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RESUMEN

La politica de los genéricos a nivel nacional ha conducido al desarrollo de
metodologias analiticas para el control de calidad de las especialidades
farmacéuticas en cada regién del pais. Esta tesis responde eficazmente a
resolver parte del control analitico de drogas de produccion publica que son
distribuidas en forma gratuita en centros de salud, dirigiéndose en particular a
los medicamentos utilizados en el tratamiento del dolor.

Los AINE (Anti-Inflamatorios No Esteroideos) constituyen uno de los grupos
de medicamentos mas prescriptos en la practica médica, dado que ejercen tres
acciones clinicas fundamentales: analgésica, antiinflamatoria y antipirética.

Las farmacopeas britanica, estadounidense, europea asi como la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) promueven la incorporacién de otras metodologias innovadoras en
sus monografias, referentes a los ensayos de cuantificacion, uniformidad en
comprimidos, estabilidad y disolucion in vitro.

En concordancia con ello, este estudio, se orient6 al desarrollo de métodos
analiticos espectroscopicos y electroquimicos, metodologicamente mas
simples, para el control de calidad de comprimidos de AINE. Se consideraron
relevantes los parametros analiticos de exactitud, precision, reproducibilidad y
robustez, los que se ajustan a los criterios de aceptabilidad establecidos para
los métodos de referencia y completan la validacibn de los métodos
propuestos.

Las experiencias fueron realizadas sobre lotes de los comprimidos de:
paracetamol de 500 mg, diclofenac de 50 mg e ibuprofeno de 400 mg,
producidos por la Planta de Medicamentos de Corrientes (PLAMECOR).

Atendiendo a la estructura quimica de estos compuestos y en consecuencia
a su reactividad, se ensayaron diversos procedimientos de analisis tanto sobre
los principios activos, como los comprimidos y el placebo formulado con los
excipientes presentes en el preparado farmacéutico. Fruto de este exhaustivo
estudio surgieron los métodos de andlisis que se resumen a continuacion,
algunos de los cuales ya han sido publicados en revistas cientificas.

Se desarroll6 y validé un método espectrofotométrico basado en la reaccién
redox que ocurre entre el diclofenac y el hierro, en presencia de o- fenantrolina,
que resulté util para el control de calidad de comprimidos (Publicado en Latin
American Journal of Pharmacy).

El método cinético de tiempo fijo por diazotacion con bencidina, como
reactivo azoico, es aplicable a la cuantificacion de paracetamol en
comprimidos. La aplicacion de una técnica cinética espectrofotométrica en el
visible, utilizando KMnO4 en medio &cido posibilité el control de calidad de los
comprimidos de diclofenac de 50 mg, sin interferencias de los excipientes
(Publicado en IOSR Journal of Pharmacy).

Se logro la valoracion culombimétrica con bromo de los comprimidos de 500
mg de paracetamol con precision aceptable en un tiempo breve de analisis sin
interferencias por parte de los excipientes y con instrumental de bajo costo. El
mismo método electroquimico, utilizando cloro generado in situ fue
implementado para comprimidos de diclofenac. El tratamiento previo de la
muestra se redujo simplemente a la disolucion acuosa del comprimido, El bajo
costo inicial y de mantenimiento del instrumento, completan el cuadro que lo
hacen aplicable como alternativa para el control de calidad del diclofenac



presente en mono farmacos. El método de titulacion conductimétrica con
NaOH, en presencia de NHs; resulté Otil para el control de calidad de
comprimidos de paracetamol.

Los métodos expuestos son simples, rapidos, especificos, lineales en el
rango estudiado, y permiten la cuantificacion de estos AINE sin procesos
extractivos preliminares. Los de naturaleza electroquimica, adicionan a estas
caracteristicas, ser de facil automatizacion.

Estas cualidades los hacen competitivos con el método de referencia,
HPLC-UV establecido por el ANMAT en su farmacopea y por la farmacopea de
los Estados Unidos (USP). Esta comparacién efectuada con bases estadisticas
mediante el test F y el test t de Student, avalan la aplicabilidad de los
procedimientos alternativos propuestos para el control de calidad de los AINE:
paracetamol, diclofenac e ibuprofeno en comprimidos genéricos que los
contengan como monodroga.

Completan esta tesis, estudios farmacocinéticos de las drogas
mencionadas. Se confirmd la utilidad de la Electroforesis Capilar en el control
de calidad y su simplicidad para el monitoreo de la disolucién de comprimidos
de diclofenac en tiempos cortos de andlisis. Adicionalmente el perfil de
disolucién ajusté al modelo de raiz cubica, alcanzandose la disolucién de la
droga en 20 minutos (Publicado en Current Pharmaceutical Analysis). Por otra
parte, se estudié la estabilidad de paracetamol e ibuprofeno, durante un
periodo de 6 meses, considerando condiciones extremas de almacenamiento.
Y finalmente, se estudio el proceso de degradacién fotolitica de comprimidos
de diclofenac sddico, que al ser irradiados por luz UV de 254 nm, siguen una
cinética de pseudo orden cero, dependiendo la velocidad de reaccion de la
concentracion inicial del ingrediente activo.



OBJETIVOS

Objetivos Generales

- Proponer métodos analiticos alternativos a los establecidos en las
farmacopeas internacionales, que permitan la cuantificacion de AINE vy
presenten ventajas principalmente en cuanto a costos, sencillez, tiempo de
analisis y factibilidad de automatizacién.

- Partir de las estructuras moleculares de dichas drogas para disefnar
procedimientos analiticos que respondan sensiblemente a sus propiedades
fisicoquimicas.

- Desarrollar las fases analiticas conducentes a la validacion de los métodos
propuestos ante el ANMAT.

Objetivos Particulares

1. Optimizar las condiciones experimentales que permitan la aplicacion de
nuevos métodos analiticos a comprimidos de AINE producidos por
PLAMECOR.

2. Evaluar en los métodos que se propongan los parametros analiticos de
calidad: a) linealidad b) precisién (repetibilidad, reproducibilidad vy
robustez) c) exactitud d) selectividad (especificidad), que permitan
asegurar confiabilidad de su aplicacién.

3. Aportar con el desarrollo de trabajos de investigaciéon al plan “Red de
Laboratorios Estatales de Medicamentos y su Articulacidén con el Sector
Cientifico- Tecnoldgico” impulsado por la SECYT.

CONTENIDOS

Los AINE (anti-inflamatorios no esteroideos) conforman un grupo
farmacologico variado desde el punto de vista quimico, que tiene la capacidad
de inhibir a la enzima ciclooxigenasa. Al neutralizar la accion de ésta con el
consecuente bloqueo de la sintesis de prostaglandinas, ejercen tres acciones
clinicas fundamentales: analgésica, antiinflamatoria y antipirética. Entre ellos
se situan: diclofenac, paracetamol e ibuprofeno. La seleccion del tema
propuesto viene como corolario de la politica de especialidades farmacéuticas
genéricas a nivel nacional, que promueve no solamente la mejora en su
produccion, sino el desarrollo de metodologias analiticas que aseguren su
calidad en cada region del pais, por lo que este trabajo responde eficazmente a
resolver parte del control analitico de drogas de ventana terapéutica estrecha.

En el Capitulo 1 se describe la accién farmacolégica de los AINE, sus
propiedades fisico-quimicas; la legislacion vigente para especialidades
farmacéuticas; las metodologias oficiales de andlisis y la necesidad de
incorporar metodologias alternativas.

En el Capitulo 2 se describen los Métodos Espectrofotométricos y el
desarrollo de un método para cuantificacion de diclofenac.

En el Capitulo 3 se explican los Métodos Cinéticos y se exponen dos
metodologias desarrolladas para la determinacion de paracetamol y diclofenac,
respectivamente.



Xi

En el Capitulo 4 se abordan los Métodos Electroquimicos, con especial
énfasis en las titulaciones culombimétricas y conductimétricas. Se presentan
los métodos desarrollados para cuantificacidon de paracetamol y diclofenac.

El Capitulo 5 comprende los Métodos Separativos, se exponen HPLC y
Electroforesis Capilar.

En el Capitulo 6 se describen los principios de la Farmacocinética, se
presentan el seguimiento de la disolucion de diclofenac por electroforesis
capilar; los estudios de estabilidad de paracetamol e ibuprofeno; y finalmente,
la degradacién fotolitica de diclofenac.



1. INTRODUCCION

1.1 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DEL DOLOR

El dolor es una manifestacién normal de la vida cotidiana y presenta una
funcion defensiva vital. Sin embargo, el dolor incontrolado puede disminuir
dramaticamente la calidad de vida. Se asocia a menudo a un abanico de otros
trastornos centrales, psicoldgicos y cambios profundos en la funciéon autdbnoma.

El dolor puede subdividirse en una forma aguda y una forma croénica:

* el dolor agudo es de corta duracion, generalmente persiste s6lo durante

la duracién de la lesion tisular y representa una reaccién de defensa del

organismo natural y fisioldgica.

* el dolor cronico se hace evidente cuando los mecanismos normales de

curacion han finalizado (en enfermedades como la artritis reumatoide puede

persistir durante semanas, meses o incluso anos).

El dolor es un componente importante de la respuesta al trauma
(accidentes, quemaduras), a la cirugia (dolor post-operatorio) y a la
enfermedad (artritis, cancer, dolor cardiaco, crisis de talasemia, dolor
miofacial).

La percepcién del dolor se controla por una variedad de hormonas en
lugares periféricos y neurotransmisores en lugares centrales. (Page vy
colaboradores, 2008)

Entre estos mediadores inflamatorios en tejidos periféricos se encuentran la
bradiquinina y la histamina (Figura 1).

. FIGURA 1. Mecanismo de accion de bradiquinina

PLAz (fosfolipasa A2)

Bradiquinina —

fosfolipidos

acido araquidanico +

% @0, lisofodfolipidos

clooxigenas
PGG

peroxidagj/c: (2) GSH
(2) GSSG

PGHZ tromboxano

PGl, PTEz TXA,
X

Proteina G .
a

PGD, PGFw
B.



La bradiquinina actua a través de receptores ligados a la Proteina G para
producir una variedad de efectos proiinflamatorios que incluyen Ia
vasodilatacion y el edema. La estimulacion del receptor de la bradiquinina
también desencadena la actividad enziméatica de la fosfolipasa A, (FLA2), unida
a la membrana celular, lo cual produce la liberacién de acido araquidénico con
la subsiguiente biosintesis de prostaglandinas por accion de la ciclooxigenasa
(COX).

La 5-hidroxitriptamina (5-HT) es otra hormona local que desencadena
respuestas dolorosas. Se libera al degranularse los mastocitos en el lugar de la
lesion tisular y desencadena una respuesta dolorosa muy intensa. También
inducen actividad algésica una variedad de sustancias metabdlicas liberadas
de las células danadas (Figura 2), como ser ATP, acido lactico, K*, entre otros.
La conjuncion de todos éstos mediadores quimicos, metabolitos y hormonas,
se denomina “sopa inflamatoria o sensibilizante”. (Flores, 1997)

. FIGURA 2. Sopa Inflamatoria
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Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) inhiben la enzima COX, y con
ello la biosintesis de prostaglandinas hiperalgésicas y proinflamatorias. Desde
el punto de vista quimico, forman un grupo de farmacos heterogéneo. Desde el



punto de vista farmacoldgico, los AINE tienen actividad antiinflamatoria,
antipirética y analgésica. (Taylor y Reide, 1997)

Los AINE no alteran el umbral del dolor ni modifican los niveles de
prostaglandinas cerebrales, por lo cual se considera que sus efectos son
periféricos. La antipiresis es consecuencia de la vasodilatacion periférica
debido a una accién central sobre el centro regulador de la temperatura del
hipotalamo.

Los efectos adversos de los AINE incluyen:

* hemorragias digestivas y Ulceras. Esto se debe a la inhibicién, a nivel
gastrico de la formacion de PGE; y PG, (prostaglandina y prostaciclina),
que son vasodilatadoras y citoprotectoras.

* inhibicion de la agregacion plaquetaria y aceleramiento del tiempo de
coagulacion como resultado de la inhibicion de la formacion plaquetaria
de tromboxano Ay, que es vasoconstrictor y proagregatorio.

* Otros efectos adversos incluyen: vertigos, cefalea, retencion de agua y
sales, trastornos auditivos y visuales, cambios en el pH sanguineo, entre
otros. (Page y colaboradores, 2008)

Estos medicamentos son de venta libre, lo cual hace que tengan una amplia
difusion en el mercado.

La Planta de Medicamentos de Corrientes (PLAMECOR) produce solo 3
AINE: paracetamol, diclofenac e ibuprofeno, por lo cual el desarrollo de esta
tesis se centra en estas 3 drogas.

1.1.1 PARACETAMOL

1.1.1.1 Generalidades

También conocido como acetaminofeno. Es un analgésico antipirético
derivado de la acetanilida (Figura 3). Tiene accién antiinflamatoria leve. (Taylor
y Reide, 1997)

1.1.1.2 Usos

El paracetamol se usa para aliviar dolores leves a moderados, como por
ejemplo: cefaleas; estados gripales; dolores: musculares, menstruales, de
garganta, dentales; reacciones a vacunas; y principalmente es usado como
antipirético. El paracetamol alivia sintomas, pero no trata la causa de los
mismos ni acelera la recuperacion.

Se presenta en forma de comprimidos, capsulas, gotas de administracion
oral y supositorios. PLAMECOR produce comprimidos de paracetamol 500 mg.



FIGURA 3. Estructura quimica del N-(4-hidroxifenil) acetamida (paracetamol)
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Tabla 1: Propiedades fisico quimicas del paracetamol

Propiedad quimica
Férmula molecular CsHgNO»
Peso molecular 151,16 g/mol
Densidad 1,293 g/cm®
Punto de fusion 169°C
Solubilidad en agua 14,96 g/L (25°C)
pKa 9,5

(Extraido del Handbook of Chemistry and Physics, 2005)

1.1.1.3 Farmacocinética

El paracetamol se absorbe rapida y completamente por via oral, lo mismo
que por via rectal. Las concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan en
funcién de la forma farmacéutica, en un tiempo de entre 0,5 a 2 horas. El
paracetamol se distribuye rapidamente por todos los tejidos. Las
concentraciones son similares en la sangre, la saliva y el plasma. La tasa de
union a las proteinas plasmaticas es baja, alrededor de un 25%. La
biodisponibilidad es elevada, cercana al 100%. El paracetamol se metaboliza
principalmente a nivel hepatico. Las dos rutas metabodlicas mas importantes
son la glucuronacién y sulfuroconjugacion. La eliminacion es principalmente
urinaria. El 90% de la dosis ingerida es eliminada por via renal en 24 horas, en
mayor medida como glucurénidos (60 a 80%) y como sulfoconjugados de forma
minoritaria (20 a 30%). Menos del 5% se elimina sin modificar. La vida media
del paracetamol es de 2-4 horas en los pacientes con la funcién hepéatica
normal, siendo practicamente indetectable en el plasma 8 horas después de su



administracién. (American Society of Health System Pharmacist, National
Library of Medicine, 2008)

1.1.2 DICLOFENAC

1.1.2.1 Generalidades

Es antiinflamatorio, analgésico y antipirético (Taylor y Reide, 1997), derivado
del acido fenilacético (Figura 4).

Esta disponible en comprimidos de liberaciéon rapida, comprimidos de
liberacién prolongada, supositorios, formulas inyectables, geles para aplicacion
local y también colirios. PLAMECOR produce comprimidos de diclofenac de 50
mg.

l FIGURA 4. Estructura quimica del (2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenil]

acetato de sodio) (diclofenac)
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Tabla 2: Propiedades fisico quimicas del diclofenac

Propiedad quimica
Férmula molecular C14H11CI,NNaO;
Peso molecular 318,13 g/mol
Densidad 1,432 g/cm®
Punto de fusion 287°C
Solubilidad en agua 0,031 g/L
pKa 4,15

(Extraido del Handbook of Chemistry and Physics, 2005)



1.1.2.2 Usos

El diclofenac es usado para tratar dolores crénicos de enfermedades
musculo esqueléticas, como ser: osteoartritis (artritis debida al desgaste del
revestimiento de las articulaciones); espondilitis anquilosante (artritis que afecta
principalmente a la columna vertebral); artritis reumatoide (artritis debida a la
inflamacién del revestimiento articular). Es frecuentemente indicado para el
tratamiento de las migrafas agudas. Se usa regularmente para tratar el dolor
leve a moderado post-quirirgico o tras un proceso traumatico (quemaduras),
particularmente cuando hay inflamacién presente. Es el primer paso terapéutico
establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en el tratamiento
del dolor asociado a procesos cancerigenos acompanados por inflamacion.

1.1.2.3 Farmacocinética

Después de ser ingerido, el diclofenac se absorbe en forma rapida y
completa por el tracto gastrointestinal. Su concentracion plasmatica maxima se
obtiene de 2 a 3 horas luego de la administracién. Se liga ampliamente a
proteinas plasmaticas en un 99%. Se metaboliza en el higado, luego de la
glucoronidacioén y sulfonacion, los metabolitos se excretan en orina, 65% y por
bilis, 35%. Su vida media es de aproximadamente 2 horas. (American Society
of Health System Pharmacist, National Library of Medicine, 2008)

1.1.3 IBUPROFENO

1.1.3.1 Generalidades

Es antiinflamatorio, analgésico y antipirético (Taylor y Reide, 1997), y deriva
del acido propidnico. (Figura 5).

Estd disponible en comprimidos de liberacién rapida, comprimidos de
liberacién prolongada, tabletas masticables, gotas, férmulas inyectables y
supositorios. PLAMECOR produce comprimidos de ibuprofeno de 400 mg.

1.1.3.2 Usos

Se lo usa en el tratamiento de procesos dolorosos de intensidad leve y
moderada como el dolor dental, el dolor postoperatorio y el tratamiento
sintomatico de la cefalea; en el tratamiento de lesiones de tejidos blandos como
torceduras o esguinces; para el alivio de sintomatologia en dismenorrea
primaria; y para el tratamiento sintomatico de la fiebre. También se usa en el
tratamiento de procesos reumaticos agudos o crénicos, como ser artritis
reumatoide, espondilitis anquilosante, artrosis y otros. Es de accién mas rapida
que el diclofenac.

1.1.3.3 Farmacocinética

El ibuprofeno se absorbe en el tracto gastrointestinal, presentandose picos
de concentraciones plasmaticas 15-30 minutos después de la administracién.
Al igual que el diclofenac, el ibuprofeno se une fuertemente a las proteinas
plasmaticas. Se metaboliza en el higado, dando lugar a 2 metabolitos inactivos
que, se excretan por via renal. Su vida media de eliminacién es de unas 2
horas aproximadamente. (American Society of Health System Pharmacist,
National Library of Medicine, 2008)



FIGURA 5. Estructura quimica del acido 2-(4-isobutilfenil)propionico

(ibuprofeno)
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Tabla 3: Propiedades fisico quimicas del ibuprofeno

Propiedad quimica
Férmula molecular C13H150>
Peso molecular 206,29 g/mol
Densidad 1,03 g/lcm®
Punto de fusién 76 °C
Solubilidad en agua 0,041 g/L
pKa 4,91

(Extraido del Handbook of Chemistry and Physics, 2005)

1.2 DERECHO A LA SALUD

El derecho a la salud es parte fundamental de los derechos humanos y de lo
que se entiende por una vida digna. Se proclamé por primera vez en la
Constitucién de la OMS, de 1946, en cuyo predmbulo se define la salud como
"un estado de completo bienestar fisico, mental y social, y no solamente
ausencia de afecciones y enfermedades". También se afirma que "el goce del
grado maximo de salud que se pueda lograr es uno de los derechos



fundamentales de todo ser humano, sin distincion de raza, religion, ideologia
politica, condicién econdémica o social".
El derecho a la salud comprende algunos derechos como ser:

- El derecho a un sistema de protecciéon de la salud que brinde a todos
iguales oportunidades para disfrutar del més alto nivel posible de salud;

- El derecho a la prevencion y el tratamiento de las enfermedades, y la
lucha contra ellas;

- El acceso a medicamentos esenciales;

- La salud materna, infantil y reproductiva;

- El acceso igual y oportuno a los servicios de salud basicos;

- El acceso a la educacion y la informacidn sobre cuestiones relacionadas
con la salud;

- La participacion de la poblacion en el proceso de adopcion de decisiones
en cuestiones relacionadas con la salud a nivel comunitario y nacional.
Deben facilitarse servicios, bienes e instalaciones de salud a todos sin

discriminacién. Estos deben estar disponibles y ser accesibles, aceptables y de
buena calidad. Por ultimo, deben ser apropiados desde el punto de vista
cientifico y médico. Ello requiere, entre otras cosas, personal médico
capacitado, medicamentos y equipo hospitalario cientificamente aprobados y
en buen estado, agua potable y condiciones sanitarias adecuadas. (Extraido de
Folleto informativo N°31 “El derecho a la salud”. OACDH-OMS, 2008)

1.3 MEDICAMENTOS GENERICOS

La OMS, en Nairobi en 1985, afirmé que: “El uso racional de medicamentos
requiere que el paciente reciba la medicacion apropiada a su necesidad clinica,
en las dosis correspondientes con sus requerimientos individuales, por un
periodo adecuado de tiempo, y al menor costo para él y su comunidad.”

“En la actualidad, el acceso de la poblacion a los medicamentos esenciales
para el cuidado de su salud constituye uno de los desafios sociales mas
importantes para los Estados. Entendido en términos estrictos, el hecho de
garantizar el acceso involucra no solo lograr la disponibilidad del medicamento
cada vez que un ciudadano lo necesite, sino también garantizar un uso racional
del mismo a un costo asequible. El acceso a los medicamentos constituye un
elemento importante en la realizacidén del derecho a la salud para todos y esta
reconocido entre los indicadores de las metas para el cumplimiento de los
Objetivos de Desarrollo del Milenio (ODM), entendido en el contexto del acceso
a los servicios de salud, en especial en los sistemas de proteccion social.”
(Extraido de la guia para la implementacién de estrategias de medicamentos
genéricos en los paises de América Latina y el Caribe como mecanismo para
mejorar el acceso a medicamentos, elaborada por la Organizacion
Panamericana de la Salud OPS/OMS, en junio de 2011).

La Ley N° 25649, de Especialidades Medicinales fue sancionada en 2002
por el Senado y la Cdmara de Diputados de la Nacién Argentina. En su articulo
42, dicha ley define:

a) Medicamento: es toda preparacion o producto farmacéutico empleado
para la prevencion, diagnéstico o tratamiento de una enfermedad o estado
patologico, o para modificar sistemas fisioloégicos en beneficio de la persona a
quien se le administra.



b) Principio activo o monodroga: es toda sustancia quimica o mezcla de
sustancias relacionadas, de origen natural, biogenético, sintético o
semisintético que, poseyendo un efecto farmacoldgico especifico, se emplea en
medicina humana.

c) Nombre genérico: es la denominacion de un principio activo, monodroga,
o de una asociacion de principios activos a dosis fijas, adoptada por la
autoridad sanitaria, o en su defecto la denominacion comun internacional (DCI)
de un principio activo o combinacion de los mismos recomendada por la OMS.

d) Especialidad medicinal: es todo medicamento de composicién cualitativa
y cuantitativamente definida, declarada y verificable, de forma farmacéutica
estable y de accién terapéutica comprobable debidamente autorizada por la
autoridad sanitaria.

e) Especialidad medicinal genérica: es la especialidad medicinal identificada
por el nombre genérico que corresponda a su composicion.

f) Especialidad medicinal de referencia: es aquel medicamento debidamente
habilitado como tal por la autoridad sanitaria nacional, cuya eficacia y seguridad
terapéutica han sido cientificamente comprobadas por su uso clinico vy
comercializado en el pais por un laboratorio innovador. Cuando un producto
qgue reuna estas caracteristicas no se comercialice en el pais, podra utilizarse
como especialidad medicinal de referencia a fin de comparar la especialidad
medicinal genérica, aquella avalada por la OMS por haberse comprobado su
accion terapéutica mediante su liderazgo en el mercado farmacéutico
internacional.

En abril de 2002 inicia su produccion la Planta de Medicamentos Genéricos
de Corrientes (PLAMECOR) dependiente de Ministerio de Salud de dicha
provincia. Al dia de hoy, instalada en el predio del Hospital Pediatrico Juan
Pablo Il, produce 29 especialidades farmacéuticas: acido folico; albendazol;
amlodipina; amoxicilina; atenolol; bromhexina; carbamacepina; cefalexina;
ciprofloxacina; clonazepam; diazepam; diclofenac sddico; enalapril maleato;
fenobarbital; furosemida; glibenclamida; haloperidol; hidroclorotiazida;
ibuprofeno; mebendazol; metronidazol; metformina;  metoclopramida;
paracetamol; permetrina; permetrina + benzoato de bencilo; sulfato ferroso +
acido félico; sulfato ferroso; sulfametoxazol + trimetoprima. Los destinatarios de
esta produccidon son personas de escasos recursos, estos medicamentos
genéricos son distribuidos de manera gratuita en toda la red de hospitales y
centros de atencion primaria de la salud a lo largo de la Provincia de
Corrientes.

En el afno 2007 se crea en Argentina la Red Nacional de Laboratorios
Publicos Productores de Medicamentos. Esta red redne laboratorios estatales
(entre los que se encuentra PLAMECOR), dependientes de la administracion
nacional, de provincias, municipios, universidades, y organismos
descentralizados; con el objetivo de promover la investigacion y la produccion
de medicamentos a menor costo de los que se elaboran en laboratorios
privados.

