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INTRODUCCION

La epilepsia ®s un sindrome caracterizado por bruscas alteraciones
pasajeras de ia funcién cerebral que producen sintomas motcres, sensitivos,
autondmicos o psiquicos, frecuentemente acompafiados de pérdida de
conocimiento. Esta enfermedad es considerada como el segundo transtorno
neurolégico més comun después de la embolia cerebral en México y Estados
Unidos. .

En México existen alrededor de 800 000 personas que sufren crisis
epilépticas, y se calcula que cada afto aparecen 30 000 nuevos casos, lo cual
significa que ésta es una de las alteraciones neurologicas mds importantes en
nuestro pais, y por io tanto debe ser considerado como un problema de salud
publica.

Dado que la Fenitoina es uno de los productos més utilizados en el
tratamiento de la epilepsia, y que existe tanto un método cromatogréfico como
uno espectrofotométrico (UV) para cuantificar Fenitoina en los estudios de
disolucion, se procedid a establecer si existe diferencia en los perfiles de
disolucién al analizar las muestras cuando se emplean diferentes métodos
analiticos para la cuantificacion de la cantidad disueita, de productos que
contuvieran Fenitoina Sédica como unico principio activo ya que la diferencia
entre usar un método u otro, radica principaimente en costo y tiempo del
andlisis.

Para ol estudio se emplearon productos del mercado nacional
provenientes de cinco fabricantes, y cuya forma farmacéutica fué cépsulas y
tabletas, analizando dos lotes de cada fabricante, esto fué debido a que se
deseaba conocer el comportamiento de disolucién de todas las formas
farmacéuticas sélidas producidas en México, los cuales fueron obtenidos del,
Sactor Salud, Industria Farmacéutica y otros adquiridos en diferentes farmacias.
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Genegralidades

1.1 DISOLUCION

Hasta hace 40 afios se pensaba que a menos que una forma de
dosificacién oral se desintegrara en pequefios agregados, no podria absorberse
adecuadamente en el organismo, por lo que la prueba de desintegracion, fue
oficial en diferentes paises con el fin de establecer estédndares mlinimos de
calidad, sin embargo, a fines de los 60's se demostré que la disolucién es mas
importante que la desintegracion de |a forma farmacéutica y que este proceso
es un indicador mas confiable de la disponibilidad del farmaco en el organismo,
por io que en la actualidad esta prueba ha sustiluido a la de desintegracion.

La prueba de disolucién es una prueba fisica en la cual se mide la

capacidad que tiene tanto el farmaco puro, como el que esta contenido en una

~forma farmacéutica solida, para disolverse en un medio determinado bajo
condiciones experimentales controladas. (1127

1.2 IMPORTANCIA

A principio de los afos 60's los problemas de biodisponibilidad de
farmacos fueron considerados con mas atencion por la industria farmacéutica y
agencias regulatorias. (16

En los dltimos afios, la cinética de disolucién de sustancias sélidas ha
suscitado gran atencién, especialmente por su aplicacion al estudio de
productos farmacéuticos, relacionando este proceso con la biodisponibilidad del
farmaco.

Ha existido enorme interés por conocer los factores de los cuales
depende el proceso de disolucién, asi como la correlacién de los resultados de
estas experiencias con pardmelros in vivo, con el objeto de obtener datos
precisos que puedan ser utilizados en el control de calidad en la industria
farmacéutica y asegurar la biodisponibilidad del farmaco en el lugar de
absorcién.
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Varios investigadores han reafirmado el concepto de que el proceso de
absorcién de farmacos a nivel gastrointestinal estd controlado por la velocidad
con que estos se disuelven en los medios fisioldgicos. (2

Con el paso de los afios la prueba de disolucidn se ha convertido en una
prueba importante, no solo empleada como una herramienta de controi de
calidad, sino también como un parametro importante durante pl desarrollo de
formas farmacéuticas scélidas, asi como también para conocer' la variabilidad
entre productos de diferentes fabricantes. |

|

Existen varios métodos para determinar la velocidad dé disolucién, los
mas utilizados son los establecidos por la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP XXII) , National Formulary (NF) y FEUM son los métodos 'de canastillas y
paletas (Método I y 1l respectivamente). Las monografias de cada producto
farmacéutico describen el medio de disolucién, la velocidad de agitacion y el
porciento de farmaco que deberd disolverse a un tiempo determinado, estas
condiciones estan determinadas en base a las propiedades |intrinsecas del
farmaco y a su comportamiento de disolucion. La lista de| farmacos que
requieren la prueba de disolucidn de acuerdo a la USP, NF y FE#!M cada vez es
mas grande considerando que la prueba puede proporcionar infarmacion acerca
de la biodisponibilidad del farmaco. (16) |

£l equipo que se utiliza debe calibrarse por {o menos cada 6 meses para
que la prueba sea reproducible y esta calibracion se realiza con estdndares de
disolucidn denominadas tabletas calibradoras siendo las mas utilizadas las de
prednisona (desintegrantes) y de acido salicilico (no desintegrantes). e

1.3 TEORIAS DE DISOLUCION

La primera referencia de disolucién es probablemente un articulo de
Noyes y Whitney de 1897(29) , titulado “La velocidad de disolucién de sustancias
solidas en su propia solucién” . Estos autores fueron ios primeros en estudiar
cuantitativamente el proceso de disolucién, basandose en la ley d% Fick.

Los autores sugerian que la velocidad de disoluci6n de Jas sustancias
sdlidas esta determinada por la velocidad de difusion de una capa muy delgada
de solucién saturada que se forma instantaneamente airededor de la particula
solida.

e A R i i G b .8 e
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Noyes y Whitnéy desarrollaron una relacién matematica que correlaciona
la velocidad de disolucién con el gradiente de solubilidad del sélido. 27,20

de/dt= K (Cs-C)

Donde:
de/dt = velocidad de disolucién del farmaco
K = constante '
Cs = concentracién de saturacion
C = concentracidn al tiempo t

Pocos afios después Brunner y Tolloczko mostraron que la constante de
proporcionalidad, K, dependia de varios factores entre los que se encuentran, el
drea superficial del sélido, intensidad de agitacion o velocidad de flujo que pasa
a fravés del soluto, temperatura, estructura de la superficie y sistema de
experimentacion. ()

Nerst y Brunner generalizaron la Ley de Noyes-Whitney incluyendo el
proceso de disolucidn dentro de las reacciones heterogéneas y postularon que
la velocidad del proceso de difusidn que la acompafta, esto incluye el concepto
de que el equilibrio soluto-solucién es instantdaneo comparado con la velocidad
de difusion. En general Nerst y Brunner hacen un analisis profundo del modelo
de difusién en pelicula, cuando se trata de un sohdo policristalino en un
solvente puro y tratan de obtener el valor del espesor de la capa limite. (v.29)

La teoria de difusion de Nerst y Brunner ha sido considerada aceptable
para explicar el proceso de disolucion, asi como ia existencia de la capa de
difusién que aunque no esta bien definida, la hipdtesis de su existencia permite
la correlacién entre los resultados experimentales y las propiedades fisicas de
las sustancias sélidas que se disuelven en un liquido no reactivo.

Las tedrias antes enunciadas suponen, en forma implicita, que no existe
movimiento del fluido adyacente a la superficie sélida. Sin embargo, en la
préctica, la disolucién se realiza conforme a un régimen mas o menos
turbulento, por lo que estas teorias se apartan de la realidad.
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Danckwerts, modificé las teorias anteriores, al suponer que el tiempo de
exposicion de la superficie sélida al liquide no es constante y que la capa de
difusién alrededor de la particula no es estdtica, sino que al existir una
turbulencia en la interfase, la superficie liquida de la misma estd siendo
continuamente reempiazada por nuevo liquido.

Esta teoria, llamada de la “penetracién” o ‘renovacién de superficie”
supons la existencia de paquetes macroscépicos de disolvente que se
desplazan hacia la superficie del sélido y seguidamente, por difusién, cada
paquete absorbe soiuto y posteriormente es reemplazado por paquetes nuevos
de disolvente, generandose asi un ciclo de disclucién continuo. .29

Otra interpretacion del fenémeno de disolucién es el modelo desarrollado
por Higuchi, en el cual toma en consideracion la alta energia de activacién
necesaria para el transporte interfaciai, esto determina que la difusion a través
de la interfase es mucho mas lenta que la que se realiza a través de la cdpa
limite o capa de Nerst. De este modo, la reaccién en la superficie del sélido no
os instanténea, pues estaria obstaculizada por la existencia de una barrera
interfacial. @29

En 1931, Hixson y Crowell dedujeron una expresién conocida con el
nombre de Ley de la ‘raiz cubica’, en la cual expresan la velocidad de
disolucién de un sélide en un liquido en funcién del drea superficial y la
concentracion. )

Al aplicar la ley de Hixon y Crowell se considera que la forma de la
particula es esférica y que esta forma se conserva durante todo el tiempo que
dura el proceso de disolucion. Ademas debe tenerse en cuenta que éste tiene
lugar desde la superficie del sélido, siendo la turbulencia o agitacién alrededor
de la particula esencialmente igual en toda la superficie, no existiendo, en
ninguin momento, puntos de estaticidad en el liquido disolvente. Esta ley no es
aplicable cuando no existe agitacion en el sistema. @)
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1.4 PRUEBA DE DISOLUCION

Uno de los métodos oficiales de disolucién marcados tanto por la USP
XXil, como por la FEUM 5® ed, s el método de canastillas, denominado método
1y del cual se dan detalles a continuacién.

Método 1. Método de Canastillas

En este método se usa un vaso de vidrio o de otro material inerte cuya
capacidad es de 1000 ml, de paredes lisas y fondo redondo con una tapa que
debe mantenerse ajustada para retardar la evaporacién y que permita la
insercién de un termémetro, as/ como la toma de muestra. £l vaso firmemente
ajustado debe estar parciaimente sumergido en un bafio de agua que tenga un
ligero movimiento constante y que mantenga la temperatura del medio de
disolucién a 37 °C + 0.5 °C. Es conveniente gque el aparato permita la
observaciéon de la muestra. Consta de una canastilla en la cual se coloca la
muesira cuyas paredes y fondo estan constituidos por una malla de acero
inoxidable de 0.12 mm de abertura, por su parte superior est4 va unida @ un
vdstago de acero inoxidable conectado a un motor que puede tener una
velocidad constante entre 25 y 200 rpm con una variacion de + 4%, el cual debe
girar suavemente y sin bamboleo. La canastilla se sumerge en el centro del
medio de disolucién hasta una profundidad tal que quede situada a 2.5 cm del
fondo del vaso. (s,11)

Es importante que al inicio de la prueba, tanto la canastilla como el
véstago que la sostiene, se encuentren perfectamente secos, ya que se debe
evitar que la muestra entre en contacto con la humedad hasta el momento de
realizar el ensayo. (11)

El ensayo de disolucién aplicado a una forma farmacéutica sélida mide la
cantidad de farmaco disuelto en un volumen de liquido a un tiempo determinado
o a varios tiempos (perfil de disolucion) segun el tipo de informacién que se
desee obtener. La mayoria de las monografias incluidas en {2 USP y FEUM sélo
exigen que un cierto porcentaje del farmaco se disuelva a un tiempo
determinado. Sin embargo la determinacién de la cantidad disuelta a varios
tiempos proporciona mayor informacién acerca de la velocidad de disolucidn la -~
cantidad maxima que puede disolverse, e! tiempo de latencia de la forma
farmacéutica o los cambios de la cinética en el transcurso del tiempo. En esle
método la Farmacopea establece que la muestra debe ser sacada del espacio
existente entre la superficie del medio de disolucién y el borde superior de la
canastilla y a no menos de 1 cm de la pared del vaso. @37
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1.8 FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION

Le velocidad de disolucidn de un sélido se ve afectada por la influencia
de un gran numero de factores, los cuales pueden ser divididos en diferentes
clases, siendo los més comunes los enunciados a continuacion. 2,15

Factores que afectan la velocidad de disolucién
de cépsulas y tabletas.

