de 5ml del compartimento B del
SIPROCIN alos 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 60, 80, 100, 120
minutos de haber iniciado la disolucion. Colocar la muestras en un tubo de
ensaye y etiquetar como M3-3, M3-6, M3-9, M3-12, M3-15, M3-20, M3-25, M3-
30, M3-35, M3-40, M3-50, M3-60, M3-80, M3-100, M3-120 respectivamente.

ENSAYO DE LA MUESTRAS OBTENIDAS DEL LOS PERFILES

Determinar la concentracion de Acetaminofén de las muestras de acuerdo al
ensayo del documento MET-PER-APAP.1.
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C) ANALISIS DE LOS PERFILES

1. Realizar un perfil de una tableta de cada producto: APAP-2TON, APAP-4TON
APAP-4TON-HPMC, por dia en seis dias diferentes. La elaboracion de dichos
perfiles se realizara de acuerdo al siguiente disefio experimental:

Semana Sesién DIA
1 2 3
1 Mafana C B A
Tarde B C A
2 Mafiana B A C
Tarde A B C
3 Mafana A C B
Tarde C A B
A: PRODUCTO APAP-2TON
B: PRODUCTO APAP-4TON
C: PRODUCTO APAP-4TON-HPMC
2. Anotar los resultados en la siguiente tabla
Tiempo Concentracion pg/mi
PRODUCTO. A PRODUCTO: B PRODUCTO: C
Dia Dia Dia
2134|5612 |3|4|5]|6 2134 |5]|6
3
6
9
12
15
20
25
30
35
40
50
60
80
100
120
3. Graficar las concentraciones obtenidas de las muestras en el eje de las “y”

contra el tiempo en cual se obtuvieron las muestras en el eje de las “X.
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4. Obtener la Cp max que muestran los perfiles de disolucién

5. Determinar el ABC 0-» de la siguiente forma

a) Determinar el area bajo la curva (ABC) entre dos tiempos de muestreo,

mediante la siguiente formula:

ABC,’{‘lz(Cn-l+Cn)2*(fn—tn-1)

Donde Cn y Cn-1 corresponden a las concentraciones.
Donde tn y th-1 representan los tiempos correspondientes.

b) Para determinar el area bajo la curva de tiempo 0 hasta el Ultimo tiempo de
muestreo (ABCo-+t) se suman las diferentes areas bajo la curva individuales.

c) Calcular el area bajo la curva del dltimo tiempo a infinito (ABCt--) mediante
la siguiente formula:

Cpt

Ke

Donde Cpt equivale a la ultima concentracion experimental y Ke es la
constante de Eliminacion.

ABCY? =

d) Para determinar el area baja la curva de tiempo 0 hasta infinito (ABC o--) se
suman el bajo la curva de tiempo 0 hasta el ultimo tiempo de muestreo

(ABC o-+) y el area bajo la curva del ultimo tiempo a infinito (ABCt-):

ABCY = ABCL + ABCY

Elaborado por: Verificado por: Aprobado por:
Francisco Avila Garcia Q.F.B. José Antonio Gardufio
Rosas
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