En Juilo de 2011 se sanciona la Ley N° 26688, de Producciéon Publica de
Medicamentos y Vacunas (PPMV). Dicha ley establece en su articulo 1¢:
“Declarar de interés nacional la investigacion y produccién publica de
medicamentos, materias primas para la produccién de medicamentos, vacunas
y productos médicos entendiendo a los mismos como bienes sociales”. En su
articulo 2° declara: “es objeto de la presente ley promover la accesibilidad de
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Medicamentos, vacunas y productos médicos y propiciar el desarrollo cientifico
y tecnoldgico a través de laboratorios de produccién publica”.

En el articulo 6° esta ley establece entre sus objetivos: “f) Promover la
articulacion con instituciones académicas y cientificas, y organizaciones de
trabajadores y usuarios [...] i) Promover la investigacién y docencia, asi como
la formacién y capacitaciéon de recursos humanos”.

En el articulo 8% “Los laboratorios de produccién publica pueden celebrar
convenios con universidades u otras entidades estatales pertinentes para
realizar el control de calidad de los medicamentos, vacunas y productos
médicos”.

Es dentro de este marco, que se consolida un convenio entre PLAMECOR y
el Laboratorio de Quimica Analitica Instrumental de FACENA-UNNE, en el afio
2003.

1.4 METODOLOGIAS OFICIALES DE ANALISIS PARA
PARACETAMOL, IBUPROFENO, Y DICLOFENAC

La Farmacopea Argentina (FA) y la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP, del inglés United States Pharmacopeia) establecen en sus monografias,
las metodologias oficiales de analisis para estas drogas.

1.4.1 Paracetamol comprimidos: Valoracion

Sistema cromatografico: Emplear un equipo para cromatografia de liquidos
con un detector UV ajustado a 243 nm y una columna de 30 cm x 3,9 mm con
una fase estacionaria constituida por octadecilsilano quimicamente unido a
particulas porosas de silice de 3 a 10 ym de didmetro. El caudal debe ser de
aproximadamente 1,5 mL/min.

Fase movil: agua y metanol (3:1). Filtrar y desgasificar.

Preparacion estandar: disolver una cantidad exactamente pesada de
paracetamol sustancia de referencia, en la fase modvil, para obtener una
solucién de aproximadamente 0,01 mg/mL.

Preparacion de la muestra: pesar y reducir a polvo fino no menos de 20
comprimidos de paracetamol. Pesar exactamente una cantidad equivalente a
100 mg de paracetamol, transferir a un matraz aforado de 200 mL, agregar 100
mL de la fase movil y disolver mediante ondas de ultrasonido durante 10 min.
Completar a volumen con la fase mévil y mezclar. Transferir 5 mL de esta
solucion a un matraz aforado de 250 mL, completar a volumen con la fase
movil, mezclar vy filtrar.

Inyectar en el cromatégrafo la preparaciéon estandar y registrar las
respuestas de los picos. La eficiencia de la columna no debe ser menor de
1000 platos tedricos; el factor de asimetria no debe ser mayor de 2,0; la
desviacion estandar relativa para inyecciones repetidas no debe ser mayor de
2,0%.

Inyectar por separado en el cromatégrafo volimenes iguales (10 pL) de
preparacion estandar y de la muestra; registrar los cromatogramas y medir las
respuestas de los picos principales. Calcular la cantidad de paracetamol en los
comprimidos en base a la cantidad declarada.
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1.4.2 Ibuprofeno Comprimidos: Valoracion

Sistema cromatografico: Emplear un equipo para cromatografia de liquidos
con un detector UV ajustado a 254 nm y una columna de 25 cm x 4,6 mm con
una fase estacionaria constituida por octadecilsilano quimicamente unido a
particulas porosas de silice de 3 a 10 um de diametro. El caudal debe ser de
aproximadamente 2 mL/min.

Fase mdvil: disolver 4 g de &cido cloroacético en 400 mL de agua, ajustar a
pH 3 con hidroxido de amonio y agregar 600 mL de acetonitrilo. Filtrar y
desgasificar.

Solucion del estandar interno: preparar una solucion de valerofenona en la
fase mévil de aproximadamente 0,35 mg/mL.

Solucion estandar de 4-isobutilacetofenona: disolver una cantidad
exactamente pesada de 4-isobutilacetofenona en acetonitrilo para obtener una
solucion de aproximadamente 0,6 mg/mL. Agregar 2 mL de esta solucién
madre a 100 mL de solucién estandar interno y mezclar para obtener una
solucion 12 pg/mL de 4-isobutilacetofenona.

Preparacion de la muestra: pesar y reducir a polvo fino no menos de 20
comprimidos de ibuprofeno. Pesar exactamente una cantidad equivalente a 1,2
g de ibuprofeno, transferir a un recipiente apropiado, agregar 100 mL de
solucién estandar interno y agitar durante 10 min. Centrifugar una porcion de la
suspension obtenida y emplear la solucién sobrenadante transparente.

Inyectar en el cromatégrafo la preparacidén estandar y registrar las
respuestas de los picos: los tiempos de retencidén relativos deben ser
aproximadamente 0,75 para ibuprofeno y 1,0 para valerofenona. La resolucion
entre los picos de ibuprofeno y valerofenona no debe ser menor a 2,5; los
factores de asimetria para los picos individuales no deben ser mayores de 2,5;
la desviacién estandar relativa para inyecciones repetidas no debe ser mayor
de 2%.

Inyectar en el cromatografo la solucién estandar de 4-isobutilacetofenona y
registrar las respuestas de los picos: los tiempos de retencion relativos deben
ser aproximadamente 1,0 para valerofenona y 1,2 para 4-isobutilacetofenona.
La resolucion entre los picos de valerofenona y 4-isobutilacetofenona no debe
ser menor a 2,5; los factores de asimetria para los picos individuales no deben
ser mayores de 2,5; la desviacion estandar relativa para inyecciones repetidas
no debe ser mayor de 2%.

Inyectar por separado en el cromatografo volumenes iguales de preparacion
estandar, preparacion de la muestra y solucibn estandar de 4-
isobutilacetofenona, registrar los cromatogramas y medir las respuestas de los
picos principales. Calcular la cantidad de ibuprofeno en los comprimidos en
base a la cantidad declarada. (Extraido de la Farmacopea Argentina, 8va
edicién, 2011)

1.4.3 Diclofenac comprimidos: Valoracion

La FA aun no ha incluido a los comprimidos de diclofenac en sus
monografias, lo que sigue a continuacion es extraido de la USP.

Sistema cromatografico: Emplear un equipo para cromatografia de liquidos
con un detector UV ajustado a 254 nm y una columna de 25 cm x 4,6 mm con
una fase estacionaria constituida por octadecilsilano quimicamente unido a
particulas porosas de silice de 5 ym de diametro. El caudal debe ser de
aproximadamente 1,0 mL/min.
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Fase movil: metanol y buffer fosfato pH 2,5 (70:30). Filtrada y desgasificada.

Diluyente: metanol y agua (70:30)

Preparacion estandar: disolver una cantidad exactamente pesada de
diclofenac sustancia de referencia, en el diluyente, para obtener una solucién
de aproximadamente 50 pug/mL.

Preparacion de la muestra: pesar y reducir a polvo fino no menos de 20
comprimidos de diclofenac. Pesar exactamente una cantidad equivalente a 50
mg de diclofenac, transferir a un matraz aforado de 100 mL. Agregar 70 mL de
diluyente, agitar durante 60 min, llevar a volumen con el diluyente, centrifugar.

Solucion de resolucién: preparar una solucion que contenga 40 ug/mL de
ftalato de dietilo; 0,5 mg/mL de diclofenac sustancia de referencia; 37,5 pug/mL
de diclofenac compuestos relacionados.

Inyectar en el cromatégrafo la solucién de resolucion y registrar las
respuestas de los picos. La resolucion entre los picos de ftalato de dietilo y
diclofenac compuestos relacionados no debe ser menor a 2,5; la resolucién
entre los picos de diclofenac compuestos relacionados y diclofenac no debe ser
menor a 3,5.

Inyectar en el cromatdgrafo la solucién estandar y registrar las respuestas
de los picos; la desviacion estandar relativa para inyecciones repetidas no debe
ser mayor de 2,0%.

Inyectar por separado en el cromatégrafo volimenes iguales (10 pL) de
preparacion estandar y de la muestra; registrar los cromatogramas y medir las
respuestas de los picos principales. Calcular la cantidad de diclofenac en los
comprimidos en base a la cantidad declarada. (Extraido de United States
Pharmacopoeia, 2013)

1.5 METODOLOGIAS ALTERNATIVAS DE ANALISIS

Los equipos de HPLC son equipos de alto costo, de funcionamiento
complejo, y que necesitan de técnicos entrenados para operar. Ademas,
involucran el uso de solventes organicos, poco amigables con el medio
ambiente, que generan grandes volumenes de desechos contaminantes.

Las farmacopeas britanica, estadounidense, europea asi como la Argentina
promueven la incorporacién de otras metodologias innovadoras en sus
monografias, dado que son varias las presentaciones farmacéuticas que aun
no estan incorporadas en ellas.

Estas metodologias deben presentar ventajas en cuanto a costo, sencillez, y
tiempo de analisis; ademas de ser estadisticamente comparables a los
métodos de referencia en cuanto a parametros analiticos de exactitud,
precision, sensibilidad y robustez.

Las técnicas analiticas alternativas desarrolladas en la presente tesis
abarcan no solamente la valoracion del principio activo en las presentaciones
farmacéuticas, sino que también son susceptibles a ser aplicadas a las etapas
de uniformidad en contenido y en los ensayos de disolucién y estabilidad.
Dichas metodologias suman nuevas aplicaciones de la Quimica Analitica en el
campo de la farmacologia, basadas en técnicas de menor costo operativo. Esto
implica un beneficio tanto econémico como en el terreno del conocimiento
cientifico.
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Estas metodologias han sido evaluadas en cuanto a sus parametros de
desempefio analitico: exactitud, precision, linealidad, selectividad, intervalo de
linealidad y robustez, a fin de ser sometidas al proceso de Validacién de
Métodos de Analisis de la Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT).

1.6 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece,
por medio de estudios de laboratorio, que un método es apropiado para el uso
propuesto. A continuacién se definen los atributos analiticos necesarios para
validar un método: exactitud; precision; especificidad; limite de deteccion; limite
de cuantificacion; linealidad e intervalo, y finalmente: robustez.

1.6.1 Exactitud

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre el resultado
obtenido y el valor real. La exactitud debe establecerse en todo el intervalo
especificado para el método analitico.

En el caso de la valoraciéon de una sustancia en un producto farmacéutico,
la exactitud puede determinarse mediante la aplicacion del método analitico a
mezclas preparadas con todos los componentes del producto a las cuales se
les ha agregado cantidades conocidas del analito dentro del intervalo del
método. Si no es posible obtener muestras de todos los componentes del
producto, puede ser aceptable agregar cantidades conocidas del analito al
producto o comparar los resultados obtenidos con un segundo método cuya
exactitud haya sido establecida.

La exactitud debe evaluarse empleando un minimo de nueve
determinaciones sobre un minimo de tres niveles de concentracién que cubran
el intervalo especificado. La exactitud se calcula como el porcentaje de
recuperacion obtenido a partir de la valoracién de una cantidad agregada
conocida de analito en la muestra, o como la diferencia entre la media y el valor
aceptado como verdadero junto con los intervalos de confianza.

1.6.2 Precision

La precision de un método analitico es el grado de concordancia entre los
resultados del ensayo individual cuando el método se aplica repetidamente a
varias alicuotas de una muestra homogénea. La precisibn de un método
analitico, generalmente se expresa como la desviacion estandar o desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacioén) de una serie de mediciones.

La precision puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad, precision

intermedia y reproducibilidad.

a) La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones
operativas en un intervalo de tiempo corto.

b) La precision intermedia expresa las variaciones intralaboratorio: en
diferentes dias, por diferentes analistas, utilizando diferentes equipos,
etc.

c) La reproducibilidad expresa la precision entre laboratorios (mediante
estudios colaborativos).
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En este contexto, las valoraciones son analisis independientes que se llevan
a cabo siguiendo el procedimiento analitico completo desde la preparacion de
la muestra hasta el resultado final del ensayo.

La repetibilidad puede evaluarse empleando un minimo de nueve
determinaciones que cubran el intervalo especificado para el método (como por
ejemplo: tres concentraciones con tres repeticiones de cada una) o un minimo
de seis determinaciones al 100 % del valor declarado.

1.6.3 Especificidad

La especificidad es la capacidad de un método para evaluar
inequivocamente al analito en presencia de los componentes que pueden estar
presentes, tales como impurezas, productos de degradacién, componentes de
la matriz, etc. La falta de especificidad de un método analitico puede ser
compensada por otros procedimientos analiticos.

En la practica, esto puede realizarse agregando, a la sustancia o al producto
farmacéutico, cantidades apropiadas de impurezas o0 excipientes y
demostrando que el resultado de la valoracién no se ve afectado por la
presencia de estos materiales extranos.

1.6.4 Limite de deteccion

El limite de deteccion es la concentracion mas baja de analito que puede
detectarse, pero no necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo las
condiciones experimentales establecidas.

Existen diversas maneras para determinar el limite de deteccion,
dependiendo de que se trate de un método no instrumental o instrumental.

a) Para métodos no instrumentales, el limite de deteccion es determinado
por el andlisis de muestras con concentraciones conocidas de analito y
estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede ser detectado en forma
confiable.

b) En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede
emplearse una aproximacién basada en la comparacion de las sefales
medidas con muestras que contienen pequenas cantidades conocidas de
analito con muestras blanco y determinando la relaciéon senal/ruido. Una
relacion sefal ruido de 3:1 6 2:1 se considera generalmente aceptable para
estimar el limite de deteccion. Otras aproximaciones se basan en la
determinacion de la pendiente de la recta de calibracién y la desviacion
estandar de la respuesta.

Cualquiera sea el método empleado, el limite de deteccién deberia ser
luego confirmado por medio del andlisis de un numero apropiado de muestras
con concentraciones cercanas o en el limite de deteccion propuesto.

1.6.5 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién es la menor concentracion de analito que puede
determinarse con precisién y exactitud en una muestra, bajo las condiciones
experimentales establecidas. El limite de cuantificacion se expresa en las
mismas unidades de concentracién empleadas para el analito de la muestra.

Existen diversas maneras para determinar el limite de cuantificacién,
dependiendo de que se trate de un método no instrumental o instrumental:

a) Para métodos no instrumentales, el limite de cuantificacion es
generalmente determinado por el analisis de muestras con concentraciones
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conocidas de analito y estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede
ser cuantificado con precisién y exactitud. Este procedimiento puede emplearse
también para métodos instrumentales.

b) En el caso de métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede
emplearse una aproximacién basada en la comparacion de las sefales
medidas con muestras que contienen pequenas cantidades conocidas de
analito con muestras blanco y determinando la relaciéon senal/ruido. Una
relacion senal ruido de 10:1 se considera generalmente aceptable para estimar
el limite de cuantificacion. Otras aproximaciones se basan en la determinacién
de la pendiente de la recta de calibracion y la desviacién estandar de la
respuesta.

Cualquiera sea el método empleado, el limite de cuantificacion debe ser
confirmado por medio del analisis de un niumero apropiado de muestras con
concentraciones cercanas o en el limite de cuantificacién propuesto.

1.6.6 Linealidad e intervalo

La linealidad de un método analitico es su capacidad de producir resultados
directamente proporcionales a la concentracion de analito dentro de un
intervalo dado. En algunos casos puede ser necesaria la aplicacidon de
transformaciones matematicas para obtener una recta.

El intervalo corresponde al rango de concentraciones de analito que pueden
ser determinadas con precision, exactitud y linealidad. Normalmente, el
intervalo se expresa con las mismas unidades que los resultados del ensayo.

La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo del método analitico.
Se debe establecer por medio de un método estadistico apropiado (como por
ejemplo: calculo de regresion por cuadrados minimos). En algunos casos, para
obtener la proporcionalidad entre los resultados y las concentraciones, los
datos deben ser sometidos a una transformacién matematica antes del analisis
de regresion. Los datos obtenidos a partir de la mejor recta pueden ser utiles
para estimar matematicamente el grado de linealidad. Deben informarse el
coeficiente de correlacion, la ordenada al origen y la pendiente de la recta de
regresion. El intervalo del método es validado al comprobar que el método
analitico es preciso, exacto y lineal, cuando es aplicado a muestras que
contienen el analito en los extremos del intervalo asi como dentro del mismo.
Para establecer la linealidad se deben investigar un minimo de cinco
concentraciones. También se recomienda considerar los siguientes intervalos:

a) Para la valoracion de una sustancia (o un producto farmacéutico): de 80 a
120 % de la concentracion de ensayo.

b) Para ensayos de disolucion: £ 20% del intervalo especificado.

1.6.7 Robustez

La robustez de un método analitico es una medida de su capacidad de no
verse afectado por variaciones pequenas, pero deliberadas, en los parametros
del método y proporciona una indicacién de su confiabilidad.

Ejemplos de variaciones que deben estudiarse durante la evaluaciéon de la
robustez de un método son: diferentes instrumentos, diferentes lotes de
reactivos, diferentes tiempos de valoracion, diferentes temperaturas de
valoracion, diferentes columnas cromatograficas (distintos lotes o proveedores),
etc. La robustez se expresa normalmente como la falta de influencia de las
variables operativas y del entorno sobre los resultados del ensayo.
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La robustez de un método analitico se determina mediante el analisis de
alicuotas a partir de lotes homogéneos empleando condiciones operativas y
ambientales diferentes pero que estan dentro de los parametros especificados
en la valoraciéon. El grado de reproducibilidad de los resultados del ensayo es
luego determinado como una funciéon de las variables de la valoracion. Esta
reproducibilidad puede compararse con la precision de la valoracién bajo
condiciones normales para obtener una medida de la robustez del método
analitico.

1.6.8 Datos requeridos para la validacion de un método analitico

Las categorias de métodos analiticos mas comunes son las siguientes:

CATEGORIA | - Incluye los métodos analiticos para la cuantificacion de
los componentes mayoritarios de las materias primas o de los principios activos
(incluyendo conservantes) en productos farmacéuticos.

CATEGORIA 1l - Incluye los meétodos analiticos empleados para la
determinacion de impurezas en las materias primas o productos de
degradacion en los productos farmacéuticos. Estos métodos incluyen
valoraciones cuantitativas y ensayos limites.

CATEGORIA 1l - Incluye métodos analiticos para la determinacion de
las caracteristicas de desempefio (como por ejemplo: disolucion, liberacion de
principios activos).

CATEGORIA IV - Incluye ensayos de identificacion.

Para cada categoria de analisis, se necesita diferente informacion analitica.
En la Tabla 4 se indican los elementos que se requieren para cada una de
estas categorias. La validez de un método analitico puede comprobarse solo
mediante estudios de laboratorio. En consecuencia, la documentacién que
avale tales estudios es un requisito basico para determinar si un método es
apropiado para una aplicacion determinada.
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Tabla 4: Datos requeridos para la validacién de un método analitico

Caracteristica Categoria | Categoria Il Categoria lll | Categoria IV

Cuantitativo E’?S?W

Limite

Exactitud + + * * ;
Precision
a) Repetibilidad + + - + _
b) Precisién
H : + + - + -
intermedia
Especificidad + + ¥ * n
Limite de .
deteccion ) ) + -
Limite de .
cuantificacién i + - -
Linealidad + + - * N
Intervalo + + * * ;

* Puede requerirse segun la naturaleza del ensayo

(Extraido de la Farmacopea Argentina, 8va edicion. Capitulo 1130).
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2.
ESPECTROFOTOMETRIA

2.1 INTRODUCCION TEORICA

2.1.1 Fundamentos

Los métodos espectrométricos son un amplio grupo de métodos analiticos
que se basan en las espectroscopias atébmica y molecular. La espectroscopia
describe la interaccién entre la radiacién, principalmente la electromagnética, y
la materia. La espectrofotometria hace referencia a la medida de la intensidad
de la radiaciébn mediante un detector fotoeléctrico u otro tipo de dispositivo
electronico. (Rubinson y Rubinson, 2001)

Los métodos cuantitativos basados en la absorcion requieren dos medidas
de potencia: la primera antes de que el haz haya pasado a través del medio
que contiene al analito (Py); y la segunda, después (P).

l FIGURA 6. Atenuacion de un haz de radiacion por una disolucion absorbente

Disolucion absorbente
de concentracion ¢

Po: haz de radiacion incidente
P: haz luego de haber atravesado el analito
b: espesor
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Cuando un haz de radiacion (Po) atraviesa un medio que tiene un espesor b
y una concentracion C de una especie absorbente, la potencia del haz
incidente disminuye de Py a P como consecuencia de las interacciones entre
los fotones y los &tomos o moléculas absorbentes (Figura 6).

La transmitancia (T) es la fraccion entre la radiacion transmitida por el medio
y la radiacion incidente:

T =£ Ecuacién 1

La absorbancia (A) de un medio se define como:
P, -
A=-logT = —log? Ecuacién 2

Para una radiacibn monocromatica, la absorbancia es directamente
proporcional al camino 6ptico b a través del medio y la concentracién C de la
especie absorbente. La ley de Beer sirve como base para el andlisis
cuantitativo mediante medidas de absorcion atdmica y molecular, su expresion
es la siguiente:

A=¢gC Ecuacion 3

Donde ¢: coeficiente de absortividad molar [L.mol".cm™]
b: longitud de paso 6ptico [cm]
C: concentracién de la especie absorbente [M]

La espectroscopia de absorcion es una de las herramientas mas utiles y
mas utilizadas por en el andlisis cuantitativo. Las caracteristicas mas
importantes de los métodos espectrofotométricos incluyen:

* Gran aplicabilidad, tanto para sistemas organicos como inorganicos

+ Sensibilidades de 10* a 107 M

* Selectividad moderada a alta

* Buena precision

* Facil adquisicién de datos

Las aplicaciones de los métodos de absorcion UV/visible cuantitativas, no
s6lo son numerosas sino que abarcan todos los campos en los que se
demanda informacidén quimica cuantitativa. (Skoog y colaboradores, 2001)

2.1.2 Equipamiento

La radiacién procedente de una lampara de wolframio (Figura 7) atraviesa
un monocromador, que selecciona una banda estrecha de longitudes de onda
del haz incidente, posteriormente el haz pasa a través de un diafragma
variable, que permite ajustar la potencia del haz que alcanza la cubeta que
contiene la muestra. Se mide la potencia de la luz que emerge de la cubeta con
un dispositivo fotoeléctrico que convierte la energia radiante del haz en una
corriente continua que se detecta y se mide con un microamperimetro. En este
caso se mide la potencia radiante de la luz que pasa a través de una cubeta de
referencia que contiene el disolvente puro, y que se define Py. Luego se retira
esta cubeta y se reemplaza por otra idéntica que contiene la muestra. La
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potencia de la luz que llega al detector después de pasar la muestra es la
cantidad P. (Harris, 2009)

. FIGURA 7. Espectrofotometro de haz simple

selector de
longitud de onda
colimador detector
—
‘ — — \\
= — f ﬂ P, p
display

Fuente monocromador cubeta
luminosa contenedora
de muestra

Un espectrofotometro de doble haz divide la luz para que pase
alternadamente por la cubeta de la muestra y la de la referencia mediante un
espejo rotatorio (cortador de haz) que dirige el haz de luz (Figura 8).

Cuando la luz pasa a través de la muestra, el detector mide P. Cuando el
cortador dirige el haz a la cubeta de referencia, el detector mide Py. El haz se
corta varias veces por segundo, y el circuito compara automaticamente P y Py
para obtener transmitancia y absorbancia. Este procedimiento posibilita una
correccion automdtica de los cambios de intensidad de la fuente y de la
respuesta del detector, con el tiempo y la longitud de onda, dado que la
potencia que emerge de las dos muestras se compara con mucha frecuencia.
Estos espectrofotometros permiten un barrido automatico de longitudes de
onda y un registro continuo de absorbancias frente a longitudes de onda.
(Harris, 2009)

En el analisis espectrofotométrico se escoge la longitud de onda de maxima
absorcién, dado que en esta region del espectro de absorcion la curva es
relativamente aplanada, de manera que apenas varia la absorbancia si se
desajusta un poco el monocromador o si varia la anchura de banda escogida.
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Ademas la sensibilidad de la medicién es maxima para una concentracion dada
de analito. (Skoog y colaboradores, 2001)

. FIGURA 8. Espectrofotometro de doble haz

monocromador

fuente luminosa

— — rendija

longitud de onda seleccionada
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2.2 EXPERIMENTAL 1
ATRIBUTOS ANALITICOS DE UN METODO
ESPECTROFOTOMETRICO PARA CUANTIFICACION DE
DICLOFENAC

Publicado en Latin American Journal of Pharmacy
Lat. Am. J. Pharm. 30 (5): 1001-4 (2011)

Se desarrollé una técnica espectrofotométrica para la determinacion
cuantitativa de diclofenac en comprimidos, basada en la oxidacion del
diclofenac con Fe(lll) en presencia de 1,10-fenantrolina monohidrato. Al
oxidarse el diclofenac, el Fe(lll) se reduce a Fe(ll) el cual reacciona con 1,10-
fenantrolina monohidrato, formando el complejo ferroina (Figura 9).
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FIGURA 9. Reaccion de formacion de ferroina

El complejo diclofenac-ferroina es de color rojo-anaranjado, absorbe
fuertemente en el visible, lo cual permite la lectura de su absorbancia a 506 nm.
Se ensayo la aplicacion de este método a comprimidos de 50 mg.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y reactivos

Se utilizé diclofenac principio activo lote 080301-5, origen China (99,99% de
pureza, determinada por HPLC) y diclofenac 50 mg comprimidos lote N°
095/11, provisto por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad y exactitud,
también fue provisto por PLAMECOR, siendo su composicion la misma
presente en los comprimidos de diclofenac: estearato de magnesio 1%; talco
2%; almidon glicolato de sodio 3,5%; polivinilpirrolidona (PVP) 1,2% y 73,2%
polvo de precompactacion verde.