1. Factores durante la prusba de disoluciéon

MoOhsWN

Velocidad de agitacién
Temperatura

Viscosidad

pH del medio
Composicién del medio
Volumen de medio
Desgasificacion de! medio

IL. Factores relacionados con las propiedades fisicoquimicas del fdrmaco

DA WON

Polimorfismo

Estado amorfo y solvatacién
Naturaleza quimica
Tamafio de particula
Porosidad

Pureza

II. Factores relacionados con el método de manufactura

A, Tabletas

1.

2
3
4,
S
6

Cantidad y tipo de diluente

. Manufactura empleada para tabletear
. Tamafo de granulo

Cantidad y tipo de desintegrante y método de incorporacién

. Fuerza de compresién
. Cantidad y tipo de lubricantes

B. Cépsulas

1.

Cantidad y tipo de diluente

2. Tamafio de particula (granulo 6 polvo)
3. Cantidad y tipo de lubricante y método de incorporacion
4. Composicion y tipo de cépsula

5.

Presion aplicada para encapsular
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1.8 CINETICA DE DISOLUCION

Aun cuando los ensayos de disoiucién se encuentran ampliamente
difundidos, muy pocos investigadores han formulado los principios cinéticos
correspondientes. Las condiciones emploadas en estos ensayos originan
cinéticas diferentes, segin sea la técnica empleada. Por este motivo,
analizaremos cada uno de estos mecanismos cinéticos con el objeto de
establecer algunas constantes y sus dimensiones. )

! A) CINETICA DE DISOLUCION DE ORDEN CERO

Este orden de reaccién se puede observar en los casos en los que se
disuelve una pequefia cantidad de producto sélido en un gran volumen de
disolvente. En un sistema asi, la cantidad de sélido es tan pequefia con relacién
al volumen total de liquido de disolucién, que la influencia de ia cantidad que se
disueive es despreciable. También es posible observar este tipo de cinética en
productos que se disuelven muy lentamente.

Si nos basamos en el esquema:

Ko
A——,Q

on el cual A representa la cantidad de farmaco agregado inicialmente al medio
de disolucién, Q es la cantidad del farmaco en solucién y Ko la constante de
velocidad de disolucién de orden cero.

En este modelo la velocidad con que el sélido se disueive en el
disolvente es constante con el tiempo e independiente de la concentracién del
soluto. @)

La cantidad total del farmaco disuelto a tiempo infinito s Qoo y
corresponde tedricamente, a la cantidad A agregada inicialmente al medio de
disolucién. Sin embargo, no siempre Qw es igual a A, ya que cuando se trata de
una forma farmacéutica pueden ocurrir dos situaciones:

# El principio activo no es cedido completamente a la solucién por existir
cierto grado de retencidn por parte de los excipientes

. & Sfbien se conoce la cantidad teérica que lieva la forma farmacéutica,
esta puede presentar variaciones propias de la manufactura u otras
variables.
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A pesar de que estas fluctuaciones suelen ser de pequefia importancia,
on |a expresion de los resultados pueden ser muy importantes, sobre todo si se
requiere determinar con precision los pardmetros de disolucion. Conviens tener
en cuenta esta consideracin al expresar los resultados de disolucién.

En los estudios de cinética de disolucion de formas farmacéuticas
sblidas, se plantea con mucha frecuencia que el pricipio activo contenido no se
disuelva completamente en el medio de disolucion. Una forma de resoiver este
inconveniente es tomar como Qw como la cantidad maxima del farmaco que es
capaz de disolverse en el iquido de disolucién. @

Si se considera que Qo es la cantidad maxima de sdlido disuelto a
tiempo infinito, Ao es la cantidad inicial de soluto y Qt la cantidad disuelta a un
determinado tiempo entonces:

Ac=Qwo y A=Qu-Qt
La ecuacién que describe la cinética de disolucion de orden cero es:
A = Ao-Kot

Los resultados se grafican como porciento del férmaco no disuelto (A) y

s@ representan en funcién del tiempo (), en donde a partir de la pendiente

negativa se obtiene el valor de la constante de disolucién de orden cero cuyas
dimensiones son masa / tiempo.

Ademas de Ko, ofro pardmetro importante es el tiempo medio de
disolucidn ( t % ), que indica el tiempo al cual se ha disuelto el 50 % del farmaco,
calculandose mediante la ecuacién:

th =

2 Ko

B) CINETICA DE DISOLUCION DE PRIMER ORDEN

En los procesos que siguen una cinética de disolucién de primer orden, a
medida que el fdrmaco en estado sélido va disminuyendo, la solucién se va
enriqueciendo con e! soluto. Al ir aumentando la concentracién del farmaco
disuelto, el proceso aparece como de primer orden, en e] cual la velocidad de
disolucion es funcién de la concentracion del fdrmaco disuelto. Por lo general
las curvas de disolucion de productos que sigusn estas cinéticas son de tipo
sigmoideo. m
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Basandose en el esquems:

K1
AT a

en donde A es el fdrmaco agregado al medio de disciucién o la cantidad de
férmaco incluido en Ia forma farmacéutica bajo estudio; Q es la cantidad de
fédrmacc que aparece en el liquido de disolucidn en forma de solucién, y K1 es la
constante de velocidad de disolucion de primer orden. @)

La ecuacién que define la cinética de disolucién de primer orden es :

A=Ace K"

donde A es |a cantidad de farmaco no disusito a tiempo ¢ y Ao es la cantidad del
fdrmaco agregado inicialmente. Si tomamos en cuenta que la solucion del
farmaco que va quedando sin disolver al tiempo ¢, se tiene :

A =Qx-Qt
Para obtener ios parémetros de disolucién de primer orden, es necasario
linearizar la ecuacién, obteniendose :

InA = Aokt t

Entonces al graficar (a cantidad remanente (In A) contra el tiempo, se
obtiene una recta cuya pendiente es igual a -k7, la constante de velocidad de
primer orden tisne como dimensiones 1tiempo. El tiempo de vida media se
obtiene mediante ia ecuacién:

th = 'Lk;
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2.0 CARACTERISTICAS DEL PRINCIPIO ACTIVO

Dentro de cualquier trabajo experimental se considera importante conocer
las propiedades fisicas y quimicas de la sustancia de interés, por (0 que a
continuacién se mencionan algunas caracteristicas del formaco empleado para
ol estudio.

Nombre comin. Fenitoina, Difenilhidantoina (21

Nombre quimico: 5,5-difenilinidazolidina-2,4-diona
5,5-difenil-2,4-imidazolidindiona (1)

Formula condensada: Ci1sH12N:NaOz2 12

Estructura quimica: (2

NYONa
o
Figura 1. Estructura de Fenitoina Sédica

Peso molecular. 274.3 g/mol (2

Descripcién: Polvo cristalino, blanco, inodoro, ligeramente higroscépico, en
exposicién al aire absorbe dioxido de carbono. (11,21

Propiedades dcido-base: Acido débil con un pKa ~ 9

Mdximo de absorcién en la regién ultravioleta: a 258 nm (12
Rango de fusién; 295-298 °C

Solubilidad

Soluble en agua y aicohol, practicamente insoluble en cloroformo eter y cloruro
de metileno (122122

10
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2.1 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS
8) Activided farmacolégica:

La fenitoina es un agente primario para todos los tipos de epilepsia
excepto las crisis de ausencia.

La fenitoina fue sintetizada en 1908 por Biltz, pero su actividad
anticonvulsivante no fus descubierta hasta 1938 por Sobotka y después por
Merritt y Putman o a diferencia del descubrimiento accidental previo de las
propiedades anticonvulsivas del bromuro y el fenobarbital, ia fenitoina fue el

o de una busqueda entre derivados no sedantes relacionados
estructuralmente con el fenobarbital de agentes capaces de suprimir las
convulsiones. (2034

Dentro del grupo de las Hidantoinas, la fenitoina es uno de los férmacos
anticonvulsivos mas usados, aunque esta asociado con una variedad de efectos
téxicos y es considerado como teratogenico. Debido a esto Kwon Chul-Hoon y
col(20) realizaron un estudio en e! cual obtuvieron productos derivados de 2-
hidantoinas tratando de sncontrar un farmaco con menor toxicidad, encontrando
que la relacibn estructura actividad de los productos sintetizados (2-
iminohidantoinas) era totalmente diferente a la de 2-hidantoinas, ya que los
productos oblenidos no presentaban actividad anticonvulsiva. ()

La fenitoina fue introducida para el tratamiento sintomético de la epilepsia
en 1938. Ei descubrimiento de la fenitoina constituy6 un gran avance. Dado que
este agente no es un sedante en las dosis comunes, permitié establecer que los
antiepilépticos no necesitan reducir la conciencia y estimulé la busqueda de
agentes con accién anticonvuisiva selectiva. (1432)

b) Absorcién

La absorcién de fenitoina después de su ingestién oral es lenta; a veces
variable y de manera incompleta en el tracto gastrointestinal, es insoluble en e}
pH écido del estémago, la mayor parte es absorbida en el intestino delgado. Se
han detectado diferencias significativas en la biodisponibilidad de los
preparados farmacéuticos orales. La concentracién méxima después de una
sola dosis puede producirse en el plasma entre [as 3 y las 12 horas.

11
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Una vez absorbida, la fenitoina se distribuye rapidamente en todos los tejidos y
las concentraciones en el plasma y en el encéfalo se iguaian a los pocos
minutos de la inysccion intravenosa. (22.3¢

c) Matabolismo y Eliminacion

La fenitoina es metabolizada en el higado a metabolitos inactivos,
principalmente 5-(4-hidroxifenil}-5-fenilhidantoina. La velocidad de metabolismo
que presenta, estd sujeta a las caracteristicas genéticas y es un proceso
saturable, razén por la cual pequefios aumentos en la dosis pueden producir
grandes aumentos en la concentracion sérica.

Menos del 5% de fenitoina se excreta inalterada por la orina , el resto se
metaboliza y se excreta por la orina en gran parte como glucurénido. (31,39

d) Distribucién

La fenitoina se distribuye ampliamente en el organismo y se une en gran
proporcién a las proteinas plasmdticas, aproximadamente un 90%. El nive!
sanguineo maximo se aicanza aproximadamente 8 a 12 horas después de su
administracién. Existe un alto grado de variabilidad de la vida media , aunque el
valor promedio es cerca de 22 horas, as/ mismo se encuentra gran variabilidad
en los niveles sanguineos individuales. Con una dosis estandar (12 mg/Kg de
peso) la concentracidn sérica en el estado estacionario se alcanza hasta 4 a 12
semanas después de haber iniciado el tratamiento.