1,10 — fenantrolina, grado analitico, Cicarelli (Argentina)

Sulfato amonico férrico, grado analitico, Timper (Argentina)

Acido acético glacial, grado analitico, Cicarelli (Argentina)

Acetato de sodio anhydro, grado analitico, Biopack (Argentina)

Acido clorhidrico concentrado, grado analitico, Cicarelli (Argentina)
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Equipamiento
Espectrofotometro Boeco S-26 UV-visible
Bario termostéatico Dalvo BMK 2

Experimental

Solucion de Diclofenac principio activo 0,1 mg/mL: se pesaron las
cantidades correspondientes de diclofenac principio activo y se llevaron a
volumen con agua destilada.

Solucion de Diclofenac comprimidos 0,1 mg/mL: 10 comprimidos fueron
pesados y se calcul6 el peso promedio de comprimido. Luego se pulverizaron y
redujeron a polvo fino, obteniéndose una mezcla homogénea. Se pesoé la masa
correspondiente de dicha mezcla homogénea de comprimidos para obtener
una solucion 0,1 mg/mL, y se procedié de igual manera que para principio
activo.

Solucion Fe(lll)-fenantrolina: Solucién A: Se pesaron 0,99 g de 1,10-
fenantrolina y fueron disueltos en 5 mL de etanol y llevados a volumen en un
matraz de 50 mL con agua destilada. Solucion B: 0,80 g de sulfato férrico
amonico fueron pesados y disueltos en 10 mL de HCI 0,1M, y luego llevados a
50 mL con agua destilada en un matraz aforado. Finalmente se adicionaron 25
mL de Solucion A y 25 mL de Solucion B y fueron llevadas a 250 mL con agua
destilada. Se obtuvo una solucion de color amarillo, fotolabil, por lo cual debié
ser conservada en frasco color caramelo.

Buffer acetato pH 4,5.

Procedimiento
Analisis de principio activo

En matraces de 25 mL se agregaron: alicuotas de la solucién de diclofenac
principio activo 0,1 mg/mL en el rango de 0 a 0,015 mg/mL; 2,5 mL de solucién
de Fe (lll)-fenantrolina; 10 mL de buffer acetato; y se llevé a volumen con agua
destilada. Los matraces fueron llevados a bafio termostatico a 60°C durante 40
min para favorecer el desarrollo de color. Luego se efectuaron lecturas
espectrofotométricas a 506 nm contra blanco de reactivos.

Analisis de comprimidos

Se tomaron 2,5 mL de la solucion de comprimidos de diclofenac 0,1 mg/mL
y se transfirieron a un matraz de 25 mL. Se siguié el mismo procedimiento
descrito para principio activo. Estas soluciones se utilizaron en las
determinaciones de repetibilidad y precisidon intermedia.

Validacion

Para el estudio de linealidad se construyé una curva de calibracion con
diclofenac principio activo en 5 niveles de concentracién: 5 a 15 mg/L.

La especificidad fue estudiada mediante lecturas espectrofotométricas de
placebo preparado en igual proporcién que el presente en los comprimidos de
diclofenac 50 mg, en el rango de concentraciones estudiado.

Se analizé precisién como repetibilidad y precisién intermedia:

a) Repetibilidad: 10 alicuotas de muestras homogéneas equivalentes al

contenido de diclofenac de un comprimido fueron analizadas el mismo
dia, por el mismo operador y utilizando el mismo equipamiento.
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b) Precision intermedia: se estudiaron 3 niveles de concentracion (25, 50 y
75 mg de diclofenac), por triplicado, dos dias diferentes, analizado por
dos analistas.
La determinacion de exactitud se baso6 en el porcentaje de recuperacion de
analito en sobreagregados de principio activo de diclofenac (5, 10y 15 mg/L) a
placebo. El analisis se efectué por triplicado.

RESULTADOS

Curva de calibracion: al graficar Absorbancia vs. Concentraciéon de
diclofenac, se obtuvo la ecuacion de la recta mediante regresién lineal por
cuadrados minimos: [A = 0,0294 Ciciofenac + 0,1326] con r?=0,9982 con un nivel
de confianza del 95% (Figura 10).

. FIGURA 10. Curva de Calibracion y Especificidad
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Figura 10: Absorbancia vs concentracion de diclofenac

El andlisis espectrofotométrico de placebo demostré que los excipientes de
los comprimidos de diclofenac son quimicamente inertes a la oxidacion por
Fe(lll), probando con ello la especificidad del método desarrollado.

La precision medida en términos de repetibilidad fue menor del 2% (Tabla
5).



Tabla 5: Precisidén (Repetibilidad), se efectuo el analisis de 10 alicuotas de
muestras homogéneas equivalentes al contenido de diclofenac presente en un
comprimido

Muestra N2

% Masa
recuperada

100,23

105,94

105,27

103,26

102,92

103,26

106,95

105,27

106,28

olo|mNlo|o| s

105,94

Xpromedio

104,53

SD

2,06

CV%

1,97

25

Tabla 6: Precision Intermedia. Se determind el porcentaje de recuperacion de
distintos niveles de concentracion de diclofenac, en dos dias diferentes, llevado
a cabo por dos analistas diferentes

ANALISTA A ANALISTAB REPROD.
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Diclofenac (mg) | o,Recup | %Recup | %Recup | %Recup
103,89 99,04 105,18 102,70
25 105,15 102,00 101,81 101,74 n=12
104,19 99,78 102,55 99,56 X =102,25
X 104,41 100,07 103,18 101,33 SD=1,93
CV% 0,63 1,67 1,72 1,59 CV% = 1,89
104,33 105,96 104,66 103,59 n=12
50 105,44 103,96 101,98 100,78 X = 1‘04 67
106,41 108,93 105,68 104,33 SI:_) 1 ’48
X 105,39 106,28 104,11 102,90 CV‘V_— i 41
CV% 0,99 2,35 1,84 1,82 °=b
110,43 112,41 111,23 107,97
75 109,69 109,45 116,59 109,45 n=12
108,95 110,19 108,10 105,99 X =110,04
X 109,69 110,68 111,97 107,80 SD=1,76
CV% 0,67 1,39 3,83 1,61 CV% = 1,60
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El coeficiente de variacion global, para los 3 niveles de concentracion
estudiados fue menor al doble del CV% de la repetibilidad en todos los casos
(Tabla 6), lo cual indica precision suficiente para este tipo de ensayos.

Exactitud: la recuperacién de analito en sobreagregados de placebo esta en
el rango de 98,07 -101,97% (Tabla 7), valores que caen dentro de los limites
aceptados por USP y ANMAT.

Tabla 7: Exactitud, basada en el porcentaje de recuperacién de analito en
sobreagregados de principio activo de diclofenac a placebo

. Vol _Diqquenaq Diclofenac
g::: Ig:g/nnif gggf;g;:g;';g recupe/ll'_ado % Recuperacion
agregado (mg/L) (mg/L)
1,25 5 5,06 101,17
1,25 5 5,10 101,97
1,25 5 5,06 101,17
2,5 10 9,81 98,07
2,5 10 10,06 100,59
2,5 10 10,13 101,28
3,75 15 15,06 100,29
3,75 15 14,96 99,60
3,75 15 15,06 100,29
CONCLUSIONES

El método espectrofotométrico desarrollado es util para el control de calidad
de comprimidos de diclofenac. Es un método simple, rapido, especifico, lineal,
confiable y robusto, y permite la cuantificacion sin procesos extractivos

preliminares.
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3. METODOS
CINETICOS

3.1 INTRODUCCION TEORICA

3.1.1 Fundamentos

Los métodos cinéticos de andlisis son aquellos en los que la concentracién
de analito se determina midiendo el efecto que éste tiene sobre la velocidad de
la reaccién quimica. El analito puede:

1. actuar de catalizador de la reaccion (Método catalitico).

2. reaccionar con el reactivo y transformarse durante la reaccion (Método

directo o no catalitico).

Las medidas se efectian en condiciones dinamicas, mientras varian las
concentraciones de reactivos y productos. El parametro analitico es la
velocidad de aparicidén de los productos o de desaparicion de los reactivos, que
se determina bajo una serie de condiciones estandar y que se puedan
reproducir. Luego los resultados se relacionan con la concentracion inicial de la
sustancia analizada. (Rubinson y Rubinson, 2001)

3.1.2 Velocidades de reaccion
Muchos procesos quimicos simples se pueden describir mediante la
ecuacion 4:

M=—k[X] Ecuacion 4
dt

Donde d[X] es el cambio en [X] que tiene lugar en el intervalo de tiempo dt,
y k es una constante de proporcionalidad. El signo negativo de la ecuacién
indica que [X] decrece con el tiempo, este comportamiento se denomina
decaimiento exponencial.

El valor caracteristico de k puede calcularse de dos maneras diferentes.

El primer procedimiento consiste en medir el cambio de [X] en funcién del
tiempo, es decir d[X]/dt, junto con el valor de [X] en ese instante, [X]. Se
obtiene:

d[X]/dt
[X]

=—k Ecuacién 5

El valor de d[X]/dt en la ecuacién 5 es la pendiente de la tangente en el
punto [X]; de la grafica (Figura 11).
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. FIGURA 11. Decaimiento exponencial

X (escala lineal)

>

Tiempo —

Figura 11: X es la concentracién de analito vs Tiempo reaccion

Un método alternativo, mas preciso, es medir [X]; en una serie de tiempos, y
calcular k a partir del conjunto de datos. Para hacerlo se relaciona directamente
[X]; con k:

[X], =[X],e" Ecuacion 6

Esta ecuacion 6 describe los resultados de una desintegraciéon exponencial,
en la que la primera medida de [X]; se efectia en tiempo t=0, al valor de [X]; a
t=0 se lo llama [X]o (Figura 12).
Para tener mayor precision en la determinacion de k se transforma la
ecuacion 6 y se obtiene:
(X1 _

[X]

e ™ Ecuacion 7

Se aplica logaritmo a ambos lados de la ecuacion:

[X]

In = —kt Ecuacion 8

0
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La ecuacion 8 establece que si se representa el logaritmo natural de la
relacion ([X]/[X]o) versus tiempo, la pendiente sera —k (Figura 13).

. FIGURA 12. [X] en unidades de [X]0 versus tiempo

&5

\

X (escala lineal)

0368X, .
e

1
0135X0 w1 ¥y ko= mmmmm oo

R TV

t t 2t
172 relax relax

Tiempo

Figura 12: [X]o es el valor de [X] cuando t=0. También se muestra el tiempo
medio de reaccion

. FIGURA 13. Trazado semilogaritmico de [X]/[X]0 versus tiempo

0,368X, !
e

=
>

0,135X - !
eZ

t t 2t
1/2 relax relax

Tiempo —

Figura 13: La pendiente de la recta es proporcional a —k. Se muestran tiempo
medio, tiempo de relajacion y el doble de tiempo de relacion.
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Si se considera una reaccion quimica general:

k
A+ R& P Ecuacion 9
siendo A:analito, R: reactivo y P:producto

La reaccion comienza en el tiempo cero (1=0). [A]o, [R]o ¥ [Plo representan
las concentraciones iniciales de A, Ry P.
Considerando una reaccion irreversible, de primer orden se tiene:

k
A— P Ecuacion 10

La cinética observada experimentalmente para ésta reaccion se describe
asi:

velocidad = diAl _ —k[A] Ecuaciéon 11

dt

El signo negativo indica que A desaparece, la ecuacion 11 también puede
escribirse en funcion del producto de reaccion:

velocidad :%:—km] Ecuacion 12
t

Las ecuaciones 11 y 12 sefialan que se puede medir tanto la velocidad de
desaparicién del reactante A como la velocidad de apariciéon del producto P.
Experimentalmente se elige lo que resulta mas facil medir. (Avery, 2002)

3.1.3 Métodos de determinacion de [A]p y k a partir de velocidades de
reaccion
A fin de que las reacciones del tipo:

kf
A+Re&s P Ecuacién 13
kr

presenten un comportamiento cinético mas simple, no debe tener lugar la
reaccion inversa.

Si la concentracion de reactivo permanece constante, lo cual se logra con
una gran [R]o, la reaccién se comporta como si fuera de pseudo primer orden
(la reaccion no es de primer orden: se comporta como si lo fuera). La
concentracién de [A]p puede determinarse extrapolando los datos en tiempo
cero en una representacion semilogaritmica: log [A] o log [P] versus t.

Si se considera un periodo corto de tiempo, durante la primera parte de la
curva, la velocidad de cambio de [P] o [R] es directamente proporcional a la
concentracién de [A]o, Y ésta concentracion se puede determinar utilizando la
tangente inicial del trazado tanto de d[P]/dt como de d[R]/dt. Si se tiene una
gran concentracion de R y se consideran las mediciones durante un corto
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periodo de tiempo, la velocidad de reaccién no depende ni de [A] ni de [R].
Estas son condiciones de pseudo orden cero.

La serie completa de los datos de un analisis puede representarse
graficamente como la respuesta del instrumento versus tiempo, y a su vez
ponerse en relacién con la concentracion del analito de 3 formas:

1. Método cinético diferencial

2. Método de tiempo fijo

3. Método de tiempo variable.

Las condiciones experimentales, para las 3 metodologias, deben ser tales
que la constante k de la velocidad sea la misma tanto para los estandares
como para los analitos.

Método cinético diferencial: implica medir la concentracion de analito

segun la pendiente de la curva de concentracién versus tiempo. La tangente de
la curva es proporcional al valor de [A]o (Figura 14).

. FIGURA 14. Método cinético diferencial

d[P]
dt

Pendiente

[P] o respuesta del instrumento
Pendiente inicial,

01T 2 3 45 6 7 8 9 10 1M12 0 002 004 006 008 01

f Concentracién del sustrato

Figura 14: a) se han llevado a cabo una serie de determinaciones cinéticas con
distintas concentraciones iniciales de analito. Se han trazado las tangentes a
estas curvas siendo t=0. b) Los valores de las pendientes de las tangentes se

han representado versus la concentracion de sustrato.
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Método de tiempo fijo: Considerando la relacion entre P; y [A]o, a tiempos
t1 y t2 se tiene:

AP =[P], —[P], =[A]y(¢™ —e™)  Ecuacion 14

Manteniendo fijos t; y to durante los experimentos, (e —e¢ ) se mantiene
constante y puede ser determinada haciendo pruebas con estandares. Al
repetir la prueba con muestras en el mismo intervalo de tiempo fijo, la variacion
de la concentracion de P a lo largo de ese intervalo de tiempo es directamente
proporcional a [A]o (Figura 15).

l FIGURA 15. Método de tiempo fijo

Tiempo fijo

Respuesta del instrumento, [P]

R T T I
01T 2 3 45 6 7 8 9 10 1112 0 002 004 0,06 0,08 0,1

T Concentracion inicial, [A],

Figura 15: a) En el método de tiempo fijo las concentraciones se miden en un
unico tiempo. Sélo se necesita medir la concentracion una vez en cada prueba.
En el caso representado, las concentraciones se miden y los puntos se
proyectan en la grafica b) donde se trazan los valores proporcionales a [P]
versus [Alo.

Método de tiempo variable: se determina cuanto tiempo tarda la mezcla de
reaccion en alcanzar un nivel predeterminado de concentracion fija de un
reactivo o producto. La concentracion inicial [A]o se relaciona inversamente con

el tiempo que se necesita para lograr la concentracion fija (Figura 16). (K.A.
Rubinson, J.F. Rubinson, 2001)
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. FIGURA 16. Método de tiempo variable

(a) 0,4

03 —

Respuesta del instrumento, [P]

7 8 9 10 1112

0,1

0,09

Tiempo variable

0,08 —

007 [ \\
06 L1
0 2 4 6 8 10 12

Tiempo en la intercepcion, AT

Concentracion inicial, [A}o

Figura 16: a) Se mide el tiempo requerido para lograr una concentracion fija.
Estos tiempos se proyectan sobre la gréafica b), donde se representa [A]o versus
tiempos.

3.1.4 Efecto de la temperatura
La variacion en la constante de velocidad de una reacciéon debida a la
temperatura, esta dada por la Ecuacién de Arrhenius:

Ink=InA- E, Ecuacién 15
RT

Las constantes A y E, se conocen como los parametros de Arrhenius para
la reaccion y se determinan experimentalmente; A es el factor preexponencial y
E. es la energia de activacion. Tanto A como E, dependen de la reaccion en
estudio.

Un grafico de Arrhenius (Figura 17) es un trazado en el que se representa In
k en funcion de 1/T. El valor de la ordenada en el origen es In A, y la pendiente
corresponde a —E./R (P. Atkins, L. Jones, 2009).
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. FIGURA 17. Grafico de Arrhenius

<— intercepto=InA

=X In k=1n A - Eg/RT
Ink =

pendiente = -Ea/R

Figura 17: k corresponde a la velocidad de la reaccién y 1/T a la inversa de la
temperatura.

3.1.5 Teoria del estado de transicién

La teoria del estado de transicién desarrollada por Eyring en 1937, centra la
atencién sobre el complejo activado o estado de transicién, considerandolo
como una entidad termodinamica. Esta teoria proporciona un marco de trabajo
con el que se pueden entender mejor las reacciones, y es muy util tanto en fase
gaseosa como en disolucién. (Logan, 2000)

Si consideramos la reaccion:

A+ R © AR* > P Ecuacion 16

Donde A+R representa a los reactivos, AR* representa al estado de
transicion o complejo activado (inestable) y, finalmente P representa a los
productos de la reaccion.

La velocidad de reaccién depende tanto de la concentracion del estado de
transicion, como de la velocidad con que el estado de transicion se rompe para
formar los productos de la reaccion (esta depende de la frecuencia de vibracién
del estado de transicion,v).

v ~ [AR*]v Ecuacién 17
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La constante de equilibrio se expresa de la siguiente forma:

s - [4RY]
K [A][R]

Ecuacién 18
de donde la concentracion del complejo activado sera:
[AR¥] = K*[A][R] Ecuacion 19

La velocidad con que se rompe el complejo activado que corresponde a una
frecuencia de vibracién del mismo es:

kT .,
v=— Ecuacion 20

donde h corresponde a la constante de Planck y k a la constante de Boltzman.
Asi, la velocidad de reaccién en la teoria del estado de transicion es:

dad = — 40 _ _alRl _ oy kT i
velocidad = & - o K [A][R] Ecuacion 21

Al comparar la ecuacién 21, con una ecuacién empirica de velocidad de
segundo orden (v = k,[A][R]) resulta que la constante de velocidad (kz) de la
reaccién viene expresada por:

k, = K*kh—T Ecuacion 22

Desde el punto de vista de la termodinamica se introducen los conceptos de
energia libre de activacion, entropia de activacion y entalpia de activaciéon. La
constante de equilibrio se relaciona con la energia libre de Gibbs de formacién
del complejo activado de la siguiente forma:

(AG°)* = —RT InK* Ecuacion 23
De donde
K# = e~AG)Y/RT  Eguacion 24

Para una reaccion a una temperatura dada, la energia libre de activacion
puede considerarse el resultado de una contribucion de entalpia y otra de
entropia, de acuerdo con:

(AG®)* = (AH®)* — T(AS°)* Ecuacion 25
Al sustituir la ecuacion 25 en la ecuacion 24 se desprende:

K# = e~ [@H-T@SI/RT Ecyacion 26

Con este valor de K* se deduce para la constante de velocidad (kp):
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k, = "TTe(AS")*/Re—(AH")*/RT Ecuacion 27

La variacién que determina la temperatura es pequefia comparada con el
valor del factor exponencial, lo cual concuerda con la ecuacion de Arrhenius
(Barrow, 1968).

Finalmente:
ka k| (859" (am0)f
2 =In- +-—L L
T h R RT

In Ecuacion 28

La entalpia de activacion (AH®)* puede interpretarse como la barrera
necesaria para que se produzca la reaccion, se relaciona con la altura del
estado de transicion, esto es, la diferencia de entalpia entre el estado de
transicion y los reactivos. Es practicamente igual a la energia de activaciéon
(energia cinética minima que los reactivos deben tener para poder dar lugar a
los productos) toda vez que RT tiene un valor pequenio.

La entropia de activacion (AS°)* esta relacionada con la naturaleza del
estado de transicion, por lo cual brinda informacién sobre éste. La entropia
puede interpretarse como una medida del desorden del sistema. Una entropia
de activacién positiva indica que el estado activado esta menos ordenado o
tiene mas grados de libertad que los reactivos. Por el contario una entropia de
activacién negativa indica un aumento de orden o una disminucion de los
grados de libertad al formarse el estado activado a partir de los reactivos. Si un
enlace se esta rompiendo, el proceso resultara en (AS°)* > 0, mientras que si
se estan formando enlaces (AS®)* < 0, (sin tener en cuenta los efectos del
disolvente).

Si se grafica la ecuacion 28 pueden determinarse las magnitudes, (AH®)* y
(AS®)*, representando In ko/T en funcion de 1/T. El valor de la ordenada al
origen permite determinar (AS®)* y el de la pendiente (AH?)*.

, 3.2 EXPERIMENTAL 2 ,
LA CINETICA QUIMICA EN LA CUANTIFICACION DE
PARACETAMOL EN FORMULACIONES FARMACEUTICAS

Los ensayos de este método fueron llevados a cabo por Elizabeth Popelka,
en el marco de una adscripcion en nuestra catedra.

Se desarroll6 un método cinético utilizando bencidina (Figura 18), como
reactivo azoico, para la cuantificacion de paracetamol, en comprimidos
farmacéuticos.

Los colorantes azoicos facilitan el seguimiento de métodos basados en
velocidades de reaccién, dado que los compuestos generados presentan
absorcién en el visible. Se caracterizan por la presencia del grupo azo -N=N-
cromdgeno asociado a grupos auxocromo de tipo hidroxilo.

El producto de la reaccion bencidina-paracetamol, de color amarillo-naranja,
presenta un maximo de absorcién a 495 nm.
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. FIGURA 18. Estructura quimica de la bencidina

HN NH,

MATERIALES Y METODOS
Muestras y Reactivos

Se utilizé6 paracetamol principio activo lote N° 0707043, origen China,
(99,99% pureza determinada por HPLC) y paracetamol 500 mg comprimidos
lote N° 039/09 provistos por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad y exactitud
también fue provisto por PLAMECOR, y su composicion es la misma presente
en los comprimidos: estearato de magnesio 1%, talco 2%, almiddn glicolato de
sodio 4,8%, polivinilpirrolidona (PVP) 5,2%, precompactado blanco 16,6%,
aerosil 1,4%.

NaNO,, grado analitico, Cicarelli (Argentina).

HCI 37%, grado analitico, Cicarelli (Argentina).

Equipamiento
Espectrofotometro Spectrum UV-visible 2100

Experimental

Soluciéon de bencidina: se obtuvo por diazotacién, empleando acido nitroso,
que a su vez se obtuvo por disolucion de nitrito sédico en agua y posterior
adicién de &cido clorhidrico.

Soluciéon de principio activo 1 mg/mL: se pesaron las cantidades de
paracetamol principio activo correspondientes, y luego se llevé a volumen con
agua destilada. La soluciéon fue agitada magnéticamente por 10 min y
posteriormente filtrada.

Solucion de paracetamol comprimido 1 mg/mL: fue preparada a partir de
una mezcla homogénea de comprimidos finamente pulverizados, siguiendo el
mismo procedimiento descrito para soluciones de principio activo.
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Procedimiento Espectrofotométrico
Las lecturas fueron llevadas a cabo a 495 nm y a 25°C.

Analisis de principio activo: en la cubeta espectrofotométrica se adicionaron
200 L de reactivo y 2 mL de solucion principio activo de paracetamol 1 mg/mL.
A tiempo cero se llevd la lectura a cero de absorbancia y se siguié la reaccion
de copulacién registrando el incremento de la sefal en el tiempo. Se registré la
absorbancia cada minuto durante un periodo de 20 minutos. Se repitié este
procedimiento para agregados de 0,5; 1 y 1,4 mL de paracetamol principio
activo. Se graficé absorbancia vs tiempo (Figura 19).

Analisis de comprimidos de paracetamol: se procedié de la misma manera
que en el andlisis de principio activo.

FIGURA 19. Absorbancia vs. tiempo para distintos
niveles de concentracion de paracetamol-bencidina

—— 14mg/mL
—=— 1,0mg/mL
—— 0,5mg/mL

0,400

0,300

0,200

0,100

0,000

Figura 19: Absorbancia vs. tiempo de reaccion para distintos niveles de
concentraciéon de paracetamol-bencidina

RESULTADOS

Las absorbancias para un tiempo fijo de reaccion de ocho minutos son
directamente proporcionales a la concentracion de paracetamol en la muestra,
siendo la ecuacion de de la recta: [A = 0,1207Cparacetamol + 0,002] con r*=0,9984
(Figura 20).
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Con placebo no se verifico variacion de la absorbancia en el tiempo.

FIGURA 20. Absorbancias para un tiempo fijo
de reaccion vs. concentracion de paracetamol

—— Paracetamol ppio activo
— Placebo

A
0,200 -
0,150 - A=0,1207 C_+ 0,002
R1:0,9984
0,100 -
0,050 -
0,000 . x "
0,000 0,500 1,000 1,500

Cparacetamol [mg/mL]

Figura 20: Absorbancias para un tiempo fijo de reaccién (8 min) vs.
concentracién de paracetamol

CONCLUSIONES

El método cinético de tiempo fijo por diazotacién con bencidina es aplicable
a la cuantificacién de paracetamol sin interferencia de los excipientes, sin
embargo debido a que la correlacién entre los resultados obtenidos para
principio activo y comprimidos no era muy buena, no se prosiguido con la
validacion de este método.

Asi mismo el trabajo se ha incluido en esta presentacion para demostrar que
el método, al menos en las condiciones de ensayo realizadas, no es apropiado
para los fines propuestos.
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, '3.3EXPERIMENTAL3
METODO CINETICO ESPECTROFOTOMETRICO PARA
CUANTIFICACION DE DICLOFENAC

Publicado en IOSR Journal of Pharmacy.
2(5), 2012, 13-17.

Se desarrollé6 un método cinético espectrofotométrico simple, versatil, costo-
eficiente, y rapido, para ser aplicado a preparaciones farmacéuticas.

Se determind la velocidad de reaccion entre diclofenac y KMnO4 en un
medio fuertemente acido. Se verificd una reaccion de pseudo orden cero con
respecto a la concentracion de diclofenac. También se ha estudiado el efecto
de la temperatura sobre esta reaccion y se determiné la Energia de activacién
(Ea) de la misma. Para validar este método se determinaron: precision,
exactitud, especificidad, linealidad y rango lineal. Este procedimiento fue
comparado estadisticamente con HPLC y no se encontraron diferencias
significativas entre ambos.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y Reactivos

Se utilizé diclofenac principio activo lote 080301-5, origen China, (99,99%
pureza determinada por HPLC) y diclofenac 50 mg comprimidos lote N2 103/12
provistos por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad y exactitud
también fue provisto por PLAMECOR, y su composicion es la misma presente
en los comprimidos: estearato de magnesio 1%, talco 2%, almiddn glicolato de
sodio 3,5%, polivinilpirrolidona (PVP) 1,2%, precompactado verde 73,2%.

KMnOQy, grado analitico, Cicarelli (Argentina)

H.SO4 98%, grado analitico, Cicarelli (Argentina)

Equipamiento

Espectrofotometro Boeco S-26 UV-visible.

Celda termostatizada Jenway. Modelo: 633004. Rango de temperatura:
ambiente +2°C a 60°C. Precision: +0,5°C

HPLC: Agilent 1120 compact LC, con deteccion UV.

Experimental

H>SO4 6N.

KMnOy4 7,42x10* M en HoSO4 1N.

Soluciones de principio activo 600 mg/L, 716 mg/L y 160 mg/L: se pesaron
las cantidades de diclofenac principio activo correspondientes, y luego se llevo
a volumen con agua destilada. Cada solucion fue agitada magnéticamente por
10 min y posteriormente centrifugada. Se tomé el sobrenadante.

Soluciones de diclofenac comprimido 600 mg/L y 163 mg/L: fueron
preparadas a partir de una mezcla homogénea de comprimidos finamente
pulverizados, siguiendo el mismo procedimiento descrito para soluciones de
principio activo.

Procedimiento Espectrofotométrico
Las lecturas fueron llevadas a cabo a 524 nm y a 30°C.
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Analisis de principio activo: en la cubeta espectrofotométrica se adicionaron
2 mL de KMnO, 7,42x10* M y 1 mL de H.SO4 6N, se incubd dentro del
espectrofotdmetro durante 10 min. Al cabo de este tiempo se agregd una
alicuota de 25 pL de diclofenac principio activo 600 mg/L y se homogeneizo
con micropipeta. Al ser un proceso batch, las lecturas a tiempo cero fueron
efectuadas al cerrar la compuerta del espectrofotdmetro. Se registré la
absorbancia cada 5 s durante un periodo de 30 s. Se repitié este procedimiento
para agregados de 50; 75 y 100 uL de diclofenac principio activo 600 mg/L, de
manera que las concentraciones de diclofenac en la celda fueron 5,95; 11,80;
17,56 y 28,22 mg/L respectivamente. Se graficd absorbancia vs tiempo y se
determiné la pendiente de cada curva utilizando el método de las pendientes
iniciales. A continuacion se construyé una curva de calibracion graficando
pendiente inicial (AA/At) vs. concentracion de diclofenac.

Analisis de comprimidos de diclofenac: se procedi6 de la misma manera que
en el andlisis de principio activo. Las alicuotas de solucién de diclofenac
comprimidos 600 mg/L fueron de 50 pL. Se procedi6é de igual manera que para
principio activo. La concentracion de diclofenac se calculé mediante la curva de
calibracién construida con principio activo.

Energia de activacion

Este método se ensayd a varias temperaturas (30; 45; 50 y 60°C), lo cual
permitio el analisis del efecto de la temperatura sobre la velocidad de la
reaccion. Mediante la ecuacion de Arrhenius se determind la energia de
activacion (E,) de la oxidacion diclofenac con KMnO4 en un medio fuertemente
acido.

Validacién del método

Para el estudio de linealidad se construyé una curva de calibracion con
soluciones de diclofenac principio activo en un rango entre 5y 23 mg/mL.

La especificidad se determin6 mediante lecturas espectrofotométricas de
soluciones de placebo, preparadas a partir de los excipientes en igual
proporcion que aquella encontrada en comprimidos de 50 mg de diclofenac de
PLAMECOR.

Se analiz6 precisién como repetibilidad. Se procesaron 10 alicuotas de una
muestra homogénea (50 pL de solucion diclofenac comprimidos 600 mg/mL) el
mismo dia, el mismo operador y utilizando el mismo instrumental.

Se determin6é la exactitud del método a partir de la recuperacion de
cantidades conocidas de principio activo sobreagregadas a placebo. Se trabajo
con distintos niveles de concentracion de diclofenac (30; 60 y 90 pL diclofenac
principio activo 716 mg/L). Este analisis se efectuo por triplicado.

Determinacion por HPLC-UV

Para el analisis cromatografico de diclofenac se utilizd una fase movil
consistente en metanol y buffer fosfato pH 2,5 (70:30), filtrada y desgasificada.
El diluyente consistié en una mezcla de metanol y agua (70:30). Se trabajé con
una columna: RP-18C, de medidas 125x4,5 mm. El flujo se mantuvo en 1
mL/min. La longitud de onda de deteccion fue 276 nm. El volumen de inyeccion
fue de 20 uL. Se trabajoé con soluciones de diclofenac principio activo de 160
mg/L y diclofenac comprimidos 163 mg/L. Se confirm¢ la identidad de picos con
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el tiempo de retencidén de diclofenac. Se determinaron las areas de pico que
luego fueron convertidas a concentracién mediante la Ecuacién 29.

/A Ecuacion 29

muestra

C =C

muestra dicloppioa ctivo ‘Adicloppioa ctivo

RESULTADOS Y DISCUSION

Se graficé absorbancia vs tiempo (Figura 21) y se procesaron los datos
haciendo uso del método de las pendientes iniciales. La pendiente de cada
curva a tiempo cero es proporcional a la concentracion inicial de diclofenac.

FIGURA 21. Absorbancia vs. tiempo para distintos

. niveles de concentracion de diclofenac

& 59 mglL

A 1756mglL
W 11.8mglL
X 2322 mglL
13
A
1,1
09
0,7 1
05
0,3 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
t(s)

Figura 21: Absorbancia vs. tiempo de reaccion para 5,96-23,22 mg/L de
diclofenac

Curva de calibracion: al graficar pendiente inicial (AA/At) vs. concentracion
inicial de diclofenac, y efectuar un analisis de regresion lineal, se encontré una
buena linealidad: [AA/At = 0,0012 Cigiofenac — 0,0019] con r* = 0,9925, con un
nivel de confianza del 95% (Figura 22). El rango de linealidad se verifica entre
5-23 mg/L.
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FIGURA 22. Curva de calibracion método cinético diferencial

— Diclofenac ppio activo

AA/AL — Placebo

0,03
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R?=0,9925
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Figura 22: pendiente inicial (AA/At) vs. concentracion inicial de diclofenac

El andlisis espectrofotométrico de placebo demuestra que los excipientes
presentes en los comprimidos de diclofenac son quimicamente inertes a la
oxidacion con KMnQOy, evidenciando con ello la especificidad del método.

Con respecto a exactitud, los porcentajes de recuperaciéon de analito fueron
de entre 98,7 — 108,15 %, valores que también se encuentran dentro del rango
establecido por ANMAT y USP (Tabla 8).

Tabla 8: Exactitud (Recuperacion). Se hicieron sobreagregados de principio
activo de diclofenac a placebo en 3 intervalos de concentracion, por triplicado

Vol giclo 716 mgL(ML) (mglL) Masa Recuperada (mg) | % Recuperacion
7,67 193,58 108,15
30 7,58 191,48 106,97
7,33 185,17 103,45
14,92 190,19 106,25
60 14,25 181,69 101,50
14,75 188,06 105,06
20,67 177,39 99,10
90 21,00 180,25 100,70
20,58 176,67 98,70




44

En cuanto a la precision, analizada como repetibilidad, se obtuvo un
CV%=1,3%, valor que se encuentra por debajo del maximo establecido por las
farmacopeas (CV%< 2%), estableciendo que el método es preciso (Tabla 9).

Tabla 9: Precisién (Repetibilidad), se efectu6 el analisis de 10 alicuotas de
muestras homogéneas equivalentes al contenido de diclofenac presente en un
comprimido

Muestra N¢ % Masa
recuperada
99,38
101,50
99,16
102,92
99,52
102,38
99,94
100,04
99,68
10 99,70
Xpromedio 1 00542
SD 1,34
CV% 1,30

OO N[O (W —

El efecto de la temperatura sobre la velocidad de la reaccién se analiz
mediante un grafico de Arrhenius (Figura 23).

A partir de la ecuacién de Arrhenius se calcul6 la energia de activacion (Ea)
para esta reaccion, obteniéndose un valor de 21,48 kJ/mol. Este valor es
comparable al valor reportado en la bibliografia para la mineralizacién de
diclofenac con reactivo de Fenton (Fe** y H,O,) de 16,08 KJ/mol (Ravina y
colaboradores, 2002).

Asi mismo se calculd (a partir de la Ecuacién 28) la entalpia de activacion,
obteniéndose un valor de (AH®)* = 18,87 kJ/mol. Es destacable la proximidad
entre el valor de Energia de activacién y el de la Entalpia de activacion
experimentales, dado que ambas corresponden a la barrera energética de esta
reaccion.

A partir de la misma ecuacién 28 se determin6 la entropia de activaciéon
(AS®)*,= —138,91 J/molK. El signo negativo de la entropia de activacion indica
un aumento de orden o una disminucion de los grados de libertad al formarse el
estado activado a partir de los reactivos.
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FIGURA 23. Gradfico de Arrhenius correspondiente a la oxidacion

de Diclofenac con KMn04 en medio fuertemente acido

Ink=-2582,73 1/T + 13,79

0,003 0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033 0,00335
1T

Figura 23: k corresponde a la velocidad de la reaccién y 1/T a la inversa de la
temperatura.

Este método cinético fue comparado estadisticamente con HPLC mediante
el test t de Student y la prueba F (Tabla 10). El valor experimental de t resultd
ser menor que el valor critico de t de tablas, lo cual indica que la diferencia
entre el método cinético y HPLC se debe a errores aleatorios. En cuanto a la
prueba F, el valor experimental de F es menor que el valor tabulado, lo cual
indica que ambos métodos no presentan desviaciones estandar
significativamente diferentes en un nivel de confianza del 95%.

Tabla 10: Comparacion estadistica entre el método cinético espectrofotométrico
y el método de referencia (HPLC)

Parametro | Método Cinético Espectrofotométrico | HPLC-UV
Xm = SD 50,07 £ 2,03 48,58 + 1,21
CV% 2,51 4,05

s? 412 1,48
Test F 2,77 (3,1788)

Test t -1,99 (2,1009)

(Los valores entre paréntesis corresponden a los tabulados para p=0,05)
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CONCLUSIONES

El método cinético espectrofotométrico con KMnO4 como agente oxidante
en medio fuertemente acido es util para el control de calidad de comprimidos
de diclofenac de 50 mg, sin interferencia de excipientes. El método
desarrollado es simple, rapido, de bajo costo, especifico, y permite la
cuantificacion sin pasos previos de extraccion.
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4. METODOS
ELECTROQUIMICOS

4.1 TECNICAS ELECTROANALITICAS

4.1.1 Fundamentos

Los métodos electroquimicos son aquellos en los cuales se mide la
respuesta eléctrica de un sistema quimico.

El sistema experimental puede ser dividido en:

* Electrolito: sistema quimico capaz de conducir la corriente

» Circuito externo o de medida: usado para aplicar o medir las sefales
eléctricas (corrientes, voltajes, etc.)

» Electrodos: conductores que sirven de contacto entre el sistema de medida

y el electrolito.

Se denomina electrodo indicador o de trabajo aquel en que la reaccion bajo
estudio tiene lugar; y electrodo de referencia, a aquel que mantiene su
potencial constante independientemente de los cambios producidos en la
corriente.

La gran variedad de métodos analiticos posibles de implementar ha
determinado que existan diferentes corrientes de opinion acerca de la
clasificacion y sistematizacion para el estudio de estos métodos. Los autores
Hammerly y Marracino, clasifican estos métodos de acuerdo al fenédmeno
fisicoquimico en que se basan, asi se tienen:

1.- Métodos basados en reacciones electroquimicas
a) A corriente nula (i=0)
* Potenciometria
* Titulaciones potenciométricas
b) A corriente no nula (i#0)
- Métodos que se basan en fendbmenos transitorios en el electrodo, es
decir, varian con el tiempo
* Polarografia
* Amperometria
* Valoraciones amperométricas
- Métodos caracterizados por procesos de electrodo en régimen
estacionario, es decir, hay difusién constante (agitacion constante de la
disolucion)
* Voltametria
* Culombimetria
* Titulaciones culombimétricas (i=cte)
* Electrogravimetria
» Separaciones electroliticas

2.- Métodos que no presentan reaccion en el electrodo
* Conductimetria
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* Titulaciones conductimétricas
¢ Electroforesis

A continuacién se describiran en detalle: titulaciones culombimétricas y
titulaciones conductimétricas, dado que éstas son las Unicas técnicas
electroanaliticas que han sido empleadas en el desarrollo de la presente tesis.
Electroforesis capilar es abordada en el Capitulo 5, junto con los métodos
separativos.

4.2 CULOMBIMETRIA

4.2.1 Fundamentos

La culombimetria comprende los métodos electroquimicos de analisis,
basados en la medicion de la cantidad de electricidad necesaria para llevar a
grado cuantitativo una reaccioén electroquimica.

Se fundamenta en la ley de Faraday, que establece que la corriente en
amperios que pasa durante un tiempo determinado esta relacionada con el
nuamero de moles:

- Ecuacién 30
96485.n
Donde: N: nUmero de moles
i: corriente (amperes)
t: tiempo (segundos)
96485: (culomb.mol™') constante de Faraday
n: numero de electrones transferidos por mol

Al llevar a cabo un andlisis culombimétrico se determina la carga total
necesaria para completar una oxidacion o reduccién electroquimica. Esta carga
es directamente proporcional a la cantidad total de sustancias electrolizadas,
siempre y cuando se lleve a cabo una unica reaccidén electroquimica y la
reaccion electronica proceda con 100% de eficiencia de corriente.

Los métodos culombimétricos pueden ser directos o indirectos. En los
directos, la reaccion de interés se produce directamente sobre un electrodo
apropiado. En el segundo caso se recurre a la generacién en uno de los
electrodos de un reactante adecuado, soluble, que reaccione cuantitativamente
en solucion con la sustancia analizada, éstas son las titulaciones
culombimétricas. (Harris, 2009)

4.2.2 Titulacion culombimétrica
4.2.2.1 Fundamentos

En la titulacion culombimétrica se genera electroquimicamente in situ el
reactivo valorante, que reaccionara cuantitativamente con la sustancia a
determinar mediante una reaccién quimica adecuada (acido-base, redox,
complejacién, precipitacion).

La cantidad de reactivo generado es proporcional a la cantidad de corriente
eléctrica, y ésta al tiempo de electrdlisis. De esta manera se reemplaza la
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medicidén de volumen de reactivo agregado hasta el punto final de la volumetria
clasica, por la medida del tiempo de electrdlisis de la titulacion culombimétrica.

La intensidad de corriente debe mantenerse constante a lo largo de toda la
operacion para impedir la oxidacién o reduccién de especies desconocidas en
el electrodo generador, ya que es inevitable la polarizaciéon por concentracion
antes de que la electrélisis pueda completarse.

Entre las ventajas de las titulaciones culombimétricas podemos mencionar:
que no requieren calibraciéon frente a patrones; no es necesario almacenar
disoluciones de reactivos inestables, dado que estos se preparan in situ; se
manejan menores cantidades de valorante y muestra; son facilmente
automatizables.

Es necesario algun método para determinar el punto final. Se han aplicado
con éxito la observacion visual de los cambios de color de indicadores, asi
como medidas potenciométricas, amperométricas y de conductancia. (Skoog y
colaboradores, 2001)

4.2.2.2 Equipamiento

. FIGURA 24. Equipo para titulaciones culombimétricas

potenciémetro B

| o

circuito detector circuito generador

El instrumental utilizado para las titulaciones conductimétricas (Figura 24)
consta de:
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- Una fuente rectificadora con entrada a 220V vy salidas opcionales a 3, 6,
oV.

- Una resistencia variable de 1 kilohmio, que se regula manualmente para
generar en la celda electrolitica una corriente del orden de los mA.

- Un amperimetro para efectuar el registro de la corriente circulante i.

- Un cronémetro manual para el registro del tiempo t durante el cual circula

- La celda electrolitica, donde se sitdan:
* un par de electrodos conectados a la fuente (circuito generador):
- electrodo generador de reactivo titulante
- electrodo auxiliar
* un par de electrodos conectados al potenciémetro (circuito detector):
- electrodo indicador
- electrodo de referencia de calomel saturado (ECS).

La generacion anodica de agentes oxidantes se acomparna con frecuencia
del desprendimiento de hidrégeno en el catodo; por lo cual es necesario
permitir el escape del gas de la disolucion para prevenir su reaccion con el
agente oxidante. Se puede aislar al electrodo auxiliar mediante un encamisado
de vidrio con un orificio superior que permita la salida del gas. Ademas, la celda
es montada sobre un agitador magnético, lo que disminuye la polarizacion por
concentracién y hace posible la rapida eliminacién del H, formado. (Hammerly
y Marracino, 1984)

4.3 EXPERIMENTAL 4
CULOMBIMETRIA DEL PARACETAMOL A PARTIR DE
COMPRIMIDOS FARMACEUTICOS

Los ensayos de este método fueron llevados a cabo por Elizabeth Popelka,
en el marco de una adscripcion en nuestra catedra.

Se desarroll6 una técnica culombimétrica a corriente constante con
deteccion potenciométrica y bromo como titulante para la valoracion de
paracetamol en comprimidos de 500 mg sin cubrimiento entérico.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y Reactivos

Se utilizé6 paracetamol principio activo lote N® 0707043, origen China,
(99,99% pureza determinada por HPLC) y paracetamol 500 mg comprimidos
lote N° 039/09 provistos por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad y exactitud
también fue provisto por PLAMECOR, y su composicion es la misma presente
en los comprimidos: estearato de magnesio 1%, talco 2%, almiddn glicolato de
sodio 4,8%, polivinilpirrolidona (PVP) 5,2%, precompactado blanco 16,6%,
aerosil 1,4%.

Acido acético glacial, grado analitico, Cicarelli (Argentina).

Bromuro de sodio, grado analitico, Vulcano S.R.L (Peru)

Experimental
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Soluciones de principio activo 1 mg/mL: se pesaron las cantidades de
paracetamol principio activo correspondientes, y luego se llevé a volumen con
agua destilada.

Soluciones de paracetamol comprimidos 1 mg/mL: fueron preparadas a
partir de una mezcla homogénea de comprimidos finamente pulverizados,
siguiendo el mismo procedimiento descrito para soluciones de principio activo.

Solucion electrolitica: 25 mL de agua destilada, 10 mL NaBr 1M, 15 mL
acido acético glacial.

Titulacion culombimétrica

En una celda de 100 mL de volumen Uutil, termostatizada a 25°C, se
introdujeron 50 mL de solucién electrolitica. Se sumergieron dos electrodos de
Pt, uno generador de bromo y otro auxiliar, protegido con un encamisado de
vidrio, en el que se generd hidrogeno. Una fuente de 3,0V DC en serie con una
resistencia variable de 1 Kilohmio a escala completa permiti6 mantener la
corriente constante en 10 mA. Un electrodo de Pt, y uno de calomel saturado
conectados a un potenciometro fueron indicadores del punto final de la
titulacion. A tiempo cero se introdujeron de 1 a 10 mL de estdndar de 1 mg/mL
solucion principio activo. Se registré el tiempo requerido para completar la
titulacion. Primeramente se graficé t(min) vs E(mV) (Figura 25), y a
continuacion se graficod la primera derivada (Figura 26), para facilitar la
deteccion del punto final dE/dt vs t(min).

Se procedié de la misma manera con las soluciones de comprimido de
paracetamol.

RESULTADOS

Cada titulacibn de paracetamol se completd6 en wun lapso de
aproximadamente 6 min por cada miligramo en las condiciones especificadas.

La respuesta es lineal en el rango de 1 a 10 mg. Masas de paracetamol
superiores insumen un tiempo de andlisis injustificado. EI método permite la
determinacion secuencial de un numero considerable de muestras, sin mas que
la adicion respectiva a la celda de titulacion.

Los culombios necesarios para alcanzar el punto final conducen a una
relacion de seis equivalentes de Bromo por cada mol de paracetamol.

Si bien, determinada la estequiometria no es necesaria una curva de
calibrado, su aplicacion responde a wuna linealidad de 0,077 mg
paracetamol/minuto (= 0,9936).

En la figura 27 se muestra la relacion entre la carga consumida (culombios)
y la masa de paracetamol introducida en la celda de titulacion, las que guardan
una proporcion lineal.

Repetibilidad: de la repeticion de diez determinaciones a partir de la solucion
de comprimidos resulté un CV de 1,5% para 2 mL de solucién.

Especificidad: al operar con placebos, no se manifiestaron interferencias por
parte de los excipientes: lactosa, almidon glicolato de sodio, polivinilpirrolidona,
talco, estearato de magnesio
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FIGURA 25. Titulacion culombimétrica de paracetamol
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Figura 25: Potencial E(mV) vs tiempo de reaccidn

. FIGURA 26. Método de la primera derivada
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Figura 26: Mejora en la deteccion del punto final. Primera derivada dV/dt vs t
medio de reaccion
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. FIGURA 27. Carga consumida vs masa de paracetamol
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Figura 27: Carga consumida en culombios vs masa de paracetamol

CONCLUSIONES

Es posible la valoracién culombimétrica con bromo de paracetamol 500 mg
comprimidos farmacéuticos, con precisién aceptable en un tiempo breve de
andlisis sin interferencias por parte de los excipientes y con instrumental de
bajo costo.

Cabe destacar que el culombimetro utilizado es de construccion artesanal, y
tanto la resistencia como el cronémetro se operan manualmente, lo que
conlleva a una falta de repetibilidad, dados los tiempos breves de andlisis,
situacion que consideramos factible de correccion con un equipo automatico.
La robustez de ésta metodologia no resulté adecuada, por lo cual no se
procedioé a la validacién segun normativa establecida por el ANMAT para su
uso en controles de calidad de medicamentos.

4.4 EXPERIMENTAL 5 ,
DICLOFENAC POR CULOMBIMETRIA AMPEROSTATICA

Se desarroll6 una culombimetria amperostatica de diclofenac con cloro
electrogenerado, con punto final potenciométrico para valorar esta droga, tanto
en principio activo como en comprimidos.

La ventaja adicional sobre otras técnicas reside en la ausencia de
interferencias por parte de los excipientes, de forma que la adecuacion de la
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muestra, al igual que para comprimidos de paracetamol, se reduce
simplemente a la disolucién del comprimido de diclofenac en solucién acuosa.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y reactivos

Material de Referencia: se utilizé diclofenac sodico lote 20010321L. Origen:
China. Diclofenac comprimidos de 50 mg lote 083. Tanto principio activo, como
comprimidos fueron provistos por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad también fue
provisto por PLAMECOR, y su composicion es la misma presente en los
comprimidos: estearato de magnesio 1%, talco 2%, almidén glicolato de sodio
3,9%, polivinilpirrolidona (PVP) 1,2%, precompactado verde 73,2%.

Acido clorhidrico, 37%, grado analitico, Cicarelli (Argentina).

Equipamiento
Potenciometro Metrohnm-Herisau (Suiza)

Experimental

Soluciones de principio activo 0,05 mg/mL: se pesaron las cantidades de
diclofenac principio activo correspondientes, y luego se llevé a volumen con
agua destilada. Cada solucién fue agitada magnéticamente por 10 min y
posteriormente centrifugada. Se tomo el sobrenadante.