La evaluacién de las concentraciones plasmaéticas puede ser un auxiliar
en la evaluacién del control terapéutico. Ei rango terapéutico de fenitoina en
plasma es de 10 a 20 ug/mi (48 a 80 umol/ml), algunos pacientes estan
controlados a concentraciones fuera de este rango debido a la diferencia que
hay en la unién a proteinas, generalmente se usan concentraciones mayores.
En algunos casos concentraciones arriba de 20 pg/mi se asocian a signos
progresivos de toxicidad. (22,34

o) Toxicidad
Los efectos toxicos dependen de la dosis asi como de la via de

administracién. Cuando los niveles de fenitoina son mayores a 40 ug/m! usando
una via de administracién oral, se producen signos téxicos como estupor,
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exacerbacion de la crisis, nistagmo, transtornos del movimiento, ataxia e
inclusive coma. Cuando e! firmaco se administra por via intravencsa en forma
demasiado répida, pueden producirse signos téxicos como arritmias cardiacas y
depresion del sistema nervioso central (SNC). Otros sintomas de toxicidasd que
88 pueden presentar son, cambios en la conducta como depresion,
alucinaciones, estados confusionales y aumento de las crisis convulsivas, asi
como también ataxia, temblor, vériigo, dipiopia y midriasis. (22, 31,34

f) Disolucién

La fenitoina es un farmaco antiepiléptico que presenta un estrecho rango
terapéutico y una cinética dependiente de la dosis, por lo que puede ser
clasificado como un férmaco con problemas de biodisponibilidad, por tal motivo
Vinod P. Shah y col. ) realizaron un estudio de correlacién in vitro-in vivo. Los
autores encontraron correlacidn entre Cmgy , tmax y % disuelto a los 30 y 60
minutos de manera que los productos con baja disolucién presentan una
absorcion mas lenta, por lo que clasificaron los productos en disclucién lenta y
rapida los cuales no pueden ser intercambiables.

El estudio in vitro se realizo evaluando por el método de canastillas a 50
rpm usando agua como medio de disolucién. Los resultados demostraron que ia
cantidad disuelta variaba entre 18 y 100 % a los 30 minutos y 56 y 100 % a los
60 minutos, por lo que se clasificaron en productos de disolucidn lenta y répida.

Debido al estrecho rango terapéutico y metabolismo de dosis
dependiente, cambios pequeiios en la velocidad de absorcién pueden causar un
cambio significativo en las concentraciones séricas dando como resullado serias
consecuencias clinicas en algunos pacientes. (%)

En el mismo afio estos autores realizaron otro estudio de correlacién in
vitro-in vivo administrando una solucion de 100 mg de fenitoina sbdica y
cépsulas de disolucion rdpida y cdpsulas de disolucién lenta empleando
formulaciones de 100 mg en voluntarios sanos , utilizando un disefio de
cuadrado latino. Asf mismo se realizo un estudio de dosis multiples en pacientes
epilepticos a ios cuales se les administraron los mismos productos que a los
voluntarios sanos. ()

13
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El estudio de disolucion se realizé usando el método de canastillas a 50
rpm y agua como medio de disolucion; el estudio in vivo se llevo a cabo en 15
voluntarios, empleando seis productos diferentes, se tomaron muestras de
sangre y saliva las cuales fueron analizadas por cromatografia de gases. Se
encontro una buena correlacién de los datos entre el porciento disuelto, Come,
ABC ¥ tma . (40)

Estos autores encontraron que la disolucién es un factor muy importante,
ya que contribuye a establecer ia velocidad de absorcién y biodisponibilidad del
férmaco;, asi mismo se encontro que los productos estudiados no son
equivalentes debido a las diferencias en la velocidad de liberacién y absorcién
del fadrmaco, ya que cuando los pacientes estan habituados a tomar productos
con lenta disolucion, un cambio a productos de répida disolucién puede elevar
los niveles séricos del farmaco y causar toxicidad, y por el contrario, cuando el
paciente esta habituado a tomar productos de rapida disolucién, al administrarie
productos de lenta disolucion los niveles terapéuticos pueden no ser alcanzados
y presentar crisis convulsivas. En base a lo anterior los autores establecieron
que los productos, no pueden ser intercambiados ya que no tienen equivalencia
terapéutica. (o)

Por otra parte Yau Martin y col 4y , realizaron un estudio similar al de
Shah y col, evaluando la correlacién in vivo-in vitro a travéz de un simulador de
absorcién y el estudio in vitro con un equipo de disolucién, se estudiaron 11
lotes de fenitolna cdpsulas (100 mg). Para el estudio de absorcion se utilizo una
superficie de contacto artificial de tipo lipidica con 4rea de 40 cm? para ia fase
géstricay 80 cm? para la fase intestinal. (3

. Las muestras se analizaron por espectrofotométria después de cierto
tratamiento de extraccién con cloroformo, ya que se observo que existe
interferencia por los componentes de la cépsula. Al realizar la disolucién se
encontro que la mayoria de los productos presentaba disolucién répida, pero
algunos tenian disolucién incompleta después de 45 minutos , presentando a su
vez poca absorcion. (43

Al concluir el estudio se encontrd que la prueba de disolucion ademas de
predecir la biodisponibilidad del farmaco, puede servir para determinar el
regimen de dosificacion, esto es dependiendo de si el producto presenta répida
o lenta disolucién. Los autores recomiendan que las formulaciones de rdpida
disolucién se administren tres veces al dia, en tanto que las de lenta disolucion
una vez al dia .«

14
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@) Dosificacién
Adultas: 100 mg 3 veces al dia después de ia comida, ajustando a
{a respuesia individual (2122

Nifos: De 4 a 7 mg/Kg/dia. En nifios menores de 6 aios no passr de
300 mg/dia

h) Formas Farmacéuticas

La fenitoina stdica se encuentra como monofarmaco en las siguientes
formas farmacéuticas. (1)

Tabletas 30y 100 mg
Cépsulas 100 mg
Suspension 750 mg/100 mi
inyectable 250 mg

15
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" 22 GENERALIDADES DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (CLAR)

Se considera importante conocer los aspectos genarales del método
analitico que se desea emplear para un estudio, por lo cudl a continuacién se
dan algunos aspectos generales de la cromatografia.

Clasificacion de la Cromatografia

La cromatografia como técnica de separacidén, puede ser clasificada
dependiendo de la naturaleza de la fase mévil en;

-Cromatografia de gases

- Cromatografia de liquidos

A su vez, al tomar en consideracién la naturaleza de la fase estacionaria
se subdividen en técnicas espacificas que poseen diferencias en su mecanismo
de separacién para lograr aislar, con la misma eficiencia los diversos

componentes quimicos que posee alguna mezcla éstas se muestran en la
Figura 2. (11,3

Cro-ntlomﬂu

- ' |

Cromatografia de gases Cromatografia de liquidos

Ges-Ligquido Gas-84lido Intercambio Exclusién
iénico l

Particién  Liquido-8élido
l o Adsorciéa

Cromatografin  Cromatografia
on papel on cepa fina

Figura 2. Clasificacion de los mélodos cromatograficos.
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Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién ( CLAR )

La cromatografia de liquidos de alta resolucion ha tomado suge en ios
ultimos sflos, |0 que ha permitido un aito desarrollo dentro de las diferentes
industrias como son la farmacéutica, alimenticia, quimica, plésticos,
petroquimica e investigacion entre otras dreas. Este método as denominado de
esta manera, debido a las eficiencias extremadamente aitas que ss obtiensn
{uncs 50,000 platos por metro), ademds de las altas presiones que se utilizan
(1,000-3,000 psi). En la CLAR, el didmetro de particula de la fase estacionaria
es tipicamente de 10um o menos, y como resultado de ello las columnas se

n mas compactamente y desarrollan aitas retropresiones que necesitan
del bombeo de la fase mévil a través de la columna. 2

Eh la determinacion analitica mediante este tipo de cromatografia se han
desarrollado una serie de instrumentos que se consideran como tipicos para el
uso de este método, en la Figura 3 se muestran los componentes de dicho

oquipo.«)

Depésite do
disolventes

Sistema do
gradieates

EJ_—J— Sistoma de
Bamba inyecolén
Detecter

Figura 3. Componentes bésicos de un sistema de
cromatografia de liquidos de alta resolucién

Centrel de
¢ temperstura

&—— Centrol de
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Generalmente se emplea espectroscopia UV 6 cromatografia de liquidos
de alta resolucion (CLAR) para reslizar el andlisis de muestras obtenidas de
pruebas de disolucion, ya que es un método de gran utilidad que tiene la
capacidad de separar el principio activo de los excipientes @ impurezas ademis
de cuantificar cantidades muy pequefias, por lo tanto CLAR es una opcién
excelente para e andlisis de muestras de disolucién ya que generaimete son
mezclas complejas de multicomponentes.

2.3 GENERALIDADES DE ESPECTROFOTOMETRIA UV

Todos los dtomos y moléculas son capaces de absorber energia, de
acuerdo con ciertas limitaciones, las cuales dependen de ia estructura de la
sustancia. La energia se puede proporcionar en forma de radiacién
electromagnética (luz). El tipo y cantidad de radiacion absorbida por una
molécula esté sujela asi mismo al nimero de moléculas que interaccionan con
ia radiacion. E| estudio de estas dependencias se conoce como espectroscopla
de absorcion. (19

Se denomina espectroscopio o espectrémetro a todo instrumento
utilizado en la medida de un espectro. Si la luz que ha atravesado la muestra se
detecta con una pelicula o placa fotogréfica, se trata de un espectrografo; si la
intensidad de uz se mide con una célula fotoeléctrica, el instrumento es un
espectrofotémetro. (19

La espectroscopia de absorcion es, indudablemente, una de ias técnicas
analiticas mas interesantes de las descubiertas a la fecha. A pesar de los
nuevos avances en quimica analitica probablemente permaneceré como un
instrumento util, debido @ sus varias y preponderantes ventajas en la solucién
de muchos problemas. Estas ventajas inciuyen rapidez, senciliez, especificidad
y sensibilidad, debido a esto, un gran numero de métodos analiticos para
cuantificar el principio activo en pruebas de disolucién, son realizados por esta
técnica.

La espectroscopia es probablemente el método mas econémico y répido
pars reslizar el analisis de productos farmacéuticos, sin embarge la
determinacion simulténea de ingredientes activos no es adecuada , el principal
problema es la interferencia de excipientes en la regi6n de absorcion, tales
como colorantes u otros componentes.

18
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Dependiendo de la longitud de onda de la radiacién empleada, nos
- ubicaremos en una regién especifica del espectro electromagnético. (1»

Regiones Intervalos de
longitud de onda
Ultravioleta lejano 100-200 nm
Uitravioleta 200-400 nm
Visible 400-750 nm
Infrarrojo cercano 0.75- 4 um
Infrarrojo 4 -25 um

Debido a que los métodos de andlisis han ido evolucionando dia con dia,
el aspectrofotoémetro de arregio de diodos, ha sido sin duda un gran avance
dentro de la espectroscopia, en la industria farmacéutica. Esto es de gran
utilidad, ya que la mayoria de los andlisis de muestras son mezclas
multicomponentes. (15

Recientemente ss han desarroliado técnicas espectrofotométricas UV, tal
como la determinacion de sustancias por espectrofolométria con arreglo de
diodos, este tipo de analisis tiene una gran importancia, ya que nos permite
realizar el andlisis cuantitativo usando multiples longitudes de onda manejadas
a ftravés de computadoras, este instrumento nos permite determinar
concentraciones de ingredientes activos en presencia de impurezas u otros
componentes.