Soluciones de diclofenac comprimido 0,05 mg/mL: fueron preparadas a
partir de una mezlca homogénea de comprimidos finamente pulverizados,
siguiendo el mismo procedimiento descrito para soluciones de principio activo.

Solucion electrolitica: HCI 0,06N

Titulacion culombimétrica

En una celda de 100 mL de volumen Uutil, termostatizada a 20°C, se
introdujeron 70 mL de HCI 0,06 N como solvente electrolitico. Se sumergieron
en la celda dos electrodos de Pt, en uno de ellos se produce la generacion del
gas cloro. El anodo fue rodeado por un encamisado de vidrio con orificio de
salida superior para minimizar la difusién del gas hidrégeno en el medio, y la
consecuente produccidon de reacciones secundarias. La fuente de 3,0V DC en
serie con una resistencia variable de 1 Kilohmio a escala completa permitid
regular la corriente en 5 mA, verificada mediante un microamperimetro. Un
electrodo indicador de hilo de Pt, y uno de referencia de calomel saturado
conectados a un potenciémetro permitieron monitorear el progreso de la
titulacion. A tiempo cero se introdujeron 1 a 4 mL de estandar de 0,05 mg/mL
de solucion principio activo de diclofenac. Se registré el tiempo requerido para
completar la titulacién. Primeramente se grafic6 t(min) vs E(mV), y a
continuacion se grafico la primera derivada, para facilitar la deteccion del punto
final dE/dt VS tmeg(min).

Se procedié de la misma manera con las soluciones de comprimido de
diclofenac.

RESULTADOS
Trabajando con principio activo, y mediante la primera derivada de la
sigmoidea obtenida, se establecié el punto final en 600 mV.



55

En estas condiciones se titulan 0,15 mg de diclofenac/minuto. La respuesta
es lineal en el rango de 0,05 a 0,50 mg. Cantidades mayores de diclofenac
producen el enturbiamiento en la solucion, debido a la solubilidad limitada del
farmaco en este medio. El método permite la determinacion secuencial de un
namero considerable de muestras, sin mas que la adicién respectiva a la celda
de titulacion.

En la figura 28 se muestra la titulacién culombimétrica de 0,25 mg de
principio activo y de placebo. Dada la respuesta practicamente nula alcanzada
con el placebo se infiere la ausencia de interferencias por parte de los
excipientes: precompacto verde, polivinilpirrolidona, almidén, talco y estearato
de magnesio.

. FIGURA 28. Titulacion culombimétrica de diclofenacy placebo
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Figura 28: Potencial E (mV) en funcion del tiempo de reaccion para diclofenac
0,25 mg y placebo

En la Figura 29 se observa la mejora en la definicion del punto final a través
de la primera derivada.

En la figura 30 se muestra la relacion entre la carga consumida (culombios)
y la masa de diclofenac introducida en la celda de titulacion, las que guardan
una proporcion lineal.
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. FIGURA 29. Método de la primera derivada
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Figura 29: Mejora en la deteccion del punto final. Primera derivada dV/dt vs t
medio de reaccion

. FIGURA 30. Carga consumida vs masa de diclofenac
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Figura 30: Carga en culombios consumida vs masa de diclofenac
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CONCLUSIONES

Es posible la valoraciéon culombimétrica con cloro de diclofenac 50 mg
comprimidos farmacéuticos con precisién aceptable en un tiempo breve de
analisis sin interferencias por parte de los excipientes. EI método propuesto es
rapido, sencillo y de facil automatizacién. El tratamiento previo de la muestra se
reduce simplemente a la disolucion acuosa del comprimido. El costo inicial y de
mantenimiento del instrumento, inferiores que en HPLC, hacen de la técnica
culombimétrica una alternativa para el control de calidad del diclofenac
presente en monofarmacos.

Al igual que en la culombimetria de paracetamol el culombimetro utilizado
es de construccion artesanal, y tanto la resistencia como el cronémetro se
operan manualmente, lo que conlleva a una falta de repetibilidad, dados los
tiempos breves de andlisis, situacion que consideramos factible de correccion
con un equipo automatico. La robustez de ésta metodologia no resulté
adecuada, por lo cual no se procedi6 a la validacidbn segun normativa
establecida por el ANMAT para su uso en controles de calidad de
medicamentos.

4.5 CONDUCTIMETRIA

4.5.1 Fundamentos

La conductimetria comprende un grupo de métodos analiticos basados en la
medida de la conductancia eléctrica de una disolucion. La conductividad es una
magnitud caracteristica de los conductores de la electricidad, viene dada por la
migracion de los aniones y cationes en solucion, hacia los electrodos
respectivos. (Rubinson y Rubinson, 2007)

Se cumple la ley de Ohm:

V =i.R Ecuacion 31

donde V: es el potencial aplicado (voltios)
i- es la corriente eléctrica (amper)
R: es la resistencia (ohm)

Lq conductancia (L) es la reciproca de la resistencia (R) y se expresa en
ohm™.

L= KTS Ecuacion 32

donde I: distancia entre electrodos
S: area de los electrodos
K: conductancia especifica (ohm™. cm™)

l , .
Al valor 5 se lo denomina constante de celda 8 y se expresa en cm™. La

Ecuacién 32 queda entonces:
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L=K.6"' Ecuacién 33

La conductancia se expresa en Siemens que se simboliza con S.

La conductividad equivalente (A) se define como la conductancia de una
solucion que contiene 1 equivalente gramo de soluto, entre dos grandes
electrodos paralelos, colocados a 1 cm de distancia entre si. Para una solucién
de concentracién C equivalentes gramo por litro resulta:

A= 1000.% Ecuacién 34

Reemplazando el valor de K, se tiene:

A= IOOO.L—‘Z Ecuacién 35
CS

A= 1000.%‘0 Ecuacién 36

L=10".0".C.n Ecuacion 37
A dilucién infinita es valida la expresion:
A=A, + A Ecuacién 38

para un solo electrolito, donde A, y A son las conductividades i6nicas

equivalentes a dilucion infinita para el catién y el anién respectivamente.
La ecuacion 38 se puede reescribir:

A=A, + A Ecuacion 39

resultando valida para expresar la conductividad equivalente y las
conductividades idnicas equivalentes a dilucion infinita. Reemplazando la
ecuacion 39 en 37 se tiene:

L=107.6".%XC,A, Ecuacion 40

C, y A, corresponden a la concentracion y la conductividad iénica equivalente
de cada especie idnica en solucién (Hammerly y Marracino, 1984)

4.5.2 Titulaciéon conductimétrica
4.5.2.1 Fundamentos
La titulacion conductimétrica se basa en detectar la variacion de la
conductancia eléctrica de una muestra en solucién durante el transcurso de
una valoracion, a efectos de determinar el punto de equivalencia de la misma.
El método conductimétrico es muy versatil, y puede aplicarse en muchos
casos en donde no se dispone de indicadores y no pueden aplicarse los
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métodos potenciométricos. Se pueden aplicar a reacciones con pequenas
constantes de equilibrio y a soluciones de muy bajas concentraciones. Ademas,
son adaptables a las técnicas de instrumentacion automética. (Rubinson y
Rubinson, 2007)

La principal ventaja de las titulaciones conductimétricas es que las curvas
de titulacién son lineas rectas, por lo tanto se obtienen 3 0 4 puntos antes y
después del punto de equilibrio de la titulaciéon y por extrapolacién se obtiene el
punto final (no interesa lo que ocurre en el punto mismo de equivalencia), lo
cual hace de la titulacién conductimétrica, una técnica adecuada para
reacciones incompletas.

Este método es aplicable en general a reacciones en que hay variacion en
el numero total de iones en solucion o donde iones de gran movilidad son
sustituidos por otros de menor movilidad y viceversa. (Hammerly y Marracino,
1984)

Puede aplicarse en principio a equilibrios acido-base, precipitacion y
formacion de complejos principalmente. No obstante, el requisito indispensable
de ausencia de electrolitos extrafos al que se pretende dosar constituye una
importante limitacion del método.

Cuando se agrega un reactivo titulante, la conductancia disminuye hasta
que se alcanza el punto final, a partir de él puede permanecer constante o
aumentar frente al primer exceso de reactivo. Se obtienen curvas de titulacion
en forma de V (Figura 31), cuyos puntos de inflexion indican el punto final de la
titulacion. Es conveniente que exista una diferencia significativa de
conductancia entre la solucidn incégnita y el reactivo o producto de la titulacién.
No es necesario conocer la conductancia de la solucién original sino sus
variaciones relativas.

La conductividad de una solucién depende ademas de la cantidad de iones
presentes ya considerada, del tamano y movilidad de los mismos. Cuanto mas
pequefio y mévil sea un ién mayor sera su conductividad eléctrica. (Skoog y
colaboradores, 2001)

Generalmente se representan en la rama de la izquierda las
conductividades i6nicas de la sustancia a valorar y de los iones del reactivo; en
la segunda rama la de las sustancias producto de la reaccion, mas el exceso
de reactivo anadido. La interseccién de ambas ramas de la curva determina el
punto final de la titulacion. La conductancia de la solucion y el consumo de
reactivo se miden progresivamente.

Entre los factores que influyen en la conductancia de una solucién, se
encuentran: concentracion, temperatura, tamarno y movilidad idnica, asi como
la naturaleza quimica del solvente utilizado. Cuanto méas polar sea el mismo,
mayor sera la ionizacion del soluto, siendo el agua el solvente ideal.

A los efectos de mantener baja la variacion de volumen durante la titulacién,
se debe mantener una concentracion de titulante 20 veces superior a la de la
solucidén titulada. De lo contrario debera efectuarse la correccidon respectiva
utilizando un factor de dilucién.
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FIGURA 31. Curvas de titulaciones conductimétricas correspondientes

a titulaciones conductimétricas de: a) acido fuerte con base fuerte;
b) acido débil con base fuerte; c) acido fuerte con base débil

V(ml) V(ml)

V(mb)

4.5.2.2. Equipamiento

El circuito tradicional para medir conductancia electrolitica es el puente de
Wheatstone (Figura 32), convenientemente modificado para operar en corriente
alterna, de manera de evitar tanto como sea posible los efectos de electrdlisis y
polarizacion electrodica.

DCA es un Detector de Corriente Alterna de aproximadamente 1000Hz,
GCA es un Generador de Corriente Alterna de la misma frecuencia que el
detector.

El puente se alimenta mediante del GCA, generalmente a la frecuencia de la
electricidad. Las resistencias Rz y Rs permiten seleccionar distintas relaciones
de trabajo a efectos de lograr que la medida entre en escala. Un condensador
en paralelo con Ry corrige los pequenos fendmenos capacitivos que pueden
presentarse y permite equilibrar la celda de capacitancia. (Hammerly y
Marracinio, 1984)

Las celdas comunes de uso en el laboratorio son de vidrio con electrodos de
Pt, recubiertos por una capa de negro de platino a efectos de lograr una mayor
superficie efectiva y reducir los efectos de polarizacién.

Para evitar errores de medida debidos a la distribucion del campo eléctrico,
las medidas se llevan a cabo en un volumen definido de solucion. Por ello las
celdas de inmersion estdn siempre rodeadas por una campana de vidrio.
(Harris, 2009)
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FIGURA 32. Puente de Wheatstone para medicién de conductancia
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) 4.6 EXPERIMENTAL 6
CUANTIFICACION DE PARACETAMOL EN COMPRIMIDOS POR
TITULACION CONDUCTIMETRICA

Publicado en la Revista Industria y Quimica
N¢ 355, 2007, pp 47-50.

Los ensayos experimentales de este método fueron llevados a cabo por
Débora Radovancich, en el marco de una beca de pregrado, en nuestra
catedra.

Se desarrolld6 una técnica conductimétrica para la cuantificacion de
paracetamol en comprimidos que lo contienen como monodroga.

Cuando una reaccién quimica da lugar a un cambio (aumento 6
disminucién) del numero total de iones en solucién, 6 bien iones de gran
movilidad son sustituidos por otros de menor movilidad y viceversa, la misma
es aplicable a una titulacion conductimétrica.

El paracetamol es un &cido débil (pKa = 9,5) debido a su grupo hidroxilo
aromatico:

CsHgNO, + HoO <> CgHgNO, + HsO' K, = 3,16 x 107° Ecuacion 41
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Por lo tanto, en la titulacion con una base fuerte como el NaOH tiene lugar la
neutralizacion:

CgHgNOg + NaOH < Na™ + CgHgNOg— + Hzo Ecuacién 42

Los iones CgHgNO-™ de baja movilidad i6nica, debido a su gran tamano, son
reemplazados por iones Na* de mayor movilidad, lo que conduce a un aumento
de la conductancia de la solucion en el transcurso de la primera fase de la
titulacion.

La curva de titulacién del paracetamol con NaOH presenta un gran angulo
entre la linea de titulacion y la de exceso de valorante, lo que conlleva cierta
dificultad para localizar con precision el punto final, ubicado en la interseccion
de dos lineas de pendientes crecientes y similares.

Este resultado puede mejorarse mediante la adicion de un exceso de una
base débil, como amoniaco, lo cual conduce a:

CgHgNO5 + NH3 «» CgHgNO>™ + NH4+ Ecuacién 43
por lo que la reaccién de titulacion del paracetamol con agregado de un exceso
de amoniaco frente a una base fuerte como el NaOH consiste sustancialmente
en la neutralizacidén de los iones amonio, estequiométricamente equivalentes al
paracetamol.

Antes del punto de equivalencia, los OH™ afnadidos neutralizan a los NH,". El
cambio en la conductividad resulta de la diferencia entre las movilidades
ionicas del Na* y el NH," (Tabla 11). Después del punto de equivalencia, la
conductancia crece con gran pendiente como consecuencia del incremento de
iones OH" en exceso. El agregado de amoniaco facilita la ubicacion gréafica del
punto final.

Tabla 11: Conductancias lonicas Equivalentes a Dilucién Infinita y 25°C

CATION Ao+ (ohm™'cm®mol™) [ ANION Ao (ohm™'cm®mol™)
H+ 398,2 OH- 198

Li+ 38,69 Cl- 75,23

Na+ 50,11 - 76,8

K+ 73,52 CH3COO0- 40,9

NH4+ 73,4 NO3- 71,4

(Extraido de Rubinson y Rubinson, 2001)

Las titulaciones conductimétricas, de naturaleza electroquimica, hacen
posible su aplicacion a muestras coloreadas 06 turbias. Este es generalmente el
caso en la industria farmacéutica, debido principalmente a la presencia de
excipientes en los medicamentos.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y reactivos
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Se utilizé paracetamol 500 mg comprimidos lote N 054/08 provistos por
PLAMECOR.

NaOH, grado analitico, Cicarelli (Argentina).

NHs, grado analitico, Biopack (Argentina)

Equipamiento
Conductimetro de laboratorio Antares lll, Parsec (Argentina)

Experimental

Soluciones de trabajo: 1mg/mL, segun rétulo, de mezcla homogénea de
comprimidos de paracetamol finamente pulverizados.

Reactivo titulante: NaOH 1N.

Titulacion conductimétrica

Se sumergieron los electrodos del conductimetro en un vaso de precipitados
conteniendo 150 mL de la solucion 1 mg/mL de paracetamol comprimidos. Para
mejora de la deteccion del punto final, se agregaron 0,5 mL de amoniaco
concentrado. Se registré la conductancia. A continuacién se hicieron agregados
de 1 a 15 mL de reactivo titulante, registrando la conductancia luego de cada
uno de ellos. Se grafic6 Conductancia L (us) vs. Volumen V (mL) y se localiz6
el punto final.

RESULTADOS
Se obtuvieron curvas de titulacién correspondientes a la valoracion de un
acido débil con una base fuerte (Figura 33).

. FIGURA 33. Titulacion conductimétrica de paracetamol

con NaOHy en presencia de amoniaco

—— Paracetamol ppio activo
18 — Placebo

16 -
14 1
12 1
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L=1,358V-5760
r2=0,9994

L=0,134V +3,055

o N B~ O
T
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Figura 33: Conductancia (L) vs. volumen de titulante, se sefialan las rectas
correspondientes a la determinacion del punto final
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Determinacion del punto final: se determinan las ecuaciones por regresion
lineal de los puntos mas alejados del equilibrio (los 4 puntos iniciales y 4 puntos
finales de la titulacién respectivamente), se trazan ambas rectas. Se determina
el punto de interseccién, el cual corresponde al volumen final de la titulacion.
En dicho punto, la igualacion de las rectas permite calcular matematicamente el
valor del volumen correspondiente al punto final. (Miller y Miller, 2000)

A partir de la determinacion del punto final de la titulacion se calculé el
contenido de paracetamol presente en los comprimidos de paracetamol 500 mg
elaborados por PLAMECOR.

CONCLUSIONES

Es posible la valoracion conductimétrica de paracetamol 500 mg
comprimidos farmacéuticos, con precisién aceptable en un tiempo breve de
andlisis sin interferencias por parte de los excipientes y con instrumental de
bajo costo.

Actualmente, la titulacion conductimétrica de comprimidos de paracetamol
forma parte de la nomina de Trabajos Practicos de Laboratorio de los alumnos
de Quimica Analitica Instrumental y Quimica Analitica Il, de las carreras de
Bioquimica y Licenciatura en Quimica, de ésta Facultad.

Debido al gran numero de variables operativas, la robustez de estas
metodologias electroquimicas no resulté adecuada, por lo cual no se procedi6
a la validaciéon segun la normativa establecida por el ANMAT para su uso en
controles de calidad de medicamentos.
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5. SEPARACIONES
ANALITICAS: METODOS
CROMATOGRAFICOS Y
ELECTROFORESIS
CAPILAR

5.1 HPLC (Cromatografia de liquidos de alta eficacia)

5.1.1 Fundamentos

La Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) es una técnica
cromatografica que utiliza particulas muy pequenas de fase estacionaria y una
gran presiéon para forzar al disolvente a pasar a través de la columna,
consiguiendo separaciones de gran resolucion. (Rubinson y Rubinson, 2001)

En funcién del mecanismo de interaccién del soluto con la fase estacionaria,
la cromatografia se divide en las siguientes categorias (Figura 34):

Cromatografia de adsorcién: utiliza una fase estacionaria solida y una fase
moévil liquida o gaseosa. El soluto se adsorbe en la superficie de las particulas
sélidas. Cuanto mas fuertemente se adsorbe un soluto, mas lento es su pasaje
a través de la columna.

Cromatografia de reparto: utiliza una fase estacionaria liquida, en forma de
una fina pelicula de alto punto de ebullicién sobre la superficie de un soporte
sOlido, tipicamente la cara interna de una columna de silice. El soluto esta en
equilibrio entre el liquido estacionario y la fase movil.

Cromatografia de intercambio i6nico: existen aniones o cationes
covalentemente unidos a la fase estacionaria sdlida. Los iones en la disolucion
de carga opuesta, son atraidos a la fase estacionaria por fuerzas
electrostaticas. La fase mévil es un liquido.

Cromatografia de exclusibn molecular (también filtracion por gel o
permeacidn por gel): separa moléculas por su tamafno. Las moléculas de mayor
tamano pasan mas rapidamente que las de menor tamafno. A diferencia de las
otras cromatografias, no hay una interaccién atractiva entre la fase estacionaria
y el soluto. La fase movil pasa a través del gel poroso. Los poros son bastante
pequenos para excluir a los solutos grandes, pero no a los pequenos. Las
moléculas grandes pasan de largo sin entrar en los poros. Las moléculas
pequenas tardan mas tiempo en pasar a través de la columna porque penetran
dentro del gel, y por consiguiente deben atravesar mas volumen antes de
abandonar la columna.



66

Cromatografia de afinidad: emplea interacciones especificas entre una clase
de moléculas de soluto y una segunda molécula que estd unida
covalentemente (inmovilizada) en la fase estacionaria. (Harris, 2009)

FIGURA 34, Tipos de cromatografia
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5.1.2 Equipamiento

. FIGURA 35. Esquema de un equipo de HPLC
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5.1.2.1 Bomba

El sistema de bombeo impulsa la fase mévil por la columna. Los requisitos
para un sistema de bombeo en HPLC son rigurosos e incluyen:
* generacién de presiones por encima de 6000psi
 flujo libre de pulsaciones
* intervalo de caudales de 0,1 a 10 mL/min
* componentes resistentes a la corrosion
El 90% de los equipos de HPLC utilizan una bomba reciproca (Figura 36).
Consiste en una pequefia camara en la que la fase mévil es empujada por el
movimiento de vaivén de un pistdn accionado por un motor de arrastre. Dos
valvulas controlan el flujo de la fase mévil hacia adentro y hacia fuera de un
cilindro. La fase mdvil esta en contacto directo con el piston. Estas bombas
tienen la desventaja de que producen un flujo pulsado, que se ha de amortiguar
por medio de un damper, dado que su presencia se manifiesta como ruido en la
linea de base del cromatograma. Entre las ventajas, se puede citar su pequefio
volumen interno (35 a 400 uL), sus altas presiones de salida (por encima de los
10000 psi), su facil adaptacion a la elucion con gradiente, y sus caudales
constantes practicamente independientes de la contrapresion de la columna y
de la viscosidad de la fase movil. (Skoog y colaboradores, 2001)
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. FIGURA 36. Bomba reciproca de HPLC
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5.1.2.2 Sistema de inyeccion

Un factor limitante en la precision de las medidas en HPLC es la
reproducibilidad con que se puede introducir la muestra en la columna, lo cual
debe hacerse sin que ésta se despresurice. El sistema de inyeccion mas
ampliamente utilizado para la introduccion de la muestra utiliza valvulas de
inyeccidon que constan de bucles cargados con la solucién a analizar (Figura
37). Este dispositivo es una parte integrada del equipo, pero se pueden
intercambiar bucles de diferente capacidad a fin de permitir la eleccién de
tamanos de muestra desde 5 a 500 yL. Con bucles de este tipo se puede
introducir la muestra a presiones de hasta 7000 psi con una precisidn relativa
de unas décimas por ciento.

El dispositivo tiene dos posiciones: de carga y de inyeccion. En la posicion
de carga, se llena el bucle con muestra a la presion atmosférica, la fase mévil
pasa de la bomba a la columna. Cuando la valvula se coloca en la posicion de
inyeccion, el bucle queda insertado entre la bomba y la columna, de tal modo
que la fase movil arrastra la muestra hacia la columna. (Harris, 2009)
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. FIGURA 37. Sistema de inyeccion por bucles
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5.1.2.3 Columnas

En HPLC se utilizan columnas empaquetadas, el tamano de las particulas
de fase estacionaria es de 3-10 ym. Las columnas son de acero o de plastico
de una longitud de 5-30 cm y con un diametro interior de 1-5 mm (Figura 38).

. FIGURA 38. Columna de HPLC
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Los soportes mas comunes en HPLC son particulas microporosas esféricas
de oOxidos de silicio hidratados (silice) y polimeros de éxido de alumino
hidratados (alumina), permeables al disolvente, y con un gran area superficial.
La fase estacionaria se enlaza covalentemente a la silice o a la alumina (Tabla
12).

Tabla 12: Fases estacionarias de uso frecuente en HPLC

Porcentaje
de uso

Funcionalizacién Tipo Uso general

Octadecilsilano

-Si-CigH47 85% (ODS)

Fase reversa

Menor
-Si-CgHy7 8% Octalsilano retencion
que C13+
Menos
retentiva, util
-Si-(CHa)2 4% Dimetilsilano para
compuestos
muy polares
Selectivo
para
compuestos
aromaticos,
util para
péptidos

-Si-C3H,CN 1% Ciano Fase normal

-Si— CgHs 2% Fenil

Las fases estacionarias mas usadas son: -CgHi7, y -CigHsz. De ellos, la
cadena de 18 carbonos (grupo octadecilo) es la mas comun (ODS 6 C18).
Estos grupos organicos ligados producen un efecto similar al que tendria una
capa extremadamente fina de disolvente organico sobre la superficie de las
particulas de silice del soporte. De esta manera la distribucién de los solutos
entre la pelicula superficial y la fase movil se parece mas a una extraccion
liquido-liquido. Cuanto mas larga es la cadena carbonada, la capa ligada se
vuelve mas organica e interacciona con mas fuerza con los solutos que se
disuelven en fases organicas. (Skoog y colaboradores, 2001)

5.1.2.4 Fase movil

La cromatografia de adsorcion sobre silice pura, donde la fase estacionaria
es polar y el eluyente es menos polar, es un ejemplo de cromatografia de fase
normal. La cromatografia de fase reversa, que es la mas utilizada, se
caracteriza porque la fase estacionaria es no polar y el disolvente es polar. La
cromatografia de fase reversa se caracteriza por picos mas agudos vy
simétricos, y ademas es menos sensible a impurezas polares que pudieran
existir en el eluyente.

En cromatografia de fase reversa, si se quieren obtener buenas
separaciones en un tiempo razonable, se han de armonizar cuidadosamente
las polaridades del soluto, de la fase movil y de la fase estacionaria. (Rubinson
y Rubinson, 2001)
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Generalmente se emplea una mezcla de disolventes formada por agua y un
disolvente orgénico polar (acetonitrilo, metanol, tetrahidrofurano, entre otros). El
factor de retencion puede ser facilmente manipulado modificando la
concentracién de agua, consiguiendo asi una mejor resolucion. Casi todos los
compuestos, excepto los mas polares o mas idnicos, experimentan una fuerza
hidrofébica fuerte que los conduce a la fase estacionaria y causa su retencion.

Ademas de la calidad en la separacion, la fase movil debe:

* No alterar la columna ni sus caracteristicas

*  Ser compatible con el detector

e Disolver la muestra

e Tener una viscosidad baja

e Permitir la recuperacion facil de la muestra, si fuera necesario.
*  Ser de pureza elevada y no téxico

e  Estar comercialmente disponible a un precio razonable

Los disolventes deben desgasificarse antes de su uso en HPLC, dado que
la desgasificacion reduce el riesgo de formacién de burbujas en la columna o
en el detector. Esto puede llevarse a cabo mediante: desplazamiento con un
gas menos soluble (He); aplicacion de vacio; aplicacibn de ondas de
ulttrasonido o calentamiento. (Harris, 2009)

La elucion puede llevarse a cabo en dos modos: isocratico y en gradiente.

La elucion isocratica se lleva a cabo con un unico disolvente (o una mezcla
de disolventes de composicion fija). La elucion en gradiente, se efectia con dos
disolventes (A y B), se produce un cambio continuo de la composicion del
eluyente en sentido de aumento de la fuerza eluyente; se van anadiendo
cantidades crecientes de disolvente B al disolvente A, produciendo asi un
gradiente continuo. (Skoog y colaboradores, 2001)

5.1.2.5 Detectores
Las condiciones para un detector ideal en HPLC incluyen:
« Adecuada sensibilidad (10"° a 10 gsoiuo)
* Buena estabilidad y reproducibilidad
* Alta fiabilidad y manejo sencillo
* No ser destructivo de la muestra
* Respuesta lineal en varios ordenes de magnitud
» Tiempo de respuesta corto, e independiente del caudal
* Volumen interno minimo a fin de reducir el ensanchamiento de banda
(Skoog y colaboradores, 2001)

Entre los detectores usados en HPLC (Tabla 13) se pueden citar: detector
UV, detector de indice de refraccion, detector de dispersion de luz, detector de
fluorescencia, detector electroquimico, detector de espectrometria de masas,
detector de IR con transformada de Fourier, entre otros. (Harris, 2009)

5.1.2.5.1 Detector UV

Es el mas difundido. La celda del detector UV es en forma de Z a fin de
minimizar el ensanchamiento de banda extra columna, el volumen de estas
cubetas se limita de 1 a 10 pL y las longitudes de la cubeta de 2 a 10 mm
(Figura 39).



Tabla 13: Comparacion de detectores usados en HPLC

D Limite de Permite
etector ) .
deteccién (ng) gradiente
UV/VIS 0,1-1 Si
Indice de refraccion 100 — 1000 No
Dispersion de luz 0,1-1 Si
Fluoresecencia 0,001 — 0,01 Si
Conductividad 0,5-1 No
Espectrometria de masas 0,1-1 Si

(Extraido de Harris, 2009)

l FIGURA 39. Detector UV
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Muchos detectores de absorbancia son dispositivos de doble haz, en los
que uno de los haces pasa por la cubeta de flujo y el otro a través de un filtro
que reduce su intensidad. Para comparar las intensidades de los dos haces se
utilizan  detectores fotoeléctricos contrastados. Alternativamente, en
combinacion con un solo fototubo se utiliza un sistema de corte de haz (Figura
40).

El detector de doble haz tiene alta sensibilidad, es selectivo y no destructivo
de la muestra. Mide la absorcién de la luz UV o visible en el eluyente del HPLC.

La mayoria de los fabricantes de instrumentos de HPLC ofrecen detectores
con arreglos de diodos. Estos utilizan una 6ptica invertida: toda la luz de la
fuente atraviesa la muestra, y luego es dispersada en un monocromador que,
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en lugar de una ranura de salida, tiene en el plano focal un dispositivo que
integra en un pequefio circuito varios cientos de detectores tipo fotodiodo de
silicio (Figura 41).

. FIGURA 40. Detector de doble haz
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En los detectores de arreglo diodos el numero de elementos varia
actualmente entre 64 y 4096, siendo los mas comunes de 512 y 1024
elementos. Cada elemento del arreglo recibe luz de un rango particular de
longitudes de onda, y una computadora procesa los datos recibidos. Los datos
de un espectro completo pueden ser recogidos en aproximadamente un
segundo, lo cual permite almacenarlos a medida que van saliendo de la
columna. Pueden obtenerse graficos tridimensionales de los picos
cromatograficos a diferentes intervalos de tiempo, esto resulta Util para la
identificacién de especies y para la eleccion de condiciones de determinacion
cuantitativa. (Skoog y colaboradores, 2001).
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. FIGURA 41. Detector de arreglo de diodos
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5.2 ELECTROFORESIS CAPILAR

5.2.1 Fundamentos

Es una metodologia analitica en la cual se produce la separacién de los
componentes de una mezcla mediante un campo eléctrico intenso, impuesto
entre los dos extremos de un capilar estrecho lleno de la disolucién de
electrolito (Figura 42).

Los distintos solutos tienen diferentes movilidades electroforéticas, y por
consiguiente migran a través del capilar con diferente velocidad.

Los capilares para electroforesis pueden ser tan pequefios que pueden ser
insertados en una célula o hasta incluso en una vesicula celular para analizar
su contenido.

La electroforesis capilar permite resoluciones sin precedentes. (Skoog y
colaboradores, 2001)

Cuando se hace cromatografia en una columna empaquetada, los picos se
ensanchan por tres mecanismos: caminos multiples de corriente, difusién
longitudinal y velocidad finita de transferencia de masa. Usando una columna
tubular abierta se eliminan los caminos multiples, con la consiguiente mejora en
la resolucién. La electroforesis capilar, a su vez, reduce mucho la altura de
plato eliminando el tiempo finito de transferencia de masa. En la electroforesis
capilar no existe fase estacionaria. Por consiguiente, la Unica fuente de
ensanchamiento de pico en condiciones ideales, es la difusién longitudinal. La
electroforesis capilar funciona con 50000 — 500000 platos teéricos, lo cual
corresponde a un orden de magnitud mejor de resolucion que en
cromatografia. (Harris, 2009)
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FIGURA 42. Principio separativo de Electroforesis Capilar

Otras ventajas importantes son tiempos muy cortos de andlisis,
requerimientos de pequenos volumenes de muestra (del orden de los nL), y el
uso de menores volimenes de solventes organicos que en cromatografia, lo
cual hace que esta técnica se considere “eco-friendly”. (Macia y colaboradores,
2007)

Entre sus desventajas se encuentra la falta de robustez, debido a la
variabilidad de la inyeccion y al sistema de deteccién, y también al bajo
volumen de muestra inyectado. Si bien hoy en dia hay técnicas para subsanar
estos inconvenientes, la sensibilidad de CE no es comparable a HPLC o GC.

5.2.2 Equipamiento

En la electroforesis capilar zonal (CZE) la separacién se basa en diferencias
de movilidad electroforética.

El equipo (Figura 43) consta de un tubo capilar con un cierto diametro (20-
100 um) vy longitud (20-100 cm), que conecta a dos viales (inlet y outlet) que
contienen la solucion reguladora de corrida (BGE, del inglés: background
electrolyte) con la que se llena el capilar. A su vez, esos recipientes se
conectan por dos electrodos, unidos a una fuente de alto voltaje, para generar
la diferencia de potencial dentro del capilar. Luego de acondicionar
correctamente el capilar, se introduce la muestra, reemplazando uno de los
reservorios por el que contiene la muestra. (Skoog y colaboradores, 2001)
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Existen dos modalidades de inyeccion: la inyeccidon electrocinética, y la
inyeccién hidrodinamica.

. FIGURA 43. Equipamiento de Electroforesis Capilar

.

Computadora Detector Capilar

®© % ®

— b

D D salida muestra entrada

Fuente r

En el método de inyeccion electrocinética, se retiran del vial (inlet) uno de
los extremos del capilar y el correspondiente electrodo, y se colocan en un
pequefno recipiente donde esta situada la muestra. Se aplica entonces un
potencial durante un tiempo determinado, lo que hace que la muestra penetre
en el capilar debido a la actuacion conjunta de los fendmenos de migracion
ionica y flujo electroosmético. El extremo del capilar y el electrodo vuelven a
introducirse en la disolucion del buffer de corrida, donde se mantienen durante
el resto del proceso de separacion. Esta técnica de inyeccion es discriminatoria
al introducir mayor cantidad de los iones mas moviles respecto a los mas
lentos.

En el método de inyeccion hidrodinamica, el extremo del capilar se coloca
momentaneamente en un pequeno recipiente que contiene la muestra, y se
utiliza una diferencia de presion para conducir la muestra al interior del capilar.
Esta diferencia de presién proviene de aplicar vacio en el extremo del detector
o de la aplicaciéon de presién en el recipiente que contiene la muestra, o bien se
consigue por elevacion del extremo que contiene la muestra. La inyeccion por
presion no diferencia los iones segun su movilidad; sin embargo, no puede
utilizarse en capilares rellenos de gel.

Una vez introducida la muestra al capilar el movimiento de los componentes
de la muestra se inicia al aplicar una diferencia de potencial (10-30 kV). Se
puede invertir la polaridad: cuando el detector se encuentra en el catodo se
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opera con polaridad normal, mientras que cuando el detector estd en el &nodo
se trata del modo polaridad inversa.

En general la deteccion se realiza sobre el mismo capilar, actuando éste
como celda de deteccion. Entre los detectores utilizados en CE se pueden citar:
detector UV-visible; fluorescencia; fluorescencia inducida por laser;
amperometria; conductividad; espectrometria de masa; siendo el detector UV-
visible el mas ampliamente difundido por su universalidad y bajo costo.

El detector registra la senal de los analitos en funcién del tiempo en una
grafica de sefal vs. tiempo, llamada electroferograma. Esa sefal depende de
las caracteristicas de los analitos y del detector que posea el equipo, la
posicion de los picos se determina por las movilidades electroforéticas de los
constituyentes y no por las diferencias en su interacciébn con la fase
estacionaria, como es el caso de la cromatografia. (Harris, 2009)

5.2.3 Modos electroforéticos

Ademas de la CZE se puede trabajar con otras modalidades, como ser:
electroforesis capilar en gel (CGE), isoelectroenfoque capilar (CIEF),
isotacoforesis capilar (CITP), cromatografia micelar electrocinética (MEKC),
electrocromatografia capilar (CEC) y electrocromatografia capilar quiral (QCE),
siendo estos tres ultimos modos cromatograficos. (Rubinson y Rubinson, 2001)

En la presente tesis, se ha recurrido a HPLC en EXPERIMENTAL 3:
METODO CINETICO ESPECTROFOTOMETRICO PARA CUANTIFICACION
DE DICLOFENAC, en el cual se comparé el método desarrollado con la
metodologia de referencia (HPLC). Expuesto en el Capitulo 3.

Asi mismo, la Electroforesis Capilar se aborda en EXPERIMENTAL 7:
SEGUIMIENTO DEL PERFIL DE DISOLUCION DE COMPRIMIDOS DE
DICLOFENAC POR ELECTROFORESIS CAPILAR, donde a su vez, se
compara estadisticamente la Electroforesis Capilar con HPLC (véase Capitulo
6).
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6. FARMACOCINETICA

6.1 INTRODUCCION TEORICA

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que estudia las relaciones
entre el farmaco y los procesos que sufre en el cuerpo. (Moynihan y Crean,
2009)

Cuando un medicamento se administra a un organismo, el farmaco sufre
una serie de procesos, que incluyen: liberacion, absorcién, distribucion,
metabolismo y excrecion, llamados comunmente procesos LADME (Figura 44).

. FIGURA 44. Procesos LADME
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La cuantificacion de estos procesos se basa en modelos matematicos, en
los cuales se supone al organismo dividido en compartimientos, en los cuales
el farmaco entra (se absorbe o se distribuye) y sale (se distribuye o se elimina)
a una determinada velocidad, regida por parametros farmacocinéticos
concretos. La cuantificacién de estos parametros es de suma utilidad en:
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* La elaboracion de medicamentos, dado que los principios activos tienen un
comportamiento farmacocinético determinado, que no sélo depende del
propio principio activo, sino también de los excipientes, asi como del
proceso de elaboracion.

* La comparacion in vitro del perfil farmacocinético del mismo principio activo
en dos formas farmacéuticas distintas, en aras de la intercambiabilidad de
medicamentos con igual composicion.

* En el monitoreo de determinados medicamentos, cuya posologia (dosis/Kg
de peso) resulta dificil de establecer a priori.

De esta forma, al estudiar la farmacocinética a través de modelos
matematicos, se puede afnadir todo el rigor y exactitud de las matematicas a
algo tan variable como la respuesta farmacolégica en los organismos vivos
(Aguilar Ros y colaboradores, 2008).

El proceso de liberacion de un farmaco en el organismo esta intimamente
ligado a su velocidad de disolucion. Este parametro es considerado hoy en dia,
una de las pruebas de control de calidad mas importantes realizadas en los
preparados farmacéuticos.

En el afo 1985 Amidon y colaboradores propusieron el sistema de
clasificacion biofarmacéutica de los medicamentos (Tabla 14), que se aplica a
formulaciones soélidas oral de liberacién inmediata. Estas constituyen la forma
mas utilizada de administracién de farmacos, debido a la practicidad para el
paciente, su facil manipulacién y la exactitud en la dosificacion. El sistema de
clasificacion biofarmacéutica permite establecer los requerimientos que deben
satisfacer dichas formulaciones para garantizar eficacia y seguridad, sobre la
base de las propiedades fisicoquimicas de los farmacos y de la fisiologia del
tracto gastrointestinal (Connors, 1982).

Tabla 14: Sistema de clasificacion biofarmacéutica

Clase | Solubilidad (relativa a la dosis) Peirrr:t‘ee:‘t?r']';‘fad
| Alta Alta
I Baja Alta
Il Alta Baja
IV Baja Baja

La OMS considera disolucién rapida a aquella en la cual se disuelve al
menos el 85% de la cantidad rotulada del principio activo en 30 min. Se aplica
a productos con principios activos de clase | y Il, que son acidos débiles y
cumplen el requerimiento de alta solubilidad a pH intestinal. Las expectativas
de correlacién in vitro — in vivo se satisfacen fundamentalmente para
medicamentos de estas dos clases.

Paracetamol es un principio activo clase I: altamente soluble y de gran
permeabilidad intestinal. Tanto diclofenac como ibuprofeno pertenecen a la
clase II: baja solubilidad y alta permeabilidad.
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6.1.1 Caracterizacion del proceso de disolucion

El proceso de disolucion de un fa&rmaco se puede caracterizar mediante
parametros modelo dependientes y modelo independientes.

Nos referiremos en los puntos siguientes a la disolucion de las
Formulaciones Solidas Orales de Liberacion Inmediata (FSOLI) que se
corresponde con las presentaciones de los AINE analizados en el presente
estudio.

6.1.1.1 Parametros Modelo Dependientes

La disolucion es el proceso mediante el cual una sustancia sélida se
dispersa en un determinado solvente, ocurriendo una transferencia de masa
desde la superficie sélida a la fase liquida. Dicho proceso se rige por la
ecuacion de Noyes y Whitney (1897):

‘fi—c — _KS(C,—C) Ecuacion 44
t

donde dC/dt es la velocidad del proceso de disolucién, K es la constante de
velocidad que depende de las condiciones experimentales, S es la superficie
del soélido expuesta al medio de disolucién, Cs es la concentracién de
saturacién del farmaco en el medio de disolucién (solubilidad) y C es la
concentracién de farmaco en el medio de disolucién a tiempo t.

La teoria del modelo de particula (Nernst y Brunner, 1904) explica el
proceso de disolucidn, y establece que una particula sélida sumergida en un
liquido es sometida a dos pasos consecutivos:

1. Disolucién del solido en la interfase, con formacién de una pelicula

estatica alrededor de la particula.

2. Difusién desde esa capa en el limite hacia el seno del liquido (Figura

45).

El primer paso es practicamente instantaneo, en tanto que el paso
difusional, mucho mas lento, es el que rige la velocidad. Estos autores
modifican la ecuacion de Noyes-Whitney y aplican la ley de difusion de Fick,
estableciendo la relacion entre la constante de velocidad de disolucion y el
coeficiente de difusion.

Debido a la complejidad de los fendmenos fisicos y quimicos puestos en
juego, no existe un mecanismo de liberacion universal vélido para cualquier
droga. Es por ello que se han propuesto diferentes modelos matematicos para
explicar el comportamiento de los perfiles de disolucion.
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. FIGURA 45. Modelo de la capa de difusion
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6.1.1.1.1 Cinética de orden cero

El término condicion sink (del inglés: sumidero) deriva del hecho de que la
concentracién de una droga a ambos lados de la capa epitelial de la pared
intestinal se aproxima al equilibrio en un breve lapso donde el tracto
gastrointestinal actua como un sumidero natural; es decir, la droga es
absorbida en forma instantanea en el momento en que se disuelve. Por lo
tanto, in vivo no se produce el efecto retardador del gradiente de concentracion
sobre la disolucion.

Las condiciones sink se presentan in vitro cuando el volumen del medio de
disolucion es 5 a 10 veces mayor que el volumen requerido para preparar una
solucion saturada, sin la influencia del gradiente de concentracién (Gennaro,
2003). Al trabajar en condiciones sink, la ecuacién de Noyes y Whitney se
simplifica:

C;—f =-K,S Ecuacion 45

Si la superficie del solido expuesta al medio de disolucion es constante, la
disolucion sigue una cinética de orden cero y la ecuacién 45 se reduce a:

‘2—? =-K, Ecuacion 46
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Siendo Q la cantidad de farmaco disuelto y Ky la constante de velocidad de
disolucion de orden cero. La integral de la ecuacién diferencial entre tiempo
ceroytes:

Q=K,(—-t,) Ecuacién 47

Si se considera la cantidad de farmaco remanente en la forma farmacéutica
que lo contiene:

(0. -0)=-K,(t—1t,)+ Q. Ecuacion 48

Siendo Q.. la cantidad de farmaco disuelta a tiempo infinito, que coincide
con la dosis si la disolucion es total; Q la cantidad de farmaco disuelta a cada
tiempo, (Q.-Q) la cantidad de f&rmaco remanente o no disuelto; Ky la constante
de disolucién de orden cero, y tp el periodo de latencia o tiempo que tarda en
iniciarse el proceso de disolucion.

6.1.1.1.2 Cinética de primer orden
La cinética de primer orden implica que la superficie de farmaco expuesta al
medio de disolucion varia a lo largo del proceso de disolucién en funcién de la
cantidad de farmaco remanente, sin disolver.
S =K(Q_—Q) Ecuacién 49

La ecuacion de Noyes-Whitney queda expresada de la siguiente forma:

‘;_? =-K,(Q. —0) Ecuacion 50

La integral de la expresion diferencial es:
(Q.-0)=0_e " Ecuacion 51
Esta ecuacién se puede expresar en su transformada logaritmica:
In(Q. -0)=InQ_ - K,(t-t,) Ecuacion 52
6.1.1.1.3 Cinética de raiz cubica o modelo de Hixson-Crowell
La cinética de raiz cubica contempla que la superficie de farmaco expuesta

al medio de disolucion varia a lo largo del proceso de disolucién en funcién de
la raiz cubica del cuadrado del volumen del sélido:

S =kiV? Ecuacion 53

La agitacion afecta toda la superficie de la particula, la cual se considera de
forma esférica a lo largo de todo el proceso de disolucion.
La ecuacion de Noyes-Whitney queda expresada de la siguiente forma:
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il_? =K,3/(Q.-0)* Ecuacion 54

La integral de la expresion diferencial es:
Q0=0.-(Q" -K, )’ Ecuacion 55
6.1.1.1.4 Cinética de raiz cuadrada o modelo de Higuchi
Esta cinética se ajusta a procesos de disolucion de farmacos formulados

como sistemas de liberacion modificada o como formas de dosificacion
semisoélidas.

0=.Q2C,-C,)C,D(t~t,) Ecuacion 56

Siendo D el coeficiente de difusién del farmaco. Gy, Cs y D son constantes
para la misma forma cristalina de farmaco y el mismo tipo de matriz o sistema
de liberaciéon modificada, por lo cual se puede simplificar la ecuacién anterior a
la siguiente expresion:

Q=K,.t—t, Ecuacién 57

Esta expresion también puede ser aplicada a sistemas semisélidos que
contienen el farmaco en suspension.

6.1.1.1.5 Funcioén de Weibull
Es un modelo matematico sin base fisicoquimica que se puede aplicar a los
procesos de disolucién de fa&rmacos. Se expresa:

0=0. l—e_[%j Ecuacién 58

Siendo su transformada lineal:

ln(ln Q. J: Bln(t—1,)— flnt, Ecuacién 59
0.-0

Donde t4 es el tiempo que tarda en disolverse el 63,2% de la dosis y 8 es un
parametro de forma, adimensional.

Para analizar qué tipo de cinética o modelo matematico sigue el proceso de
disolucion de un determinado farmaco (orden cero, primer orden, Hixson-
Crowell, Higuchi o funcién de Weibull), se realizan regresiones lineales por
minimos cuadrados transformando los datos en funciébn de la ecuacion
representativa de cada modelo cinético (Tabla 15)
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Tabla 15: Expresiones de las variables regresionales para cada modelo cinético

Variable . ) . \Y
indep Variable Dependiente Vindep Vdep indep V dep
Orden Primer Raiz cubica Raiz cuadrada L2 .
cero orden Hixson-Crowell Higuchi Funcion de Weibull

1/3 1/3
tmin) | amg) | n@-q) | Cu (@ =) | t2min"?) | qmg) | Int ln{ln[QQ“’H

El mejor ajuste de los datos a una linea recta nos indicara la cinética del
proceso.

Un parametro mas discriminatorio de modelos es el criterio de informacion
de Akaike (AIC), que tiene en cuenta la suma de cuadrados residuales, que
debe ser minima, y el numero de parametros de la funcion de ajuste. El valor
de AIC mas pequeno indicara cual es el modelo que estadisticamente explica
mejor el proceso de disolucién. AIC se calcula segun:

AIC =nInSSQ +2p Ecuaciéon 60

siendo n el numero de pares de datos experimentales empleados en el ajuste;
SSQ es la suma de los cuadrados de los residuales y p es el nimero de
parametros de la funcion de ajuste. (Aguilar Ros y colaboradores, 2008)

6.1.1.2 Parametros Modelo Independientes
El' proceso de disolucidn puede caracterizarse, ademas, mediante

parametros modelos independientes. Estas son magnitudes que se calculan o
se deducen de los datos experimentales:

1. tio% tso%s tso%: corresponden al tiempo que tarda en disolverse un
determinado porcentaje de la dosis.

2. Eficiencia de disolucion (DE% del inglés dissolution efficiency): se
calcula a partir de las curvas acumulativas de farmaco disuelto, siendo
necesario que se haya disuelto, como minimo, el 90% de la dosis:

ABC;

DE(%) = .100 Ecuacién 61

100~

siendo ABC,' el area bajo la curva del perfil de disolucion desde tiempo cero
hasta el ultimo valor experimental T, y Q1o la cantidad maxima disuelta.

La eficiencia de la disolucion permite, por un lado, una facil comparacion
entre varias formulaciones, y por otro puede ser relacionada con los datos in
vivo. Si se supone que el grado de absorcion de un farmaco in vivo es
proporcional a la concentracion del farmaco en la solucién y al tiempo que esta
solucion estd en contacto con la region del tracto gastrointestinal donde se
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produce la absorcion, se puede ver que la eficiencia de la disolucién se
describe como una funcion de estas dos variables.

3. Tiempo medio de disolucion (MDT, del inglés mean dissolution
time): se calcula a partir de las curvas acumulativas de las cantidades disueltas
de farmaco en funcion del tiempo:

AO.
MDT = ¥ Ecuacion 62

=)

Siendo t; los tiempos intermedios de la disolucion, AQ; el incremento de las
cantidades de farmaco disuelto a cada intervalo considerado, y Q.. la cantidad
de farmaco disuelto a tiempo infinito. (Aguilar Ros y colaboradores, 2008)

6.1.1.3 Comparacion de perfiles de disolucion

La comparacion entre perfiles de disolucion de comprimidos de distinto
origen puede hacerse mediante los factores de diferencia y de similitud. Los
tiempos de toma de muestra deben ser los mismos para los perfiles que se
comparan, asi como las condiciones de ensayo.

Factor de diferencia (f1)

_ z;(Rr -1
n R

t=1" 1

fi .100 Ecuacion 63

Para calcular f1 se utilizan las cantidades acumuladas de farmaco disuelto al
tiempo t: R;para la formulacién de referencia y T; para la formulacion problema.
Cuando fy toma valores entre 0 y 15 se considera que no hay diferencias
significativas entre los perfiles de disolucién.

Factor de similitud (f2)

f, =50.1og ! .100 | Ecuacion 64

" (R -T,)
JHZ,A 1)

n

El célculo de f, se realiza con el porcentaje de farmaco disuelto a cada
tiempo, R: para la formulacion de referencia y T; para la formulacién problema.
Una vez alcanzado el 85% de la dosis disuelta, s6lo debe tomarse una
muestra. Cuando f, toma valores entre 50 y 100 se considera que los perfiles
son similares. (Moore y Flanner, 1996)

6.1.2 Modalidades de ensayo de disolucion

La USP y la FA establecen que las pruebas fisicoquimicas de disolucion de
tabletas deben llevarse a cabo en un disolutor (Figura 46). Dicho equipo
permite realizar el ensayo de varios comprimidos simultaneamente.
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El disolutor, identificado como “aparato 2” por la USP y la FA consta de:
vaso (con o sin tapa), motor, eje propulsor metalico, y una paleta compuesta
por un aspa y un eje. El vaso esta parcialmente sumergido en un bafo de agua
adecuado y recibe calor de una camisa de calentamiento. Durante el transcurso
de la prueba, el bafio de agua mantiene la temperatura en el interior del vaso
en 37,0 + 0,5°C y garantiza que el fluido del bafio se mantenga en movimiento
suave y constante. El vaso es cilindrico y de fondo semiesférico, con capacidad
para 1 L. La paleta (Figura 47) sigue las especificaciones de la FA y debe
guardar una distancia maxima de 2 mm con respecto a cualquier punto del eje
vertical del vaso, ademas debe rotar suavemente sin fluctuaciones
significativas que pudieran afectar los resultados.