Su-Chinlo y colpe , realizaron un estudio de disolucién usando un
espectrofotémetro UV-Visible con arregio de diodos, encontrando que dicho
método tiene ciertas ventajas respecto a espectrofotométria UV y CLAR siendo
las mds importantes, la reduccién en el tiempo necesario para el analisis, lo cual
incrementa la productividad en el laboratorio, asi mismo este sistema disminuye
el costo del andiisis, debido a que no es necasario consumir grandes cantidades
de solvente, columnas ¢ sistemas automuestreadores como en los métodos
cromatogréficos. ()
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2.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacién de un método analitico puede definirse como el proceso por
ol cual queda establecido por estudios de laboratorio, que la capecidad del
método satisface ios requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. La
capacidad se expresa. en este caso, en términos de pardmetros analiticos. (29

Los parametros a valorar de acuerdo a la guia de Normas de Validacién
de WMétodos Analiticos, van a depender de la aplicacién del método,
evaluandose generalmente, ios siguientes parametros:

a) Linearidad (28)

La linearidad de un sistema o método analitico es su habilidad para
asegurar que los resuitados analiticos, son proporcionales a la concentracién de
la sustancia dentro de un intervalo determinado.

Linearidad del sistama

Se determina, construyendo una curva de calibracién utilizando cuando menos
5 diluciones preparadas a partir de una misma solucién patrén y haciendo
analisis cuando menos por duplicado para cada dilucién.

El intervalo de concentraciones a analizar dependerd del propdsito del método,
para control de calidad y seguimienio de estabilidad de un f4rmaco en una
forma farmacéutica, debera estar incluida la concentracion seleccionada como
100 %.

Para evaluar este pardmetro se considerael coeficiente de correlacion (r),
coeficiente de determinacién (r*), la pendiente (b) y la ordenada al origen (a)y el
coeficiente de variacion.

Lineandad del método

Se determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3 diferentes
cantidades de sustancia de interés (placebos cargados), cada uno de manera
independiente, haciendo los andlisis por triplicado, incluyendo !a
correspondiente al 100 %, realizandose el andlisis bajo las mismas condiciones
de operacion y por el mismo analista. Este pardmetro se evalua de igual manera
que [a linearidad del sistema.
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b) Exactitud (9

La exactitud de un método analitico es la concordancia entre el valor
obtenido exparimentaimente y el valor de referencia. Se expresa como el
porciento de recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se les ha
adicionado cantidades conocidas de Ia sustancia.

Se determina cuando menos a 6 placebos cargados de manera indepsndiente
con la cantidad necesaria de la sustancia de enterés para obtener fa
concentracion del 100% , utilizando el método propuesto. Realizando e! andlisis
en ias mismas condiciones de operacion y por ¢ mismo analista.(Exactitud y
Repetibilidad al 100%)

Para evaluar la exaclitud se considera el coeficiente de variacion (C.V.) y el
estadigrafo de coniraste t de student, usando a=0.05.

c) Precision (2s)

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto.
Usuaimente se expresa en términos de desviacion esténdar o del cosficiente de
variacion.

La precisién es una medida del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del
método analitico bajo las condiciones normales de operaci6n.

* Repetibilidad . Es la precisién de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo
las mismas condiciones (analista, tiempo, laboratorio, etc.).

Se evalua mediante el coeficiente de variacién (C.V.) y el estadigrafo de
contraste ji cuadrada (x°), usando a=0.05.

* Reproducibilidad. Es |a precisién de un método analitico expresada como la
concordancia entre  determinaciones independientes realizadas  bajo
condiciones diferentes (diferentes analistas, en diferentes dias, en el mismo y/o
diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.).

Se evalua mediante un andlisis de varianza
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Precision de! sistema %)
Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucion esténder
correspondiente al 100 % establecido en la linearidad del sistema.

Precision (Reproducibilidad)

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

d) Especificidad. (20
Es la habilidad de un método analitico para obtener una respuesta debida
Unicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de (a muestra.

Con el método propuesto:
1. Analizar placebos del producto.

2. [dentificar la(s) respuesta(s), y si procede, de los excipientes y/o de oiras
de ias sustancias presentes.
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Planteamlento de/ problema

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La prusba de disolucién es una herramienta muy Util para determinar la
liberacién del férmaco a partir de su forma farmacéutica, asi mismo sirve para
establecer la formulacion que permite mayor disponibilidad, discernir iotes
defectuosos de lotes buenos, asegurar la calidad de medicamentos en
farmacias de hospitales, o en los andlisis de control de laboratorio.

Para realizar este tipo de estudios se requiere de metodologia analitica
que permita cuantificar al fdrmaco en el medio de disolucién propuesto, el cudl
debe ser preciso, exacto y lineal, de manera que se cuantifique unicamente el
farmaco liberado y no los excipientes contenidos en la forma farmacéutica.

Para el caso especifico de Fenitoina ia prusba oficial de disolucién que
marca la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM 5 Ed.) y Ia
Farmacopea de los Estados Unidos de Norteamerica (USP XXII) es identica en
cuanto al medio y condiciones de disolucién utilizadas, sin embargo difieren en
el método de cuantificacién del principio activo en el medio de disolucion, por
una parte la USP utiliza Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién y por otra
la FEUM utiliza espectrofotémetria ultravioleta.

La diferencia entre utilizar un método u otro se ve afectada por el costo y
tiempo de! andlisis por lo que es importante establecer si los dos métodos de
cuantificacién producen los mismos resultados en la prueba de disolucién del
farmaco.
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Objetivo

OBJETIVO

Establecer las diferencias analiticas entre CLAR y Espectrofométria UV
en la evaluacion de perfiles de disolucion en tabletas y cépsulas de Fenitoina
Sédica en formulaciones de 100 mg producidas en México y asi determinar si
existe diferencia significativa entre métodos analiticos,

- 24
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Hipbtesis

HIPOTESIS

No existe diferencia significativa en el perfil de disolucion de los
productos conteniendo Fenitoina, al cuantificar el férmaco por
especircfotémetria ultravioleta 6 por cromatografia de liquidos de alta
resolucién.
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Parte Exparimental

8.1 MATERIAL Y EQUIPO

Reactivos

- Metanol HPLC Mallinckrodt

- Etanol absoluto Mallinckrodt

- Acido clorhidrico J.T. Baker

- Metanol RA Mallinckrodt

- Hidréxido de sécio Mallinckrodt

- Piridina J.T. Baker

- Sulfato de cobre pentahidratado Quimica JVvC

- Cloroformo J.T. Baker

- Suifato de sédio anhidro J.T Baker

- Fenitoina Sddica Pake Davis. Lote:763381

Contenido:99.84%

Equipo

- Cromatégrafo de liquidos BECKMAN SYSTEM GOLD
Inyector automético Mod. 507
Detector Mod. 166
Sistema de bombeo Mod. 116
Columna SPHERISORB 5y, ODS, 25 cm x 4.6 mm
- Balanza Sartorius Analytic Mod. 2E1106
- Balanza granataria OHAUS 2Kg
- Disolutor Hanson Research SR6
- Espectrofotémetro BECKMAN DU-68
- Desintegrador ELECSA Mod. DSE 30
- Friabilizador ELECSA Mod. DSE 30
- Desionizador MILLIPORE
- Baio de ultrasonido METTLER ELECTRONICS
- Parrilla de calentamiento Thermolyne nuova Il
- Centrifugea DYNAC Clay Adams
- Durometro Shieuniger Mod. 2E1106
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8.2 SELECCION DE LOS MEDICAMENTOS

Se seleccionaron productos provenientes de cinco fabricantes,
analizéndose dos lotes de cada uno con el fin de obtener ia variabilided tanto
inter como intra lote.

Durante el esiudio, se evaluaron, productos nacionales conteniendo
Fenitoina Sédica como Unico principio activo cuyas formulaciones
correspondian a 100 mg de principio activo.

Las formas farmacéuticas de los productos fueron; cépsulas y tabletas.
Las claves asignadas a cada producto se muestran en la Tabla L.

A 1 Cépsulas
2 Cépsulas
B 1 Tabletas
2 Tabletas
Cc 1 Tabietas
2 Tabletas
D 1 Tabletas
2 Tabietas
E 1 Tabletas
2 Tabletas

Tabla1. Clave de los productos empleados
en el estudio
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8.3 PRUEBAS DE CONTROL DE CALIDAD

Se realizaron las pruebas de control de calidad de los productos en
estudio, debido & que estas son importantes para la interpretacion de (a
prueba de disolucion ya que si los productos no cumplen con las
especificaciones de calidad, esto se ve reflejado en la disolucién.

Las pruebas de control de calidad realizadas a cada lote, fueron las siguientes:
- identidad
- Tiempo de desintegracion
- Friabitidad
- Variacién de peso
- Dureza
- Uniformidad de contenido
- Valoracién del principio activo

En las secciones siguientes se.incluyen los procedimientos seguidos,
para la realizacion de cada prueba de control de calidad, asi como sus
especificaciones, estds fueron tomadas de diversas fuentes, debido a que el
presente trabajo fue parte de un convenio con otros laboratorios, en el cual se
acordo emplear dichas fuentes de informacién.

531 IDENTIDAD
CAPSULAS

Ensayo A
Tomar una cantidad de polvo, que contenga 0.5 g de Fenitoina Sédica,
adicionar 10 ml de agua y filtrar. Adicionar al filtrado dcido clorhidrico 2 M. Se
produce un precipitado blanco.

Ensayo B

Pesar 0.1 g del residuo obtenido en la prueba B, afadir 0.5 ml de
hidroxido de sodio 1 M, 10 ml de solucién al 10% w/v de piridina y 1 ml de
sulfato de cobre al 1%. Se produce un precipitado azul.

TABLETAS

Enssyo A

Pesar una cantidad de polvo equivalente a 0.5 g de Fenitoina Sédica,
adicionar 10 ml de agua y filtrar. Adicionar al filtrado &cido clorhidrico 2 M. Se
produce un precipitado blanco
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5.3.2 TIEMPO DE DESINTEGRACION (2s)

El tiempo de desintegraciéon se define como el tiempo necesario para
que las tabletas se desintegren y quede sobre la malla del aparato de prusba
un residuo en forma de masa suave, sin nicleo palpablemente duro.

TABLETAS

En cada uno de los 6 tubos depbsitar una tableta, colocar un disco y
poner el aparato en movimiento, usando como liquido de inmersion agua
destilada a 37 + 1 °C, a una frecuencia constante entre 28 y 32 ciclos por
minuto. Cuando ha transcurrido el tiempo indicado elevar la canastilla para
separarla de! liquido de inmersién y observar las tabletas. El tiempo de
desintegraci6n no debe ser mayor de 15 min. (2e),

CAPSULAS

Aplicar la prueba para tabletas omitiendo el uso de discos. En lugar de
discos, colocar un tamiz de alambre removibie (malla No. 10) en |a parte
superior de la canastilla. Observar las cdpsulas cuando ha franscurrido el
tiempo especificado. El tiempo de desintegracién no debe ser mayor de 30
min. (e

5.3.3 FRIABILIDAD (e

Consiste en evaluar la capacidad que tienen las tabletas de resistir las
fuerzas tangenciales sin perder parte de su composicién por formacién de
polvos, despostillamiento en los bordes, rompimiento o laminado de su
estructura.

El procedimiemto para realizar esta pueba es el que se describe a
continuacion:

Desempolvar las tabletas con una brocha suave, determinar el peso
exacto, colocar en el tambor y rotar esté 100 tiempos, desempolvar las tabletas
usando una brocha y pesar las tabletas registrando el peso exacto. Calcular el
% de peso pérdido.

Para tabletas que pesan menos de 650 mg cada una, usar una muesira de
6.0 26.5g . La pérdida de peso no debe ser mayor del 1%.
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5.3.4 VARIACION DE PESC o

Esta prueba nos indica los limites de variacién permisibles en el peso de
las unidades de dosificacién, expresados en términos de una desviacion con
respecto al peso promedio de (as tabletas.