Se coloca el volumen indicado de medio de disolucion en el vaso del
aparato. Se introduce 1 unidad de dosificacion en el vaso, verificando que no
queden burbujas de aire en su superficie y se pone el aparato en
funcionamiento inmediatamente a la velocidad indicada en la monografia
individual. A cada tiempo especificado, se toma una muestra y se analiza
segun se indica para cada sustancia en particular.

Para los ensayos de disolucion de diclofenac, paracetamol e ibuprofeno, la
USP y la FA establecen:

Diclofenac tabletas

Medio de disolucién: fluido intestinal artificial (sin enzima), 900 mL

Disolutor con sistema de agitacion por paletas, velocidad: 50 rpm

Tiempo: 60 min

Determinar el porcentaje de diclofenac disuelto mediante absorcion en el UV a
276 nm. Filtrar previamente la solucién por medio de filtros de 0,45 ym.
Tolerancia: no menos del 80% (Q) del valor del rétulo disuelto.

Paracetamol tabletas

Medio de disolucién: buffer fosfato pH 5,8; 900 mL

Disolutor con sistema de agitacion por paletas, velocidad: 50 rpm

Tiempo: 30 min

Determinar el porcentaje de paracetamol disuelto mediante absorcién en el UV
a 243 nm. Filtrar previamente la solucién por medio de filtros de 0,45 um.
Tolerancia: no menos del 80% (Q) del valor del rétulo disuelto.

Ibuprofeno tabletas

Medio de disolucién: buffer fosfato pH 7,2; 900 mL

Disolutor con sistema de agitacion por paletas, velocidad: 50 rpm

Tiempo: 60 min

Determinar el porcentaje de ibuprofeno disuelto mediante absorcion en el UV a
221 nm. Filtrar previamente la solucion por medio de filtros de 0,45 ym.
Tolerancia: no menos del 80% (Q) del valor del rétulo disuelto.



. FIGURA 46. Disolutor Vankel 7000
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Es necesario establecer las diferencias entre “ensayo de disolucion” y “perfil
de disolucién”. El ensayo de disolucion hace referencia a un unico punto
tomado a un tiempo en el cual se considera que un alto porcentaje (80%) de
droga se ha disuelto. En cambio, el perfil de disolucidon corresponde al
seguimiento de la disolucién a intervalos de tiempo acotados, y se confecciona
a partir de varios puntos experimentales. Un perfil de disolucion permite:

- el andlisis cinético de la disolucién de un farmaco determinado

- la determinacién del tiempo de latencia

- la determinacién de los cambios en el proceso de disolucion

- la comparacién de dos perfiles de la misma droga pero de distinto origen

A su vez, el perfil de disolucién es el método in vitro aceptado para la
determinacion de la intercambiabilidad entre un medicamento de patente y un
genérico.

6.2 EXPERIMENTAL 7 )
SEGUIMIENTO DEL PERFIL DE DISOLUCION DE
COMPRIMIDOS DE DICLOFENAC
POR ELECTROFORESIS CAPILAR

Publicado en Current Pharmaceutical Analysis
10(1), 2014, 38-43.

Los ensayos del siguiente trabajo fueron desarrollados en el marco de una
Pasantia de Investigacién, en el Laboratorio de Desarrollo Analitico y
Quimiometria (LADAQ), de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, de
la Universidad Nacional del Litoral (UNL), bajo la direccién de la Dra. Luciana
Vera-Candioti.

En este trabajo se efectudé el monitoreo de la disolucion de comprimidos de
diclofenac 50 mg de PLAMECOR por electroforesis capilar, y posteriormente el
analisis cinético de sus perfiles de disolucion.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y reactivos

Se utilizé diclofenac principio activo lote N°1004-30-5, origen China (99,99%
pureza) y diclofenac comprimidos 50 mg lote N°112/12, provistos por
PLAMECOR.

Como estandar interno, se utilizé paracetamol principio activo lote
N°4120374, origen China (99,99% pureza), provisto por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad y exactitud,
también fue provisto por PLAMECOR, y su composicion es la misma presente
en los comprimidos de diclofenac: estearato de magnesio 1%, talco 2%,
almidén glicolato de sodio 3,5%, polivinilpirrolidona (PVP) 1,2%,
precompactado verde 73,2%.

Hidroxido de sodio, grado analitico, Merk (Alemania)

Borato de sodio, grado analitico, Merk (Alemania)

Fosfato de sodio, grado analitico, Merk (Alemania)

Acido clorhidrico, grado analitico, Merk (Alemania)

Metanol, grado analitico, Merk (Alemania)

En todos los experimentos se trabajé con agua ultrapura Millipore (Bedford,
Estados Unidos).
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Soluciones diclofenac y paracetamol principios activos 100 mg/L: se
prepararon pesando y disolviendo las masas correspondientes de cada droga
en agua.

Solucion 100 mg/L diclofenac comprimidos: a partir de una mezcla
homogénea de 10 comprimidos de diclofenac, finamente pulverizados, se pes6
y disolvid la masa correspondiente en agua. Patrén interno: a todas las
soluciones (tanto principio activo como comprimidos de diclofenac) se agrego el
mismo volumen de una solucién de paracetamol 70 mg/L, de manera tal que en
ambas soluciones hubiera idéntica concentracién de patrén interno.

Buffer de corrida: solucion de borato de sodio 15 mM pH 9,2.

Todas las soluciones fueron desgasificadas en un bano ultrasénico Cole
Palmer 8891 (Cole Palmer, Estados Unidos) y posteriormente filtradas a través
de un filtro de membrana de nylon de 0,45 ym (Sartorius, Alemania).

Equipamiento
Sistema electroforético Agilent, con detector de diodos.
HPLC Agilent 1120 series compact LC, con detector UV.
Disolutor AVIC D-lIl, de tipo paleta.

Electroforesis capilar

La separacion se llevd a cabo en un capilar de silice desnudo de 35,5 cm de
longitud total, con un diametro interno de 75 pm (MicroSolv Technology
Corporation, Estados Unidos). Se trabajé en modo normal a un voltaje de 20
kV. El cartucho se mantuvo a 25°C. Se registraron los electroferogramas a 200
nm. Las inyecciones fueron hidrodindmicas, desde el electrodo positivo,
aplicando 50 mbar durante 10 s.

Acondicionamiento del capilar: lavado con hidroxido de sodio (10 min),
seguido de agua (10 min) y finalmente con buffer de corrida (3 min). Entre
corridas, el capilar fue lavado con hidréxido de sodio 0,1 M, agua y buffer de
corrida (3 min cada uno).

Validacién del método

Para el estudio de linealidad se construyé una curva de calibracion con
diclofenac principio activo en un rango entre 50 y 90 mg/L.

Se evalud la especificidad mediante corridas electroforéticas de placebo,
preparado con excipientes en idéntica proporcion a la de los comprimidos de
diclofenac 50 mg.

La precision fue analizada como repetibilidad. Se procesaron por triplicado 6
muestras, el mismo dia, por el mismo operador y utilizando el mismo
equipamiento. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante ANOVA.

Para el estudio de exactitud se prepararon muestras con diferentes niveles
de concentracion de diclofenac (80, 100 y 120% del valor declarado en el
rétulo), y se determiné el porcentaje de recuperacidén de cantidades conocidas
de analito sobreagregadas a placebo. Estos andlisis se realizaron por triplicado.

Cromatografia

Para la cuantificacién de diclofenac se usé una fase mévil metanol — buffer
fosfato pH 2,5 (70:30); columna RP-18C, 125x4,5 mm. Flujo: 1 mL/min. La
longitud de onda de deteccidn se establecié en 276 nm. Volumen de inyeccion
20 pL. Se utilizaron soluciones 70 mg/L diclofenac principio activo y 81 mg/L
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diclofenac comprimidos. Se confirmé la identidad de picos con el tiempo de
retencion de diclofenac (8,2 min). Se determinaron las areas de pico que luego
fueron convertidas a concentracion mediante la Ecuacién 65.

C =C

dicloppioactivo 'Adicl(}ppi(}mtivu

/A

muestra

Ecuacioén 65

muestra

Disolucién

El perfil de disolucion se obtuvo mediante el método USP. Se trabaj6é en
condiciones fisiolégicas, simulando el fluido intestinal con 900 mL de buffer
fosfato pH 7,4, a 37,0 £ 0,5 °C. La velocidad de agitacion se mantuvo en 50
rpm a lo largo del todo el ensayo.

Los tiempos seleccionados para la elaboracién del perfil fueron los
siguientes: 0; 5; 10; 15; 20; 25; 30; 45 y 60 min.

En los intervalos mencionados, se extrajo del disolutor una alicuota de 500
uL a la cual se adicionaron 17,5 pyL de paracetamol (solucién de patrdn interno)
y se llevd a volumen final de 2 mL con agua MilliQ. Posteriormente las
muestras fueron filtradas a través de un filtro de membrana de nylon de 0,45
pm.

Las muestras fueron analizadas por medio de electroforesis capilar. En el
analisis de datos, se calculé el porcentaje de droga disuelta a partir del
promedio de 3 determinaciones.

Cinética de disolucion
Aplicacion de los métodos Modelo Independientes

La disolucion de los comprimidos de diclofenac de PLAMECOR se
caracteriz6 mediante diversos parametros calculados a partir de los datos
experimentales.

- t10%, ts0%, tso%: correspondientes al tiempo que tardan en disolverse
estos porcentajes de la dosis.

- Eficiencia de disolucion (DE %: del inglés dissolution efficiency):
calculada a partir de las curvas acumulativas de farmaco disuelto, siendo
necesario que se haya disuelto, como minimo, el 90% de la dosis.

- Tiempo medio de disolucién (MDT: del inglés mean dissolution time):
calculado a partir de las curvas acumulativas de las cantidades disueltas de
farmaco en funcion del tiempo.

Aplicacion de los métodos Modelo Dependientes

Los modelos cinéticos estudiados fueron: orden cero; primer orden; raiz
cubica o modelo Hixson-Crowell; raiz cuadrada o modelo Higuchi; y funcién de
Weibull.

RESULTADOS Y DISCUSION
En la Figura 48 se presenta el electroferograma de diclofenac principio
activo, con el correspondiente agregado de patrén interno.



FIGURA 48. Electroferograma de diclofenac principio activo
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Figura 48: Absorbancia vs tiempo de analisis

Validacién del método
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Curva de calibracion: a partir del analisis de regresion se obtuvo una buena
linealidad [Rel de areas = (0,0208 + 0,0007) Caiciof — (0,0292 + 0,0479)] con r’=
0,9972 con un nivel de confianza del 95%. El rango lineal se verifica entre 50 y

90 mg/L (Figura 49).
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FIGURA 49. Curva de calibracion (relacion de areas diclofenac/

paracetamol) vs Concentracion de diclofenac ppm
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Figura 49: Relacion de areas (patron interno/diclofenac) vs Concentracion de
diclofenac (mg/L)

El analisis electroforético de placebo demuestra que los excipientes
presentes en los comprimidos de diclofenac no interfieren en la determinacion,
confirmando esta manera, la especificidad del método (Figura 50).

Precision: el método propuesto resultd ser altamente preciso, teniendo un
coeficiente de variacion para repetibilidad (n=10) de 1,72% (Tabla 16), valor
que se encuentra por debajo del maximo aceptado por las farmacopeas para
preparados farmacéuticos (CV < 2%).

Exactitud: Los porcentajes de recuperacion por el método de
sobreagregado, adicionando distintas cantidades del analito sobre placebo,
estuvieron en el rango de 100,36 — 103,47%, valores que estan dentro del
rango permitido por USP y ANMAT (Tabla 17).



. FIGURA 50. Electroferograma de placebo
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Figura 50: Absorbancia vs tiempo de analisis

Tabla 16: Precision (Repetibilidad), se efectu6 el analisis de 10 alicuotas de
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muestras homogéneas equivalentes al contenido de diclofenac presente en un

comprimido

Muestra N2 % Masa
recuperada

99,32

96,68

95,37

95,23

94,05

94,47

95,48

96,12

97,35

Slo|oNlo|o|aw N =

98,14

Xpromedio 96,22

SD 1,66

CV% 1,72
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Tabla 17: Exactitud de CE (porcentajes de recuperacion del analito
sobreagregado al placebo)

Concentracion de
diclofenac (% del valor % Recuperacion
declarado en el rétulo)
101,18
80 101,09
102,79
102,14
100 101,69
102,93
102,02
120 103,47
100,36

El método electroforético fue comparado estadisticamente con HPLC
mediante ANOVA (Tabla 18). El valor experimental de t resulté ser menor que
el valor critico de t de tablas, lo cual indica que la diferencia entre el método
electroforético y HPLC se debe a errores aleatorios. En cuanto a la prueba F, el
valor experimental de F es menor que el valor tabulado, lo cual indica que
ambos métodos no presentan desviaciones estandar significativamente
diferentes en un nivel de confianza del 95%.

Tabla 18: Comparacion estadistica del método electroforético con el método de

referencia
Parametro Electroforesis HPLC-UV
Capilar
Xm £ SD 48,11 £ 0,80 49,55 + 0,68

CV% 1,73 1,38
s? 0,69 0,47
F 1,47 (3,1788)
T -4,22 (2,1009)

(Los valores entre paréntesis corresponden a los valores criticos tabulados para p=0,05)
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Perfil de Disolucién

. FIGURA 51. Perfil de Disolucion de Diclofenac
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Figura 51: Cantidad de principio activo disuelto (Q) vs tiempo de disolucién
transcurrido.

Cinética de disolucién
Métodos Modelo Independientes
Parametros calculados:
1500, = 10,34 min
ts0o, = 20 min
DE% = 79,41%
MDT = 10,85 min
Estos resultados senalan que los comprimidos de diclofenac de
PLAMECOR son de rapida disolucion, alcanzandose el 80% de droga disuelta
en 20 min.

Métodos Modelo dependientes

En las Figuras 52, 53, 54, 55, y 56 se muestran los resultados obtenidos a
partir de los modelos cinéticos estudiados.

Para determinar el modelo que mejor explica la disolucién de comprimidos
de diclofenac se usaron como criterios de seleccion los valores de r? y AIC
(Criterio de Informacién de Akaike). El valor méas elevado de r? y el menor valor
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de AIC establecen el modelo que mejor ajusta este perfil de disolucién (Tabla
19).

Tabla 19: Comparacién de valores de r? y AIC de los modelos cinéticos
estudiados para comprimidos de diclofenac de 50 mg

Modelos cinéticos r’ AlC
Orden cero 0,9782 15,2552
Primer orden 0,9837 -12,1213
Raiz cubica (Hixson-Crowell) 0,9984 -27,8613
Raiz cuadrada (Higuchi) 0,9979 3,4225
Funcion de Weibull 0,9634 -6,6849

En base a estos dos criterios, el modelo de raiz cubica de Hixson-Crowell,
es el que mejor ajusta al perfil de disolucion de comprimidos de diclofenac de
PLAMECOR. Este modelo considera que la superficie del comprimido expuesto
al medio de disolucion, varia en funcion de la raiz cubica del cuadrado del
volumen del sélido, a lo largo del proceso.

CONCLUSIONES

La electroforesis capilar es aplicable al control de calidad de comprimidos de
diclofenac 50 mg, sin interferencia por parte de los excipientes. Este método es
simple, répido y especifico. Permite la separacion y cuantificacion en tiempos
menores que HPLC, con la consiguiente reduccion de gasto de solventes y
reactivos, lo cual hace de la electroforesis capilar una técnica amigable con el
medio ambiente. A su vez los requerimientos de volumen de muestra son muy
bajos, lo que permite el seguimiento de la disolucidn sin reposicion de volumen.
Los comprimidos de diclofenac de PLAMECOR son de rapida disolucién, ya
que el 80% de droga se disuelve en 20 min, y el modelo que mejor explica
dicho perfil es el de raiz cubica de Hixson-Crowell.



97

. FIGURA 52. Métodos Modelo Dependientes. Orden cero

45 y=1,5948x +7,0233
R?=0,9782

Figura 52: Cantidad de principio activo disuelto (Q) vs tiempo de disolucién
transcurrido

. FIGURA 53. Métodos Modelo Dependientes. Primer Orden

15 y=-00981x +4,2006
1 Ri= 09837

Figura 53: (Q.-Q) es la cantidad de farmaco remanente o no disuelto vs tiempo
de disolucion
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FIGURA 54. Métodos Modelo Dependientes.
Raiz cibica 0 modelo de Hixson Crowell
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FIGURA 55. Métodos Modelo Dependientes. Raiz cuadrada o modelo de Higuchi
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Figura 55: Cantidad de principio activo disuelto (Q) vs raiz cuadrada del tiempo
de disolucién transcurrido
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. FIGURA 56. Métodos Modelo Dependientes. Funcion de Weibull
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6.3 ESTABILIDAD DE DROGAS

Los estudios de estabilidad tienen como objetivo asegurar que el principio
activo en una determinada forma farmacéutica mantenga su eficacia, sea
estable, seguro y esté biodisponible hasta la fecha de su vencimiento.

En el afno 1990 se estableci6 la Conferencia Internacional sobre
Armonizacion (ICH del inglés International Conference of Harmonisation) con el
fin de unificar criterios para los procesos de desarrollo y registro de nuevos
medicamentos. Forman parte de esta organizacién las unidades regulatorias de
la industria farmacéutica de Europa, Estados Unidos y Japdn.

Segun la ICH el propésito de un estudio de estabilidad es proveer evidencia
de como la calidad de una droga varia con el tiempo; proponer el envase; las
condiciones de conservacién y establecer el periodo de vida util durante el cual
se mantienen los parametros quimicos, fisicos y/o microbioldgicos prefijados en
el diseno del producto y determinados en la liberacién del mismo.

Una de las consecuencias relativamente frecuentes de las condiciones
inadecuadas de transporte y de almacenamiento de medicamentos es la
modificacion de la biodisponibilidad, en general, asociada con dificultad en la
disgregacién y disolucién de los comprimidos. Es por ello que acompafnando a
los estudios de estabilidad, es importante recabar informacion en los perfiles de
disolucion con el fin de comprobar no solamente la cantidad de principio activo
y los posibles productos de degradacion, sino su perfil de entrega en
condiciones normalizadas. (Ercolano y colaboradores, 2010)
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6.3.1 Degradacion
El envejecimiento suele desencadenar modificaciones en la molécula del
principio activo, originadas como consecuencia de las interacciones entre los
componentes de la especialidad farmacéutica. (Kumar y colaboradores, 2012)
La degradacién puede producirse por: hidrélisis, oxidacion, descomposicion
fotoquimica, polimerizacion, isomerizacién, reordenamientos moleculares.
Estas reacciones de degradacion estan influenciadas por:

1. Factores intrinsecos (del sistema): relacionados con las interacciones
entre los componentes del producto, como ser: excipiente-excipiente;
principio activo-excipiente; principio activo-envase; excipiente-envase;
principio activo-excipiente-envase.

2. Factores externos (del medio ambiente): luz, temperatura, humedad,
oxigeno, pH y factores relacionados con la elaboracién del producto.

Todos estos factores inciden sobre el periodo de vida dtii de un

medicamento. (Rivas de Lépez, 1983)

6.3.2 Estudios de estabilidad
La estabilidad de un producto farmacéutico es la resultante de:
- el desarrollo farmaceéutico
- la calidad de las materias primas
- el proceso de fabricacién y de empaque
- las condiciones de conservacion, almacenamiento y transporte.

La OPS, a través de su Revista Panamericana de Salud Publica insiste con
la realizacion de estudios de estabilidad de los medicamentos debido a que los
climas tropicales que ponderan en los paises sudamericanos conciernen a la
degradabilidad acelerada de los ingredientes activos. Sumado a ello, se ha
incrementado la produccion de especies farmacéuticas genéricas lo que induce
a los quimicos analiticos a volcarse al estudio de la estabilidad de los distintos
principios activos a fin de prolongar o acortar los periodos de vencimiento
fijados para los productos, amparados siempre en la efectividad o potencia del
mismo, conociendo cuales parametros (humedad, temperatura, luz) son mas
importantes en su cinética de degradacion.

Estos estudios permiten determinar la estabilidad intrinseca de las
moléculas estableciendo las vias degradativas mas probables. ElI método
analitico propuesto en un estudio de estabilidad debe ser especifico, es decir,
debe detectar el principio activo intacto en presencia de los eventuales
productos de degradacion y/o impurezas. (Ercolano y colaboradores, 2010)

Los estudios de estabilidad deben orientarse para la region donde seran
destinados considerando la zona climatica estipulada. EI mundo se encuentra
dividido en 4 zonas climaticas, nuestro pais se encuentra en la Zona Il
(subtropical con posible humedad elevada).

El disefio del programa de estabilidad para un producto farmacéutico debe
estimar los cambios que pueden ocurrir durante la distribucion,
almacenamiento y periodo de uso subsiguiente de la sustancia, y sobre esta
base seleccionar las variables de la formulacion a estudiar durante el ensayo.
(Farmacopea Argentina, 2011)

Segun la ICH, las condiciones a las que debe ser sometido el producto en
un estudio de estabilidad son las siguientes (Tabla 20):
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Tabla 20: Condiciones para un estudio de estabilidad (ICH)

Estudio Condiciones Tiempo
25°C +2°Cy60+5% HR O 12 meses
Tiempo real
30°C £ 2°C y 65 £ 5% HR 24 meses
Acelerado 40°C £ 2°Cy 75 £ 5% HR 6 meses

Cuando se producen cambios significativos durante el estudio acelerado,
se deben realizar los ensayos de todos los parametros en condiciones
intermedias

Intermedio 30°C +2°C y 65 + 5% HR 12 meses

HR: humedad relativa

Los estudios de estabilidad acelerada estan disefiados para aumentar la
velocidad de degradacion quimica y de cambios fisicos de una droga usando
condiciones de almacenamiento exageradas.

Los estudios de estabilidad de tiempo real o de largo plazo son estudios
experimentales llevados a cabo durante y més all4 de la fecha de vencimiento
en las condiciones de conservacion indicadas para el periodo de
comercializacion de un medicamento. (Mostafa, 2010)

Un cambio significativo en un estudio acelerado se define como:

1. Una pérdida del 5% de potencia del valor inicial de valoracion.

2. Cualquier producto de degradacidbn que exceda los limites
establecidos.

3. Un exceso del producto en sus limites de pH.

4. Resultados del ensayo de disolucion fuera de los limites especificados.

5. No cumplimiento del producto con las especificaciones de apariencia y
propiedades fisicas como color, suspendibilidad, dureza, aparicién de
separacion de fases, etc.

Los resultados de los estudios de estabilidad son elementos clave durante
todas las etapas de desarrollo y de la posterior performance del producto en el
mercado en cuanto a calidad, eficacia y seguridad. (Ercolano y colaboradores,
2010)

6.3.3 Descomposicion quimica en estado soélido

La estabilidad de las drogas en presentaciones orales sélidas es de mucha
relevancia, ya que estas formas farmaceéuticas son las mas difundidas en el
mercado.

La degradacién de la fase sdlida ocurre principalmente en solucién, en la
capa de solvente asociada a la fase sélida. Las descomposiciones quimicas de
las sustancias en estado sélido se agrupan en cuatro categorias:
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1. Hidrdlisis: es la reaccidbn de descomposicion mas importante en el
estado solido. La reaccion puede ser una hidrolisis u otra forma de
reaccion que involucre a un solvente (solvdlisis).

2. Oxidacién: por interaccibn de la droga con el oxigeno. Ocurre
mayormente en solucion.

3. Fotdlisis: por la penetracion de la luz en la superficie de la forma
farmacéutica (penetracion < 0,3 mm), por lo cual la descomposicidén
fotolitica queda confinada a la superficie del comprimido.

4. Pirdlisis: es la ruptura térmicamente inducida de una ligadura. Tiene
lugar cuando la droga es sometida a muy altas temperaturas.

El ensayo de disolucion de productos farmacéuticos solidos asegura la
calidad de los mismos, ya que la disolucién cambia en funcién del tiempo de
almacenamiento debido al envejecimiento de los aglutinantes y de los
desintegrantes. Es de rigor efectuar el ensayo de disolucién en todo estudio de
estabilidad de formas farmacéuticas sélidas peridodicamente a lo largo de todo
el tiempo correspondiente. (Jiménez Cerezo y colaboradores, 2006)

6.3.4 Métodos de ensayo indicadores de estabilidad

Los meétodos de ensayo indicadores de estabilidad son métodos
cuantitativos validados que pueden detectar los cambios con el tiempo en las
propiedades quimicas, fisicas o microbioldégicas del producto droga y son
especificos de manera tal que los contenidos de principio activo, productos de
degradacion y otros componentes de interés puedan ser medidos en forma
segura y sin interferencia. (Lorenzo y colaboradores, 2005)

6.3.5 Estudios de descomposicion forzados para generar productos de

degradacion de la droga
La guia ICH Q1A (R2) sugiere las siguientes condiciones:

- Incrementos de 10°C por encima de las temperaturas del estudio de
estabilidad acelerada.