TABLETAS
Pesar individuaimente 20 unidades y determinar el peso promedio de estés.
El peso individual de 2 de las 20 unidades no debe estar fuera de los limites
indicados, el cudi es de +5 % del peso promedio,

CAPSULAS

Pesar una cépsula completa, abrir la cépsula y vaciar el polvo, pesar la
cépsula vacia y sacar el peso del contenido por diferencia, repetir la operacién
para otras 19 unidades. Determinar el paso promedio de estds. El peso
individual de 2 de las 20 unidades no debe estar fuera de los limites
indicados,el cudl es de +10 % del peso promedio.

535 DUREZA

Esta prueba permite conocer ia resistencia que tienen las tabletas, al
astillamiento, agrietamiento o ruptura.

Se realiza obteniendo el valor promedio de la determinacion de dureza
de no menos de 10 unidades, la cual debe estar dentro del limite de 4 a 10 Kg.

5.3.6 UNIFORMIDAD DE CONTENIDO 1)

Se analizaron no menos de 10 unidades de acuerdo al siguiente
método.

Solucion de referencia

Preparar una solucién de Fenitoina S6dica en etanol, que contenga 400
ug/mi, afiadir 2 ml de solucién 1:100 de écido clorhidrico por cada 100 ml de
solucion. .

Solucién de la muestra problema q1)

Pasar cuantitativamente el contenido de una cdpsula 6 tableta a un
matraz volumétrico de 25 mi, aforar con etanol, mezclar, centrifugar una
porcién de la mezcla a 2000 rpm hasta que Ia solucion sea clara,
aproximadamente 5 minutos. Diluir 1 mi del liquido claro con etanol y adicionar
0.2 mi de dcido clorhidrico 1:100 para obtener la misma concentracién de ia
solucién de referencia.
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Procedimiento

Detenminar la sbsorbancia de la solucién de referencia y de la muestra,
& una longitud de onda de 258 nm y usar como bisnco de ajuste una solucion
de un volumen de solucién 1:100 de dcido clorhidrico y 4 volumenes de etanol.

.Las especificaciones para esié prueba son las siguientes:
TABLETAS

La cantidad de ingredients activo de cada una de las unidades
determinadas debe estar dentro del rango de 85 a 115 % de la cantided
indicada en el marbete y la desviacion estdndar relativa debe ser menor o
igual @ 6%. (11)

CAPSULAS

La cantidad de ingrediente activo en no menos de 9 de las 10 unidades
determinadas, queda dentro del rango de 85 a 115 % de Ia cantidad indicada
en el marbete y Ia desviacion esténdar relativa de las 10 unidades es menor o
igusl a6 %. (11

§.3.7 VALORACION DEL PRINCIPIO ACTIVO a7

La valoracién del principio activo se realizo de acuerdo al método
mostrado en la Figura 4 el contenido de principio activo debe estar dentro de
los limites de 93 a 107 % de acuerdo a lo indicado en el marbete.

Debido @ que el método analitico empleado en esta prueba es por
cromatografia de fiquidos de alta resolucién a continuacién se muestran las
condiciones de operacidn:

Cromatéografo: BECKMAN SYSTEM GOLD
Fase mévil: Metanol-Agua 55:45
Columna: ODS 0.5 u , 4.6 mm x 25 cm
Velocidad de flujo: 1.5 ml/min

Longitud de onda: 254 nm

Vol. de inyeccion: 20 ul

kil



Pacte Expenmental

Pesar of contenido de
20 chpeulas y dotes-
minar ¢l peso promedio
Triturar hasts Peser una cantidad
poiva fino equivelente a 82.5mg
de Fanltoina Sodica
Pesar 20 tsbletas ¥ T
deterrningr ol peso l

m «—]| Transferir a un matraz
de 25 mi y aforar con
fase movil.

Tomar 1 mi de solucion y
aforar a 10 micon fase
mévil. Conc. 250ug/mi [ | Preparar

Aorar 8 25 mi

| pesar
82.5 mg de > con fase mévil
_Fenitoina sddica

Tomar 1 mi y storsr
Coiocer en los viales «—| 8 10 mi con fase
ambas soluciones movil

tny por separadg la respuesta
unmmndom}-’ obtenida y caicular of

de Fenltoina
Sédica por unidad

Figura 4. Método de valoracién de principio activo
por CLAR para cépsulas y tabletas ()
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8.4 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS PARA EL ESTUDIO DE
DISOLUCION DE CAPSULAS Y TABLETAS .

Para la validacion del método analitico se utilizé como esténdar materia
prima valorada con un 99.84 % de contenido de principio activo la cual fue
donada por los Laboratorios Parke Davis.

541 Método snalitico por especirofotométria UV para la cuantificacién de
Fenitoina en e! medio de disolucion. (1)

Pesar una cantidad determinada de Fenitoina sddica, transferir a un
matraz y aforar con agua, tomar una alicuota y transferir a un matraz, aforar
con mezcla 4:100 de solucién de dcido clorhidrico 1:100 y etanol absoluto, (eer
a 258 nm en sl espectrofotémetro, usando como blanco de ajuste una solucién
1:1 de agua y mezcla 4:100 de solucidn de dcido clorhidrico 1:100 y etanol
absoiuto.

54.2 Método analitico por CLAR para |a cusntificacion de Fenitoina en el
medio de disolucién. on

Pesar una cantidad de fenitoina sédica, transferir # un matraz y aforar
con metanol-agua 55:45, realizar las diluciones necesarias tomando alicuotas
de esta solucién y aforar con la misma mezcla de metanol-agua. Colocar en los
visles del automuestreador e inyectar un volumen de 25 ul, correr el
cromatograma y evaluar la respuesta obtenida.

Condiciones de operacion del sistema cromatogréfico.

Cromatégrafo: BECKMAN SYSTEM GOL.D
Fase movil: Metanol-Agua 55:45
Columna: ODS 0.5 1, 4.6 mmx25cm
Vel. de flujo: 1.5 mli/min

Longitud de onda: 254 nm

Vol. de inyeccién: 25 ul

kX
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Los pacémetros de validacion evaluados para ambos métodos analiticos
fueron (os siguientes:

a) Linearidad del sistema
Se preparsron 3 curvas de calibracin independientes usando
concentraciones de 15, 30, 60, 75 y 120 pg/mi de Fenitoina Sddica esténdar

oquivalentes al 10, 30, 50, 60 y 100 % respectivaments. Las muestras se
analizaron de acuerdo el método mostrado en la Figura 5 y 6 respectivamente.

Especificaciones:

CV.s 1.5%

r>099 2098

b) Linearidad de! método
Se prepararon 3 curvas de calibracion independientes usando concentraciones
de 15, 30, 60, 75 y 120 ug/ml de Fenitoina Sédica equivalentes al 10, 30, 50,
60 y 100 % respectivamente (muestras cargadas). Las muesiras se analizaron
de acuerdo al método mostrado en la Figura 5 y 6 respectivamente.
Especificacionss;

Método cromatogréfico Método Espectrofotométrico
Recobro: 98-102% 97-103%

cv.: < 2% < 3%
m=1, ba0, 2 098

c) Exactitud y Repetibilidad al 100 %

Se analizaron 6 muestras equivalentes al 100 % de Fenitoina Sédica
(muestras cargadas) empleando el método mostrado en la Figura 5 y 6
respectivamente,
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Especificaciones:

Exactitud; Evaluar mediante t de student (o)
Repetibilided: Evaluar mediante ji cuadrada (x,%)

Método cromatogréfico Método Espectrofotométrico
Recobro: 98-102% 97-103%
CV.: < 2% < 3%

d) Precision (Repetibilidad en diferentes dias)

Se analizé una muestra (muestras cargadas) eguivalente al 100 % , en
dos dias diferentes y por triplicado. En este caso solo se determind la variacién
entre dias con el mismo analista. Las determinaciones se hicieron de acuerdo
al método mostrado en la Figura 5 y 6 respectivamente.

Especificaciones:
Método cromatogréfico Método Espectrofotométrico
Recobro: 88-102% 97-103%
CcVv.: < 2% s 3%
Muesiras cargadas

Se preparo una solucién con muestra del producto & estudiar, cuya
concentracién fue igual a la solucién estdndar (15 ug/ml), y para la validacién
del método, las muestras problema contenian un 50% de solucién de muestra
y un 50% de solucién estéandar, siguiendo el método mostrado en las Figuras 5
y 6 respectivamente.
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Pesar 15 mg de
Fenltoina 8ddica

Transferic a un matraz
y aforar a 100 mi con

Aforer cada ol
10 mi usando mezcla'

Leera 258 nmen
el aspectrofotémetro

Usar como bianco de
ajuste una solucién
1:1 de agua y mezcla*

*Mazcla 4:100 de solucién de &cido clorhidrico 1:100 y etanol absoluto

Figura 5. Método de preparacién de la curva de calibracion

Pesar t5 mg de
Fenitaina sddica

Transferir a un matraz
y aforar & 100 ml con
agua 55:45

a0

v

Tomar alicuotas de
8542y1ml

Transferir 8 un matraz
de 10 ml y aforar con
metancl-agua 55:45

—»

usando espectrofotémetria UV.

Colocar en los vigles
¢ inyectar un vol. de
25 ul, incluyendo Ia

primera solucién

Figura 6. Método de preparacion de la curva
de calibracion usando CLAR.
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6.6 ESTUDIO DE DISOLUCION

Las condiciones de operacion pars la prueba de disolucién fusron las
mismas tano para cpsulas como para tabletas. Colocar una tableta o cépsula
on cada una de ias seis canastillas del disolutor y tomar muestras a ios 5, 10,
15, 20, 25, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos, snalizar tanto por e! método
espectrofotométrico (FEUM 5 Ed.) como por cromatografia de liquidos de alta
rasolucion (USP XXII), realizando el perfil de disolucion por duplicado.

Las condiciones de operacion con las que se trabajo son las siguientes:

Medio de disolucién: Agua, 900 mi
Velocidad de agitacion: 50 rp.m
Método; Canastillas (Aparato 1)
Temperatura: 37 £+ 0.5°C

Especificaciones: para esta prusba esté establecido que no menos del
85 % de Fenitoina Sédica debera disolverse a los 30 minutos, tanto para
cépsulas como para tabletas de accién normal (11,3

Los resultados se interpolaron en una curva de calibracién de Fenitoina
Sédica estandar, fa cudl fue preparada el mismo dia con el fin de obtener los
resultados bajo las mismas condiciones de trabajo. En la Figura 7 se muestra
{a metodologia saguida para realizar la dizolucién

Una vez obtenidos los perfiles de disolucion de todos los producios en
estudio, se determino si existe diferencia significativa en el porciento disueito,
at tiempo especificado ( FEUM 5 %ed. como en la USP XXI), tanto entre
métodas analiticos, como entre proveedares, lo cual se realizo por medio de
un andlisis de varianza de un factor por bioques al azar.

Ademds se determino la cinética de disolucion, el TMD y t 1/2 para
conocer el comportamiento ‘in vitro" y determinar si existe equivalencia
farmacéutica de los productos estudiados.
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Preperar curva In om-
de Fenltoina usando coac. L_.,. pleando:Aparato No.1,
de 15,30,80,75,120 up/mi 50 rpm, agua 900 mi

'

Tomar 2 m| de muesira a
los 5,10,15,20,25,30,45,60

Pd N

Método por cromatogréfia
de de alts 16

Método por

.

!

Adicionar 1 mi de
metanol & c/u de las
muatiras fitradas

Adicionsr2mide*a
c/u de las muestras
fitradas

'

v

Mezclar y lesr
2258 nm

Colocar en

viales e inyeclar
un vol. de 25 ul

'

los
S0l

N

Usar como blanco una

lucién 1:1 de agua y *

s

Calcular {a cantidad
de Fenitoina Sédica
disueita

'

Elaborar el perfi!
de disolucién

* Mazcle 4:100 de salucién de HC! 1:100 y stenci abeckute

Figura 7. Procedimiento empleado para la prueba de disolucién
de Fenitoina Utilizando Espectrofotometria UV y CLAR
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Resultados y Andiksis

§.1 Control de calidad de los productos sstudiados

Los resultados de los controles de calidad realizedos para cépsulas y
tabletas se muestran en la Tabla Il .

Identided

El ensayo de identidad de! principio activo se realizo a cads uno de los
lotes, encontrando que las reacciones de identidad corresponden a la sustancia
de interés por lo que todos los productos analizados cumplen con la prueba de
identidad.

Desintegracién
El tiempo de desintegraciéon de cada uno de los productos estudiados
cumple con las especificaciones, tanto para cépsulas como para tabletas.

Friabilided

Todos los productos cuya forma farmacéutica fue tabletas cumplen con ia
prueba de friabilidad ya que ninguno presento una pérdida de peso mayor al
1%. .

Variaci6n de peso
Todos los productos estudiados cumplen con la prueba de variacién de
peso.

Dureza
Considerando que el valor promedio de dureza para tabletas es de 4 a 10
Ko, se encontro que unicamente el producto £1 no cumple con la especificacion.

Uniformidad de contenido
Todos los productos analizados cumplen con la prueba de uniformidad de
contenido.

Valoracién del principio activo
Todos los productos estudiados cumplen con la prueba de valoracién,
observandose que el producto A2 se encuentra en el {imite inferior.
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2495
(8.17) (1.88)
A2 1222 ] 292.0 ] 97.15 9328
(7.90) 392
B1 331 0.08 318.5 7.2 97.64 100.96
(6.20) (4.10)
B2 5:49 0.60 3294 6.7 96.06 9361
(4.80) 1m
Cc1 6:56 0.15 220.7 7.1 98.17 99.62
(1.50) (4.03)
c2 331 0.08 208.1 79 100.53 102.53
(4.51) (3.18)
D1 335 0.52 2297 56 96.92 100.97
220 ) (3.28)
D2 3:26 0.77 2364 55 95.20 99.66
(220) (2.15)
E1 3:38 026 252.0 137 & 99.21 99.18
(1.24) (3:24)
E2 3:50 0.18 260.3 9.0 97.12 95.44
(5.12) (3.31)
W = no se realizo
4 = no pasa ia prueba
() =valor de DER.

Tabla Il. Resultados de los andlisis de control de calidad de los productos estudiados
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Resultados y Anélisis

6.2 Validacién Del Método Espectrofotométrico para el Estudio
de Disolucion

A} Linearidad del sistema

Los resultados de linearidad del sistema para cuantificar Fenitoina, se
muestran en la Tabla Il en la cual se pueden observar los valores de
absorbancia obtenidos para cada una de las curvas en un intervalo de 15 a 120
ug/ml de Fenitoina, asi como también el valor promedio de las tres curvas, el
coeficiente de variacién para cada nivel y los valores de coeficiente de
correlacion (r), coeficiente de deteminacion (r’), ordenada &l origen (a) y la
pendiente (b) .encontrando que el sistema es lineal, ya que los valores
obtenidos en la regresion lineal cumplen con las especificaciones. En la Figura
8 se observa la grafica obtenida para evaluar la linearidad del sistema
espectrofotométrico.

1.Curva2 |~ Curval

Abmbuu:u ;anl- on

50365 | 00360 | 00365
30 0.0710 0.0700 0.0700 0.0703 0.82
60 0.1350 0.1350 0.1370 0.1356 085
75 0.1709 0.1720 0.1700 0.1709 0.58
120 0.2820 0.2790 02790 0.2800 0.61
r= 0.9999 0.9999 0.999 0.5999
P= 0.9986 0.9997 0.9988 0.9995
a= 3.66x107 | 4.86x107 | 3.22x10° | 391x107
b= 2.24x107 | 2.22x107 | 2.27x10° | 2.24x107

;.mum g,v,-wmawla. racosficients de correlacién
r de

Tabla lll. Resultados de la linearidad de! sistema espectrofotémetrico

11



St St bt dearhddhClat i A

LR i e

44

rLinearidad del sistema espectof otométric

2 o1

0.3
&l
©
5 02
| =
©
o
o
o
23
o
< 0.1
[
0w 1 { L L I 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Concentracién ug/mi
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Resultados y Andlisis

B) Linearided de! método

Los resultados de linearidad del método para cuantificar Fenitoina, se
muestran en la Tabla IV en ia cual se pueden observar los valores promedio de
% recuperado obtenidos para cada producto en un intervalo de 15 a 120 ug/ml
de Fenitoina, el coeficiente de variacién para cada nivel y ios valores del
cosficients de determinacién (), pendiente (b) y la ordenada al origen (a),
encontrando que el método es lineal, ya que los valores obtenidos en Ia
regresion lineal cumplen con las especificaciones. En la Figura 9 se observa la
gréfica obtenida para evaluar la linearidad de! método espectrofotémetrico para
cada producto.

15 14.73 14.97 15.08 15.75 15.04
(1en (0.873) (0.860) (1510) 0.732
30 28.79 30.18 30.21 29.61 29.49
{1.08) (1 047) (0.881) RECY (1.82)
60 60.61 59.85 60.12 60.45 60.18
(0.053) {0.338) 0370) (0812) (0341)
75 74.84 75.45 7493 7534 74.90
{0202 _{0.894) _ {0107 {0.:449) (0008, _|
120 120.72 119.83 119.87 120.38 119.98
(0.819) (0.743) (0087} {0.608) (1.009) |
r= 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
a= -0.3866 0.1226 0.2086 -0.1326 | -0.1780
b= 1.0087 0.9988 0.9972 1.0051 1.0016
7 de
a=orconiade ol origen ( }=Couficlerte de varisckn

Tabla V. Resultados de linearidad del método espectrofotométrico
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Resuitados y Andlisis

C) Exactitud y Repetibilidad al 100%

En ls Tabla V se muestran los resultados de la repetibilidad del método
espodrofotométrico, la cudl se evaluo por medio del estadigrafo de contraste i
cuadrada ( ll ), encontrando que el método es repetible, ya que el coeficiente de
variacion es menor al 3% y la hipétesis nula fue aceptada.

Producto [ A B [+ D E [t Criterio de
Rechazo
J 512 | 418 | 7.14 | 462 | 3.28 | 1107 | y2 2 yia /2
CV. 1.88 120 | 205 | 1.80 | 0.68
Tabla V., Resultados de ia Repetibilidad para

el método espectrofotométrico

Los resultados de la exactitud del método espectrofolométrico, se muestran
eon la Tabla VI , asi como el estadigrafo de contraste t .. Utilizado para su
evaluacion, encontrando que el método es exacto al 100 %, ya gue |a hipétesis
nula fue aceptada y el coeficiente de variacién es menor al 3%.

. tus | . Criteriode
e o)t ] o Rechare
5 0.562 | -2.86 3 1.26 | 213 tese 2 tian
1.20 0.80 0.18 | 0.36 | 1.06
Tabla VI. Resultados de la Exactitud del

método espectrofotométrico

D) Precision (Repetibilidad en diferentes dias)

Los resultados de la presicién del método espectrofotométrico se muestran en
la Tabla VIi , para su evaluacion fue empleado un anélisis de varianza (ANDEVA)
de un factor totaimente aleatorio, encontrando que la F calculada es menor a la
de tablas, por lo tanto se acepta la hipétesis nula, lo cual nos indica que no exite
diferencia significativa al realizar los andlisis en diferentes dias.

TINIVII Resultados de P ién del mé E
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Resultados y Andlisis

6.3 Validacion del Método Cromatogréfico para el Estudio de disolucién

A) Linesridad de! sistema

Los resuitados de linearidad del sistema para cuantificar Fenitoina, se
muestran en la Tabla VIl en (a cual se puede observar os valores de altura de
los picos obtenidos para cada curva estdndar en un intervalo de 15 & 150 ug/mi,
asi como también el valor promedio de las tres curvas, el coeficiente de
variacion para cada nivel y los valores de coeficiente de correlacién (r),
coeficiente de determinacién (r*), ordenada al origen (a) y l@ pendiente (b)
,encontrando que el sistema es lineal, ya que los valores obtenidos en la
regresion linea! cumplen con las.especificaciones. En la Figura 10 se observa la
grédfica obtenida para evaluar la linearidad del sistema.

Curva2 | "Curval

L. " sitira altuca ;

0.001976 | 0.001078 | 0001943 | 0.001968
30 0.003883 | 0.003884 | 0003827 | 0003864 | 084
€0 0.007490 | 000756 | 000764 | 0007573 | 1.00
75 0.009576 | 0.000584 | 0.009857 | 0.009608 | 040
120 D.014808 | 0.014810 | 0.014050 | 0.014888 | 047
150 0018832 | 0.018444 | 0018444 | 0018758 | 1.51
= 0.000926 | 0.000180 | 0000229 | 0.000171
b= 9000124 | 0000124 | 0000122 | 0.000124
= 0.0099 0.9909 0.0909 05099 |
P= 0.9997 0.9993 0.9094 0.9997

asordensde ol origen (J:.V. = cosflicients de vanacion  r=coeficants de coreacion
b= r de

Tabla Vill. Resultados de los valores de {a linearidad del
sistema cromatogrifico
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Resultados y Andlisis

B) Linearidad del método

Los resultados de linearidad del método para cuantificar Fenitoina, se
muestran en la Tabla IX en la cual se pueden observar los valores promedio de
% recuperada obtenidapara cada producto en un intervalo de 15 a 150 ug/m! de
Fenitoina, el coeficiente de variacién para cada nivel y los valcres del
coeficiente de dterminacion (i), pendiente (b) y la ordenada al origen (a),
encontrando que el método es lineal, ya que los valores obtenidos en la
regresion lineal cumplen con las especificaciones. En la Figura 11 se observa la
gréfica obtenida para evaluar [a linearidad de! método cromatografico para cada

producto.

L i N il N E
15 15,14 15.0 15.13 16.02
(0.915) (1.401) {1652 11150
30 30.18 30.48 30.16 30.67
_(0732) {1,551} {1.195) {1762
60 59.86 60.42 60.09 60.14
{0307 (0.858) {0.369} (0.736)
75 75.02 74.96 75.20 75.46 .
_(0433) 0.08)) (0.529) _(0.987) (0.525)
120 120.07 120.83 120.62 120.44 119.76
_{0687) 0210 {1.080) {1123 (1.254)
150 149.93 150.37 150.78 149.88 148.53
> (0.165) {0.388) (0.309) _(0.492) {1.014)
0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
a=
0.1250 0.1516 -0.0591 0.3941 0.8166
b=
0.9987 1.0026 1.0051 0.9983 0.9927
a=ordenada :;w { )=corficiante de variacién

Tabla IX. Resultados de la linearidad del mélodo cromatografico
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Resultados y Andlisis

C) Exaciitud y Repetibilidad al 100%

En is Tabla X se muestran los resultados de la repatibilidad de! método
cromatogréfico, la cuél se evaluo por medio del estadigrafo de contraste ji
cuadrada ( %7 ), encontrando qua el método es repetible, ya que el coeficiente de
vaviacion es menor al 3% y la hipétesis nula fue aceptada.

Producio | A 8 c [+ E | 27w | Criteriode
_ Rechazo
| L e 133 218 128 | 245 | 418 [ 1107 |2 L oyiar2
C.V. 0.96 1.04 103 | 0.687 | 0,676 |
Tabla X. ResuMtados de la Repetibilidad para

] método cromatogréfico

Los resultados de la exactitud del método cromatogréfico, se muestran en
la Tabla XI|, asi como el estadigrafo de coniraste t we. utilizado para su
evaluscion, encontrando que el método es exacto al 100 %, ya que la hipdtesis
nula fue aceptada y el coeficiente de variacién es menor al 3%,

PorcS

4571 2.13

0.310 -0.128
1.40 1.22 | 0.92
Tabia Xi. Resultados de la Exactitud del
método cromatogréfico

D) Precisién (Repetibilidad en diferentas dias)

Los resultados de la presicién de! método cromatogréfico se muestran en la
Tabla Xli , para su evaluacién fue empleado un andlisis de varianza (ANDEVA) de
un factor totalmente aleatorio, encontrando que la F calculada es menor a la de
tablas, por lo tanto se acepta la hipStesis nuia, fo cual nos indica que no exite
diferencia significativa al realizar los andlisis en diferentes dias.




is

6.4 Estudio de Disolucién

En esta Tabla Xill se muestra el valor promedio de ia cantidad disuelta de Fenitoina expresada en porciento,
obtenida al cuantificar por el método espectrofotométrico a cada tiempo de muestreo, asi como la desviacién esténdar
entre vasos para cada uno de los productos estudiados.

in.|-30 min. | 45 min
A1 0 3.64 6.28 7.86 12.77 | 19.20 | 37.19
o) (114 (1.96) 201 @2 263 [e2b)]
A2 0 9.63 16.68 29.61 54.62 | 70.60 | 90.43
{0y @y 82 61 (135) {188 058)
B1 4388 50.31 6163 76.22 | 89.96 |102.25 | 110.91
12.2) [(AL)) (49 59 )] (2] 4.3)
B2 44,57 63.59 88.79 | 103.82 | 110.15} 112.60 { 113.52
_46) (57) (47) _ _(109) (416) 23 29)_
c1 3272 58.53 €6.20 7485 | 7812 | 81.88 | 93.98
&) 86 63) 7.0 @.1) 43) (29)
c2 74.84 93.69 99,80 | 107.65 | 107.38 | 108.99 | 109.44
9.5 (123) (. (X)) 102 an (65)
D1 78.20 97.17 102.20 | 103.93 | 103.58 | 102.49 | 101.78
198) {66) {23) {57 {17 22 {48
D2 87.49 98.20 104.92 | 108.38 | 106.80 | 104.92 | 107.35
{156) (42 {44 {84) {42) £9 33
E1 69.99 92.60 109.04 | 112.59 1114.39 1 115.20 | 115.36
(124 ®5) 43 &) 69 | o (.0
E2 63.55 82.68 97.05 97.93 | 109.41 | 109.68 | 112.11
B (55) 55 Je8) | (57 )] (41
() = desviacion esténdar entre vasos

Tabla Xlil. Resultados del porciento disuelto obtenido al
cuantificar Fenitoina por espectrofotométria UV
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En la Figura 12 se observa la diferencia existente entre los perfiles de disolucién para cada uno de los producios

analizados por el método espectrofotométrico.

% DISUELTO
]

PERFILES DE DISOLUCION

METODO W

20

st

-t
“«0 [ ]

MINUTOS

aAt
- A2
- 8t
o 82
- C1
- C2
- D1
-« D2
» Et
< E2

Figura 12

. Gréfica de los perfiles de disolucion de los productos estudiados
por el métoda espectrofotométrico
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En esta Tabia X[V se muestra e! valor promedic de la cantidad disueita de Fenitoina expresada en porciento,
obtenida al cuantificar por el método cromatogréfico a cada tiempo de muestreo, asi como la desviacion estinder entre
v8s0s para cada Uno de los productos estudiados.

= ikl

5151

Tabla XIV. Resultados del porciento disuelto obtenido
al cuantificar Fenitoina por CLAR

86.90
B1 102.46
B2 X . 98.37
. : “n
C1 . . 9580
. ) om {.
c2 . 74 J X 87.53
[tAD)] 23] (8.67) .1 {1.35) . | (547 {4.24) 4.
D1 50.37 70.59 73.21 78.04 78.69 81.06 | 8146 | 8390 83.23 | 84.90
% 1 51 (119 pw) 24 (1.48) 1.1 74D}
D2 4269 69.43 79.15 84.30 86. 90.90 9069 | 91.03 89.75 | 94.14
Q5) 28 £ 2% e D)} 26) (1.7) {1 (1.9
E1 34.66 65.66 95.50 96.42 97.97 99.67 | 10060 | 101.43 | 103.85 | 104.59
{4.2) _(s1) 03y ] (3 08 0m | 0 | om 20 | (7 |
E2 34.06 53.49 7535 82.35 96.46 99. 99.91 | 101.50 | 101.94 | 103.79
3. (432) 57 {412 ! 29 (1.98) (1. (.11) om |
() = desviacién estindar entre vasos
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En la Figua 13 se obscrva a diferencia existente entre los perfiles de disolucion para cads uno de los productos

analizados por el método cromatografico.

% DISUELTO

20

[ PERFIL DE DISOLUCION 1

METODO CLAR

=3

A
\

20 40

60
MINUTOS

e Al
- A2
«Bt
e82
<+ C1
+C2
- D1
« D2
- E1
@ E2

Figura 13. Gréfica de los perfiles de disolucion de los productos estudiados
por el método cromatogréfico
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Resultedos y Andiksis

En las Figuras 14 y 15 se observa la diferencia entre los perfiles de
disolucion al realizarios por diferentes métodos analiticos y la desviacion esténdar
(I) , asi como la diferencia entre lotes de un mismo producto.

0~
® /I
o .4
s /{/
2 o /I
[
a
] 204
F) © © ) K]
MINUTOS
Figura 14, FERFL DE DISOLUCION COMPARATIVO BNTRE
NETODOS ANALMOOS PARA B PRODLCTO A 1
0+
z 1
]
> 804 :
@
& o]
]
2 —=o
—~o—CLAR
F-) © ® ® w

MINUTOS

Fgura 15, FERAL DE DISOLUCKON COMPARATIVO ENTRE
MNETODOS ANALITIOOS PARA B FRCDUCTO A 2
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Resultedos y Andlisis

En ias Figuras 16 y 17 se observa [a diferencia entre los perfiles de
disolucion al realizarios por diferentes métodos analiticos y la desviacion esténdar
(1), asi como |a difersncia entre lotes de un mismo producto.

% DISUELTO

% DISUVELTO

204 : -
3
®; 53
w]
40 4
“]
—a—
1 —e—CLAR
] © © © w -
MINUTOS
Fgura 18. FERFL. OE DISOLUCION COMMARATVO ENTRE
METODOS ANALITIOOS PARA 1. FRODUCTO B 1

%0

j S ——F
[ 3 3
] [t
60+
404
0+ —a—

—*—CLAR
o © © [ o
MINUTOS

Foua 17. FSFAL [E DISOLUCION OOMPARATIVO ENTRE
METODOS ANALITIOOS PARA BL. FRODUCTO B 2



Resultados y Andlisis

En las Figuras 18 y 18 se observa la diferencia entre los perfiles de
disolucién al realizarlos por diferentes métodos analiticos y la desviacion esténdar
(I), asi como la diferencia entre lotes de un mismo producto.

% DISUELTO

% DISUELTO

104 __’_{____i___/.—-;
— e g%
0
a0
4041
o —~—a—iy
—o—CLAR
” F) © © [) ©
MINUTOS
Figura 18. FERFL DE DISOLUCION COMPARATVO ENTRE
METODOS ANALITOOS PARA B FROOLCTO C 1
041
s
w-
04 'I/}-——I‘"H —
- &
4 .
ol
24 ——W
—e—~CLAR
» © © o )

MINUTOS

Fowrs 19. RERFL DE CISOLUCION COMPARATIVO ENTRE
METODOS ANALITIOOS PARA BL ARODLCTO € 2
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Resultados y Andkisis

En las Figuras 20 y 21 se observa la diferencia entre los perfiles de
disolucion al reslizalos por diferentes métodos analiticos y la desviacion esténdar
(1), asi como |a diferencia entre ioles de un mismo producto,

90+
w pedrr 3 s a3
2 o 5 —F
-
w
pe]
2
o
*®
4 —a—W
~-o—CLAR
F © ) 0 [
MINUTOS
Figura 20. FERAL OE DISCLUCION COMPARATVO ENTRE
NETODOS ANALITICOE PARA B FRODUCTO D 1
@€X
- /Ii\I_F_—i-——l—I————-i
— %
E ©
© o
Y w
@
0 o
r
] —e—
1 F3 © © [ K]
MINUTOS

mzv PERAL DE DISOLUCION COMPARATIVO ENTRE
‘0006 ANALITIODS PARA EL PRODLCTO D 2



Resultados y Andlisis

En las Figuras 22 y 23 se observa la diferencia entre los perfiles de
disoiucion al realizarios por diferentes métodos analiticos y la desviacion esténdar
(1), asl como la diferencia entre {oles de un mismo producto.

% DISUELTO

% DISUELTO

=1 51
w %
uJ
o]
o]
Ed —av
~$—CLAR
° ) r3 ® ® &
MINUTOS
Figura 22. AERFL. DE DISOLUCION COMPARATVO ENTRE
METODOS ANALITIOOS PARA Bl FRODLCTO E 1
1 3 3. 1. by
A+ e . S
0 /I/
]
o]
1
° % % ® SN

MINUTOS

Foum 23, PERAXL CE DISOLUCION COMPARATIVO ENTRE
METODOS ANNITIOOS PARA EL PRODUCTO E 2

58



En |a Figura 24 se observa la gréfica comparativa del porciento disuelto obtenido al analizar los productos por

Espectrofotometria UV y por CLAR.

% DISUELTO

COMPARACION DE % DISUELTO ENTRE METODOS ANALITICOS
ALOS 90 MNUTOS

Al A2 B1 B2 C1 c2 D1 02 E1 E2
PRODUCTO ’

I BwW BAAR I

Figura 24. Comparacion de UV y CLAR para la evaluacion de % disueito
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Resultados y Andlisis

En los resultados obtenidos de la cantidad disueita expresada en % a
cada tiempo de muestrec para los productos estudiados por el método
especirofotémetrico y cromatogréfico se observa que hay variacién tanto entre
iotes, como entre fabricantes asi como en la desviacion esténdar entre vasos
para cads tiempo de muestreo, lo cual nos indica que los productos no
presentan el mismo comportamiento.

Respecto a la cantidad disuelta tanto la FEUM (Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos 5° Ed.) como la USP XXl indican que no menos del
85% de la cantidad etiquetada en el marbete de Fenitoina sédica deberd
disolverse a los 30 min, tanto para cdpsulas como para tabletas.

Se puede observar en los resultados obtenidos por el método
espectrofotométrico los productos A1, A2 y C1, no cumplen con las
aspecificaciones para disolucién, sin embargo el porciento disuelto para el resto
de los productos, fue mayor al 100% lo cual indica que puede existir cierta
interferencia en la cuantificacién del principio activo, debida a factores de
formulacién de cada producto.

En los resultados obtenidos por e método cromatogréfico se pueds
observar que cinco de los productos estudiados (A1, A2, C1, €2, Y D1) no cumplen
con las especificaciones para disolucién, observandose que al emplear este
método |a cantidad disuelta al tiempo especificado por las farmacopeas, no es
mayor al 100% .

Es importante que todos los productos cumplan con las especificaciones
de disolucion, ya que al no cumplir, se ve afectada la disponibilidad del farmaco
y por tanto el efecto terapéutico del mismo.

También se puede observar que ninguno de los lotes de cdpsulas
(Producto A1 y A2) cumple con las especificaciones de disolucion para cépsulas
de accién normal.

En la gréfica de barras se puede apreciar claramente la diferencia
existente entre la cantidad disuelta a los 90 minutos al emplear diferentes
métodos snaliticos, lo cual es de gran importancia, ya que se esperaba
encontrar que Ia respuesia fuera igual o similar al emplear diferentes
melodologias.
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Resultados y Andiisis

A) Cinética de Disolucion

Se realizo la cinética de disolucién para conocer el comportamiento 1n
vitro” de los productos estudiados con el fin de establecer a que modelo se
ajustaban mejor os datos de los perfiles de disolucién encontrando que estos se
ajustan & cinéticas de cero y primer orden. En los resultados que se muestran
on ia Tabla Xiil se pusde observar que los productos se ajustan a una cinética
de disolucion de primer orden excepio el producto B1 cuya cinética de
disolucién cambia al usar los datos obtenidos por diferentes métodos analiticos.

Cabe seflalar que para la evaluacién de cinética de disolucién, en
algunos productos analizados por el método espectrofotométrico la cantidad
disuelta al realizar el andlisis es superior al 100 %, lo cual ocasiona que se
cuente con muy pocos puntos para calcular (a cindtica de disolucién, ya que en
poco tismpo se liega a un valor constante.

En base a la cinédtica de disolucion se determino la constante de
velocidad de disolucitn y el tiempo de vida medis ; asi mismo se calculb el
tiempo medio de disolucién ( TMD ); el cual solamente puede calcularss para
aquelios perfiles en los que se encuentra minimo un 63.2 % del férmaco
disuelto. .

El TMD se calculo con la siguiente ecuacion:

AAdi
TMD = & Addis
Adisa

on donds :
t = tiempo de muestreo

A A dis =diferancia de % disuelto
A dis o = cantidad disuelta a tiempo infinito



Resultados y Andlisis

Los resultados de la constante de velocidad de disolucién se muestran en
la Tabla XV, asi como el valor del coeficiente de determinacitn.

PRIMER | 0029 | 0.9173 | PRIMER

ORDEN ORDEN
A2 ’;':gEE: 0.0141 | 0.9821 z’:ggs 0.0261 0.9654
B1 ’;’:"ggs 0.0756 | 0.9766 %RE?‘%“ 26426 | 0.9969
B2 (::RE%E(;‘ 0.1080 | 0.9757 %’gg&"} 0.1085 | 0.9495
Cc1 PORA';E: 0.0834 | 0.9901 S:'D“EE: 0.0420 | 0.9530
c2 ::D”EE'? 0.2334 | 0.9644 ';':DMEE:} 0.0744 | 0.9987
D1 ’;’;‘E)‘EE: 0.3190 | 0.9992 Fg;'gg} 0.1379 | 0.9000
D2 Po':gees 0.1410 | 0.9988 ’;’:DMEES 0.0685 | 0.9639
E1 ZRRIID‘EE: 0.1408 | 0.9996 ':;"g: 0.108t | 0.9269
E2 z’ggg{: 0.1982 ( 0.9531 %’gg: 0.0912 | 0.9839
K = constante de disolucién

1 =coeficiente de determinacién

Tabla XV. Valores de constantes de disolucion obtenidas
para ambos métodos analiticos.



Resultados y Andksis

Los resultados del TMD y t 1/2 se muesiran en la Tabla XVI ,como se
puede observar existe gran variacion de los valores tanto entre lote como entre
{abricante, ni como enire métodos analiticos.

“T™D 1172 T™MD %
MINUTOS MINUTOS MINUTOS MINUTOS

Y] 32 23 - 7
ry) 50 rm 3 %
81 8 ) 8 78
B2 2 5 2 )
c1 7 ) 2 6
c2 s 2 12 9
D1 3 2 T 5
02 6 r 7 5
£1 s r} 7 8
€2 0 3 e 7

Tabla XVI. Valores de tiempo medio de disolucién y vida media ~
de los productos estudiados por ambos métodos analiticos.



Resultados y Andlisis

6.8 Evaluacién de Métodos Analiticos y Provesdores

Para establecer si existia diferencia significativa en los perfiles de
disolucion obtenidos por los diferentes métodos analiticos, se efectud un
andlisis de varisnzs (ANDEVA) de un factor por bloques al azar realizendo el
andlisis en base a a tabla del apéndice 1 para el caso de tabletas como forma
farmacéutica, evaluando si existe diferencia significativa entre el porcieno
disuslios a los 30 min ya que es el tiempo especificado tanto en la FEUM como
on ia USP XXIi. También se evalud a los 45 min para corroborar ja evaluacién
anterior. En [a Tabla XVII s muestran los resultados de! andlisis de varianza,
usando como factor de prusba ios métodos analiticos

6.61

F calc 2 F tab

45 min 407.29 6.61

Tabia XVIi. Resultados del andlisis para determinar
si existe diferencia entre métodos analiticos.

Usando el mismo andlisis estadistico , se evaluo ia diferencia existente
on los perfiles de disolucién obtenidos por los diferentes productos en estudio,
esto se realizo con el fin de verificar si existia variacion entre los productos del
mercado nacional y determinar si existe equivalencia farmacéutica entre astos.
En la Tabla XVill se muestran los resultados del andlisis de varianza usando
como factor de prueba los diferentes productos.

30min | 3207

F calc = F tab

45 min 186.23 5.41

Tabia XVIII. Resultados del andlisis para determiner si existe
diferencia entre productos del mercado nacional.
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Resultados y Andlisis

En la tabla XVIl Y XVIl se puede observer que existe diferencia
estadisticamente significativa en los perfiles de disclucién al usar diferentes
métodos snaliticos, asi como también entre productos de diferentes fabricantes.

Una vez que se ha establecido Ia diferencia existente entre fabricantes,
o8 importante conocer cuales productios son diferentes entre si, pars lo cudl se
realizo la prueba de la diferencia significativa minima de Fisher (D.M.S),
enconirando que todos los productos son diferentes significativamente, de
acuerdo a fo obtenido en /a Tabla XiX.

X1 x2 x3 X4
x1 — 13.48 8.56 4.48
X2 — — 6.92 17.96
X3 — - — 11.04
X4 -_ — —_ —_

Tabla XIX. Valores del andlisis estadistico
obtenidos en la prueba de Fisher.

Para el caso de los productos cuya forma farmacéutica fue cépsulas, se
realizo un andlisis de varianza (ANDEVA) , propuesto por Mauger et al (23), en el
cual los perfiles son probados por diferencias entre nivel y forma, ademés de

. determinar si los perfiles presentan un paralelismo entre si, es decir si la
distancia entre ios puntos al mismo tiempo de muesireo es constante.



" Resullsdos y Andiisis

Este prusba nos permite hacer una comparacion de los perfiles en
relacion a las variaciones entre lotes y fabricantes. Los datos se analizan en
base a la tsbia mostrads en el apendice N.

El parémetro F1 permite evaluar la forma de los perfiles de disolucitn, y
fos parémetros F2 y F3 , examinan el nivel ( concentracién ) y el paralelismo
onire los diferentes perfiles (a=0.05), los resultados se observan en la Tabla XX.

Ft1 3.210
F2 23.08 19.16 F calc > F teb
F3 10.96 244

Tabla XX. Resultados del andlisis estadistico
realizedo para evaiuar cipsulas.

El andlisis muesira que en la prueba de nivel F1, existe diferencia en la
forma del perfil de lote a iote y entre métodos, Ia prueba F2 indica que los
perfiles se encuentran a diferentes concentracionss y por Gltimo la prusba F3
nos indica que los perfiles no son paraielos entre si, lo cual quiere decir que las
curvas no estan separadas una con respecio a la otra a una distancia constante
para cada punto.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

-Se encontré que el 50% de los productos estudiados no cumplio con las
especificaciones de disolucion, al ser analizados por el método cromatogréfico.

-Al realizar el andlisis por el método espectrofotométrico se encontré que
el 20 % de los productos no cumplieron con la prueba de disolucién lo cual
indica que hay efecto del método analitico empleado para la cuantificacién del
principio activo en la prueba de disolucién. Los productos con forma
farmacéutica capsulas presentaron mayor problema al ser analizados por ambos
métodos analiticos.

-Al comparar estadisticamente los perfiles de disolucion utilizando el
método espectrofolométrico y cromatogrifico se encontraron diferencias
significativas entre los valores de % disuelto a los 30 y 45 minutos,
obteniendose valores mas altos al utilizar el método espectrofotométrico lo cual
puede afribuirse a la interferencia de excipientes o factores de formulacion,

-La mayor parte de los productos estudiados presenté una cinética de
disolucién de primer orden, excepto el producto B1, cuya cinética de disolucién
cambio al usar diferente método analitico.

-De acuerdo al comportamiento observado en los perfiles de disolucion
de los diferentes productos, se puede decir que en nuestro pais existen
productos de liberacion rapida y liberacién lenta sin embargo esto no se
encuentra especificado en el marbete.

-Se encontré que ef método mas confiable para realizar este tipo de
andlisis, es el método cromatogréfico, a pesar de que es un método mas
costoso y que requiere de mas tiempo para el andlisis, 8s mas selectivo y evita
ias posibles interferencias en la cuantificacion del principio activo.
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APENDICE [ Modeio estadistico empleado para ef andlisis de resultados

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR POR BLOQUES AL AZAR

Fuante
de Grados Suma de Media de Estadigrafo de
Variacién _de libertad cuadrados cuadrados Contraste
Bi 1 Lo e CS, AIC,,
= Xi? - MCp= —— Fou=
sc“";. ; v u= T ~"MC v
T o1 . x? SC, Criterio de Rechazo
SCh=2, X} iny-~4- MCq=—%
- Feac 2F 1an2
ei N-(r-1 )((‘f1) SCom=SCra -SC,.- SGr, MC oj
%
_N-{r—Ifc~1)
Total N-1

r e Xl
SCnFZZX: -

t=1 jal N

- | eopupdy
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APENDICE 2

Tabia de Andlisis de Varianza para los Perfiles de Disolucion de Cépsulas

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD SUMA DE CUADRADOS PRUEBADEF .
) Q1=N S®-x.2 Fi= (N—o)%
intervalos de tiempo (p) p-1 i=1
Q2=pS mE.r-%. ¢
Lotes (g) 9-1 (o)
Le o N-gR2
Q3=pY YT F2=
Tabletas por cada lote (N-g) pIp) (9-1a3
Q4= i in-(i;—i;—)_(. X )
Lotes por intervalos de tiempo (P-1Xg-1) [l
§ &k » - - _ (N_gm
Qs= Rp-Re-K.a) Fa=oOR8
Tabletas por intervalos de tiempo en ®-1N-9) & TR (8-1)05
cada lote
Q=333 (m-x..)
Total Np-1 £

I epupdy
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