- Humedad cuando sea apropiado.

- Hidrélisis en un amplio rango de pH en soluciébn o suspensién: La
degradacion hidrolitica de una droga en condiciones acidicas y alcalinas
pude ser estudiada por reflujo de la droga en 0,1N HCI/NaOH durante 8
horas. El tiempo de reflujo debe ser aumentado si no se ha observado
degradacion. Si se observa degradacién completa de la droga, pueden
disminuirse tiempo y temperatura.

- Oxidacién: La degradacién oxidativa de la droga puede darse por reaccion
con oxigeno molecular o por reaccion con otros agentes presentes en la
formulacién. Para estudiar este proceso degradativo se deben agregar
concentraciones conocidas de iniciadores, o también puede ser usado
peroxido de hidrogeno en el rango de concentracion entre 3-30%.

- Fotdlisis (Fotoestabilidad ICH Q1B): Los estudios fotoliticos deben ser
llevados a cabo exponiendo la droga a la luz. La energia de exposicion
debe ser minimamente de 1,2 millones de horas lux y 200 Watt/hora/m? UV.
Debe usarse un control, para lo cual una muestra protegida, envuelta en
papel aluminio, se expone a la luz en iguales condiciones que la muestra sin
protecciéon. Si ninguna descomposicién es vista, la intensidad debe ser
aumentada cinco veces. En caso de que ninguna descomposicion
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aparezca, la droga puede ser declarada fotoestable (Ercolano y
colaboradores, 2010).

6.4 EXPERIMENTAL 8
ESTABILIDAD DE PARACETAMOL

Los ensayos del siguiente trabajo fueron desarrollados por Ivan Moisés
Maciel, en el marco de una tesina de grado, en nuestro laboratorio.

Se estudié la influencia de factores medioambientales en el perfil y la
cinética de disolucién de comprimidos de paracetamol 500 mg elaborados por
PLAMECOR. En base a los pardmetros humedad y temperatura, se
determinaron los modelos cinéticos que mejor se ajustan a los datos
experimentales.

MATERIALES Y METODOS
Principios Activos y Muestras

Se utiliz6 paracetamol principio activo lote N° 1009478, origen China,
(99,99% pureza determinada por HPLC) y paracetamol 500 mg comprimidos
lote N° 062/12 provistos por PLAMECOR.

El placebo utilizado en las determinaciones de especificidad y exactitud
también fue provisto por PLAMECOR, y su composicion es la misma presente
en los comprimidos: estearato de magnesio 1%, talco 2%, almiddn glicolato de
sodio 4,8%, polivinilpirrolidona (PVP) 5,2%, precompactado blanco 16,6%,
aerosil 1,4%.

Equipamiento

Disolutor VK 7000 con microprocesador, agitacién con paletas, de acuerdo a
los requerimientos de USP y FA.

Espectrofotometro UV-Visible Boeco S-26.

Estufa de cultivo Faeta.

Experimental
Los comprimidos de paracetamol fueron sometidos a diferentes condiciones
de almacenamiento:

a. Temperatura ambiente (25 + 2°C) y al abrigo de la luz.

b. Ambiente seco: temperatura 40 + 2°C, en bafno de arena.

c. Condiciones aceleradas: temperatura 40 * 2°C y humedad 75% % 5%.
Para ello los blister de comprimidos fueron colocados en estufa dentro
de un recipiente en el que se cre6 una atmosfera del 75% de humedad
mediante una solucién saturada de NaCl. (Stanisz, 2003)

Los comprimidos fueron conservados en el blister en que habitualmente se
distribuyen, por un periodo de 6 meses. Las muestras fueron tomadas cada 15
dias. Las normas ICH establecen que en un estudio acelerado, se debe
muestrear a los 0; 3 y 6 meses.
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Se monitored el perfil de disolucién durante el estudio de estabilidad. Las
experiencias se llevaron a cabo en las siguientes condiciones de ensayo:

- Medio de disolucién: agua destilada 900 mL, equilibrado a 37,0 + 0,5°C

- Disolutor con sistema de agtacion por paletas, velocidad: 100 rpm

Se tomaron alicuotas de 2 mL, con reposicion de volumen, cada 2 min hasta
los 10 min, luego las extracciones se efectuaron cada 5 min hasta los 60 min.
Las muestras extraidas del disolutor fueron centrifugadas, diluidas vy
posteriormente leidas en espectrofotdmetro UV-visible a 243 nm.

RESULTADOS
Perfiles de disolucién

Se construyeron los perfiles de disolucion de comprimidos de paracetamol
correspondientes a 15; 45; 90; 135 y 180 dias de almacenamiento en las tres
condiciones de ensayo mencionadas (temperatura ambiente, ambiente seco y
condiciones aceleradas).

Mediante un analisis de estos perfiles se concluyd que existe una gran
similitud entre los perfiles de disolucién de los comprimidos almacenados en
condiciones ambientales y aquellos mantenidos a 40°C y ambiente seco, en
tanto que se observd una disolucibn mas lenta para los comprimidos
almacenados en condiciones de temperatura y humedad elevadas.

Se muestran los perfiles correspondientes a 15; 90 y 180 dias (Figuras 57,
58 y 59).

FIGURA 57. Perfil de disolucion del paracetamol
luego de 15 dias de almacenamiento

—— Ambiente (15)
= Himedo (15)
Seco (15)

t(min)

Figura 57: Cantidad de paracetamol disuelto (Q) vs tiempo de disolucion
transcurrido
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FIGURA 58. Perfil de disolucion del paracetamol
luego de 90 dias de almacenamiento
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Figura 58: Cantidad de paracetamol disuelto(Q) vs tiempo de disolucion
transcurrido

FIGURA 59. Perfil de disolucion del paracetamol
luego de 180 dias de almacenamiento
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Figura 59: Cantidad de paracetamol disuelto(Q) vs tiempo de disolucion
transcurrido
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Cinética de disolucion

Los modelos cinéticos estudiados fueron: orden cero; primer orden; raiz
cubica o modelo Hixson-Crowell; raiz cuadrada o modelo Higuchi; y funcién de
Weibull.

Para determinar los modelos que mejor explican la disolucion de

frlmldos de paracetamol se usaron como criterios de seleccion los valores
de r° y AIC (Criterio de Informacion de Akaike) (Tabla 21).

Tabla 21: Modelos cinéticos estudiados en el perfil de disolucién de
paracetamol en distintas condiciones de almacenamiento

Modelo cinético Orden cero Primer orden Raiz cubica Ra|z cuadrada Weibull

tiempo | Almacenamiento r AlC r AlC r AlC r AlC r AlC
15 Ambiente 0,999 27 0,953 -9 0,9717 -9 0,9736 47 0,9623 -9
dias Seco 0,9919 38 | 0,9952 | -23 | 0,9989 | -3 0,9945 45 0,9889 | -17
Acelerado 0,995 16 0,997 -38 | 0,9986 | -38 0,9822 69 0,999 | -36

% Ambiente 0,9997 18 | 0,9772 | -21 | 0,9900 | -19 0,9782 43 0,9758 | -13
dias Seco 0,9924 35 | 0,9907 | -29 | 0,9966 | -26 0,9925 35 0,9925 | -21
Acelerado 0,9995 13 | 0,9977 | -47 | 0,9991 | -44 0,9807 35 0,9979 | -27

180 Ambiente 0,9925 31 0,9699 | -18 | 0,9867 | -16 0,9841 4 0,9691 -13
dias Seco 0,9973 37 10,9874 | -23 | 0,9972 | -26 0,9954 34 0,9834 | -17
Acelerado 0,9984 18 | 0,9932 | -43 | 0,9955 -6 0,9703 36 0,9814 | -18

Los perfiles de disolucion de los comprimidos almacenados a temperatura
ambiente responden al modelo de raiz cubica o Hixson-Crowell. Aquellos
mantenidos a temperatura 40 + 2°C, en bafio de arena también presentan un
ajuste al modelo de raiz cubica. Sin embargo, condiciones de temperatura y
humedad elevadas (temperatura 40 + 2°C y humedad 75% * 5%) responden a
la expresion de primer orden al cabo de 180 dias de almacenamiento (Figuras
60y 61).

Es destacable el cambio en la cinética de disoluciéon de paracetamol como
consecuencia del almacenamiento en condiciones de temperatura y humedad
elevadas, siendo la humedad un factor critico: de una cinética de disolucién de
tipo raiz cubica, ha pasado a una disolucion de orden uno. Esta alteracion en
las propiedades de disolucidbn se traducira in vivo en alteraciones
farmacodinamicas del producto, es decir en la produccion de los efectos
terapéuticos en el paciente.

CONCLUSIONES

Se comprob6 que los comprimidos de paracetamol 500 mg elaborados por
PLAMECOR son susceptibles a los cambios de temperatura y humedad en los
ambientes en los que son transportados y almacenados.

El analisis de los perfiles de disolucion permitié caracterizar, a través de
modelos cinéticos de superficie variable, los cambios provocados por su
almacenamiento a 40°C y humedad del 75%, condiciones caracteristicas del
clima subtropical de la region NE de nuestro pais.
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FIGURA 60. Luego de 180 dias de almacenamiento,
modelo cinético de Primer Orden
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Figura 60: (Q..-Q) es la cantidad de farmaco remanente vs tiempo de disolucion

modelo cinético de raiz clibica

. FIGURA 61. Luego de 180 dias de almacenamiento,
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Los resultados alcanzados indican que dichos comprimidos mantienen sus
dosis de principio activo de acuerdo al rétulo, durante almacenamiento y
transporte por un periodo de 6 meses en condiciones ambientales en el blister
en que son habitualmente envasados, aun en temperaturas estivales, siempre
que estén guardados en lugar seco, Sin embargo, deben evitarse condiciones
de humedad elevada, que si bien no inactivan al paracetamol, retardan
considerablemente su disolucion en los estadios iniciales, situacién que de
replicarse in vivo, podria llevar a una demora en producir el efecto analgésico
en el paciente.

~ 6.5 EXPERIMENTALS9
DISOLUCION DE COMPRIMIDOS GENERICOS DE
IBUPROFENO ALMACENADOS EN CONDICIONES
TEMPERATURA Y HUMEDAD ELEVADAS

Los ensayos del siguiente trabajo fueron desarrollados por Maria Cecilia
Castro, en el marco de una beca de pregrado, en nuestro laboratorio.

En el presente trabajo se estudié la influencia de la temperatura y la
humedad en la estabilidad de comprimidos de 400 mg de ibuprofeno
elaborados por PLAMECOR, en condiciones de degradacién forzada. Para ello
previamente se optimizaron las condiciones de disolucién para la construccién
de los perfiles y luego se efectud el analisis modelistico de la cinética de los
comprimidos de ibuprofeno.

MATERIALES Y METODOS
Principios Activos y Muestras

Se utilizé ibuprofeno 400 mg comprimidos lote N° 062/12 provisto por
PLAMECOR. Cabe destacar que, en el caso de los comprimidos de ibuprofeno,
PLAMECOR adquiere el polvo para compresion directa, |buprofeno DC9O0,
origen China, con 90% de principio activo, por lo cual no se cuenta con la
formulacién exacta.

Equipamiento

Disolutor VK 7000 con microprocesador, agitacion con paletas, de acuerdo a
los requerimientos de USP y FA.

Espectrofotometro UV-Visible Boeco S-26.

Estufa de cultivo Faeta.

Experimental
Los comprimidos de ibuprofeno fueron sometidos a diferentes condiciones
de almacenamiento:

a. Temperatura ambiente (25 + 2°C) y al abrigo de la luz.

b. Ambiente seco: temperatura 40 + 2°C, en bafo de arena.

c. Condiciones aceleradas: temperatura 40 * 2°C y humedad 75% % 5%.
Para ello los blister de comprimidos fueron colocados en estufa dentro
de un recipiente en el que se cre6 una atmosfera del 75% de humedad
mediante una solucién saturada de NaCl. (Stanisz, 2003)
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Los comprimidos fueron conservados en el blister en que habitualmente se
distribuyen, por un periodo de 6 meses. Las muestras fueron tomadas cada 15
dias. Las normas ICH establecen que en un estudio acelerado, se debe
muestrear a los 0, 3 y 6 meses.

Se monitored el perfil de disolucién durante el estudio de estabilidad. Las
experiencias se llevaron a cabo en las siguientes condiciones:

- Medio de disolucion: buffer fosfato (pH = 7,2) 900 mL, equilibrado a 37,0

+0,5°C

- Disolutor con agitacion mediante paletas, velocidad: 25 rpm

Se retiraron alicuotas de la disolucion a distintos tiempos (1; 3; 5; 7; 9; 12;
15; 30; 45; 60; 90 y 120 minutos), se centrifugaron para separar los excipientes
insolubles, se separ6 el sobrenadante y se efectu6 la lectura
espectrofotométrica a 265 nm. Como referencia del 100% de disolucion se
tomaron las lecturas correspondientes a muestras de comprimidos de
ibuprofeno a cuatro horas de iniciada la disolucién.

Estas condiciones de trabajo fueron seleccionadas luego de ensayos
preliminares debido a que:

- La velocidad de 50 rpm propuesta por la Farmacopea Argentina,
para el ensayo de disolucion, en el caso de los comprimidos estudiados, no
permite contar con una cantidad de puntos experimentales adecuada en la
zona de curva que se utiliza para el andlisis cinético del perfil de disolucién.

- El espectro de absorcién del ibuprofeno presenta un maximo a
221nm y otro de menor intensidad a 265 nm. Para efectuar la lectura a 221
nm (recomendado por FA) la muestra debe ser diluida 1/25, con el
incremento del error y el aumento del tiempo de trabajo que ello conlleva.
Trabajando a 265 nm esa dilucidon es innecesaria.

Por otra parte, se compararon los perfiles de disolucién de los comprimidos
de ibuprofeno de PLAMECOR con 2 marcas comerciales: Ibupirac® e 1bu400®.
La comparacién se efectué mediante los factores de diferencia fy (Ecuacion 63)
y similitud f» (Ecuacion 64). Cuando f; toma valores entre 0 y 15 se considera
que no hay diferencias significativas entre los perfiles de disolucion. Cuando f
toma valores entre 50 y 100 se considera que los perfiles son similares. (Moore
y Flanner, 1996)

RESULTADOS
Perfiles de disolucion

Se construyeron los perfiles de disolucion de comprimidos de ibuprofeno
correspondientes a 15; 45; 75; 90; y 180 dias de almacenamiento en las tres
condiciones de ensayo mencionadas (temperatura ambiente, ambiente seco y
temperatura y humedad elevadas). En las figuras 62, 63 y 64 se muestran los
perfiles correspondientes a 15, 90 y 180 dias.

Mediante el andlisis comparativo se concluyé que existe una gran similitud
entre los perfiles de disolucion de los comprimidos almacenados en
condiciones ambientales y aquellos mantenidos a 40°C y ambiente seco, en
tanto que se observd una disolucibn mas lenta para los comprimidos
almacenados en condiciones de temperatura y humedad elevadas.

En la figura 65, se muestra la comparacion entre los perfiles de disolucion
de comprimidos de ibuprofeno de PLAMECOR, versus las marcas comerciales
ensayadas.



FIGURA 62. Perfil de disolucion del ibuprofeno
luego de 15 dias de almacenamiento
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Figura 62: Cantidad de ibuprofeno disuelto (Q) vs tiempo de disolucién
transcurrido

. FIGURA 63. Perfil de disolucion del ibuprofeno

luego de 90 dias de almacenamiento
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Figura 63: Cantidad de ibuprofeno disuelto (Q) vs tiempo de disolucién
transcurrido
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FIGURA 64. Perfil de disolucion del ibuprofeno

luego de 180 dias de almacenamiento
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Figura 64: Cantidad de ibuprofeno disuelto (Q) vs tiempo de disolucién
transcurrido

l FIGURA 65. Comparacién de perfiles de disolucion

de comprimidos de ibuprofeno de diferente origen
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Figura 65: Cantidad de ibuprofeno disuelto (Q) vs tiempo de disolucién
transcurrido
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Se compararon: l1bu400® y comprimidos de PLAMECOR; e lbupirac® y
comprimidos de PLAMECOR respectivamente. En el primer caso se calculé un
factor de diferencia (fi) de 101,36, y un factor de similitud (fo) de 15,69,
sefalando que los perfiles son marcadamente diferentes. En el segundo caso
se calculé un factor de diferencia (f{) de 40,82, y un factor de similitud (f2) de
25,77, senalando falta de semejanza en los perfiles de disolucion, lo que
implica que tampoco son comparables en este caso.

Cinética de disolucion

Los modelos cinéticos estudiados fueron: orden cero; primer orden; raiz
cubica; raiz cuadrada o modelo Higuchi; y funcién de Weibull.

Se modelaron los perfiles correspondientes a 15; 90; y 180 dias de
almacenamiento en las tres condiciones de ensayo mencionadas (temperatura
ambiente, ambiente seco y temperatura y humedad elevadas).

Para determinar los modelos que mejor explican la disolucién de

Zprlmldos de ibuprofeno se usaron como criterios de seleccion los valores
de r* y AIC (Criterio de Informacion de Akaike) (Tabla 22).

Tabla 22: Modelos cinéticos estudiados en el perfil de disolucién de ibuprofeno
en distintas condiciones de almacenamiento

Modelo cinético Orden cero Primer orden Raiz cubica Raiz cuadrada Weibull

tiempo | Almacenamiento r AIC r AIC r AIC r AIC r AIC
15 Ambiente 0,943 | 36,1 | 0,992 | -9,1 | 0,997 | -12,9 0,978 32,2 | 0,999 | -20,3
dias Seco 0,891 38,7 | 0,994 | -2,0 | 0,989 | -6,1 0,987 29,9 | 0,999 | -27,6
Acelerado 0,843 | 40,3 | 0,978 | -2,3 | 0,990 | -16,9 0,987 30,1 | 0,979 -6,6

90 Ambiente 0,836 | 58,9 | 0,954 | -4,8 | 0,933 0,9 0,917 54,8 | 0,968 -5,8
dias Seco 0,883 | 56,2 | 0,851 0,5 | 0,878 3,2 0,918 54,1 | 0,946 | -3,06
Acelerado 0,815 | 59,1 | 0,750 0,6 | 0813 | -6,5 0,849 57,8 | 0,907 0,5

180 Ambiente 0,974 | 378 0913 | -6,3 | 0,947 | -4,7 0,962 39,6 | 0,981 -7,8
dias Seco 0,992 | 298| 0960 | -13 | 0,978 | -11,2 0,973 36,4 | 0,985 | -10,8
Acelerado 0,997 20 0,997 | -33 | 0,870 | -7,9 0,986 29,1 | 0,991 | -156

Los perfiles de disolucion de los comprimidos almacenados a temperatura
ambiente y aquellos mantenidos a temperatura 40 + 2°C, en bano de arena
responden a la expresién de funcién de Weibull (Figura 66).

En cambio, los comprimidos mantenidos en condiciones temperatura y
humedad elevadas (temperatura 40 + 2°C y humedad 75% * 5%) presentan un
mejor ajuste al modelo de raiz cubica o Hixson Crowell en los primeros 3
meses evaluados, pero a los 180 dias de almacenamiento, la cinética de
disolucion ajusta mejor a primer orden (Figura 67).
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modelo cinético de Weibull

. FIGURA 66. Luego de 180 dias de almacenamiento,
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FIGURA 67. Luego de 180 dias de almacenamiento,
modelo cinético de Primer Orden
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Figura 67: (Q--Q) es la cantidad de farmaco remanente vs tiempo de disolucion
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Es destacable el cambio en la cinética de disolucién de ibuprofeno como
consecuencia del almacenamiento en condiciones de temperatura y humedad
elevadas, siendo la humedad un factor critico: de tener una cinética de
disolucién de funcion de Weibull, ha pasado a tener una cinética de disolucién
de raiz cubica primeramente, y luego de primer orden. Esta alteraciéon en las
propiedades de disoluciébn se traducirda in vivo en cambios en la
farmacodinamica del producto, es decir en la produccion de los efectos
terapéuticos en el paciente.

CONCLUSIONES

Se comprob6 que los comprimidos de ibuprofeno 400 mg elaborados por
PLAMECOR son susceptibles a los cambios de temperatura y humedad en los
ambientes en los que son transportados y almacenados.

El analisis de los perfiles de disolucion permitié caracterizar, a través de
modelos cinéticos de superficie variable, los cambios provocados por su
almacenamiento a 40°C y humedad del 75%, condiciones caracteristicas del
clima subtropical de la region NE de nuestro pais.

Los resultados alcanzados en el estudio de estabilidad acelerado de
comprimidos de ibuprofeno de PLAMECOR indican que dichos comprimidos
mantienen sus dosis de principio activo de acuerdo al rétulo, durante
almacenamiento y transporte por un periodo de 6 meses en condiciones
ambientales en el blister en que son habitualmente envasados, aun en
temperaturas estivales, siempre que estén guardados en lugar seco, Sin
embargo, deben evitarse condiciones de humedad elevada, que si bien no
inactivan al ibuprofeno, retardan considerablemente su disolucién en los
estadios iniciales, situacidbn que de replicarse in vivo, podria llevar a una
demora en producir el efecto analgésico en el paciente.

) 6.6 EXPERIMENTAL 10
FOTOLISIS DEL DICLOFENAC EN PRESENCIA DE
EXCIPIENTES

Los ensayos del siguiente trabajo fueron desarrollados por Daniel Lotero
Polesel, en el marco de una beca de pregrado, con la direccion del Dr. Delfino y
mi Co-Direccién.

El diclofenac sodico es susceptible al estrés provocado por radiaciones UV.
En el presente trabajo se estudié el comportamiento del diclofenac frente a la
luz UV (A = 254 nm) y la influencia de los excipientes que lo acompanan en la
formulacién de comprimidos. Esto tiene importancia en las areas productivas,
en las caracteristicas que debe tener el envase primario, las precauciones que
se deben tomar durante el control analitico de estos comprimidos y, finalmente,
en la vida de anaquel y la conservacién por parte del paciente.

MATERIALES Y METODOS
Muestras y reactivos

Se utilizé diclofenac principio activo lote N®20010321, origen China (99,99%
pureza) y diclofenac comprimidos 50 mg loteN°103/12, provistos por
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PLAMECOR. Se prepar6 una muestra a partir de 18 unidades cuyo peso
promedio fue de 274,5 mg.

El placebo utilizado también fue provisto por PLAMECOR, y su composicion
es la misma presente en los comprimidos: estearato de magnesio 1%, talco
2%, almidén glicolato de sodio 3,5%, polivinilpirrolidona (PVP) 1,2%,
precompactado verde 73,2%.

Equipamiento

Camara de irradiacion provista de una lampara de mercurio UVP, modelo
UVGL-58, con vidrio Wood, de 6 Watts de potencia, emitiendo a 254 nm.
Ortoédrica de 30 x 25 x 20 cm (Figura 68).

Espectrofotometro Boeco S-26 UV-visible con barrido.

l FIGURA 68. Cimara de irradiacion

Procedimiento

Se introdujeron en la camara de irradiacion dos placas de Petri de 9 cm de
diametro conteniendo 15 mL de la solucién acuosa de diclofenac a estudiar.
Una de ellas cubierta con una hoja de aluminio sirvié de control. A tiempo cero
se encendié la lampara UV, ubicada a una distancia fija de 15 cm de la
superficie del liquido. Transcurrido el periodo establecido, se extrajeron las
muestras de la camara, y fueron envueltas en papel de aluminio hasta su
analisis. Se centrifugd y se efectué la dilucion adecuada para la lectura
espectrofotométrica.
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Se ensayaron soluciones de 3,75; 7,5; 11,25 y 15 mg/L de diclofenac
principio activo, e iguales concentraciones de soluciones de comprimido. Se
efectué el monitoreo espectrofotométrico a los 0; 5; 10; 15 y 20 min de
exposicién a la radiacién.

Se analizé la influencia del pH, trabajando a valores de entre 7 y 10,5.

Se efectuaron lecturas espectrofotométricas con placebo para verificar la
especificidad del método y con soluciones de distintas concentraciones del
ingrediente activo para determinar linealidad y rango lineal aplicando regresion
por cuadrados minimos.

RESULTADOS
Seleccion de la longitud de onda de trabajo

Barriendo el espectro de absorcion de soluciones de diclofenac sin
exposicién a la luz UV (control) y soluciones expuestas a dicha radiacion
(tratado) se observd que la longitud de onda donde se produce la maxima
variacion por incremento de la absorbancia es a 244 nm, la cual fue
seleccionada como longitud de onda de trabajo, para el seguimiento de la
degradacion en el tiempo (Figura 69).

FIGURA 69. Espectro de absorcion de diclofenac tratado y sin tratar

= (ontrol
—— Tratado

15
244 nm
longitud de onda de trabajo

190 240 290 340 390

Longitudde Onda (nm)

Figura 69: Absorbancia vs longitud de onda. Se sefala la longitud de onda de
trabajo



117

Seleccion del pH de trabajo

Con el objeto de conocer la influencia del pH en la reaccién de fotdlisis y
seleccionar el pH de trabajo, teniendo en cuenta el caracter acido de la
molécula, se procesaron soluciones de 15 mg/L de diclofenac ajustadas a pH
inicial 7; 9y 10,5 (Figura 70).

FIGURA 70. Seleccion de pH. Absorbancia vs. tiempo para distintos pH.

Diclofenac 15 mg/L
« pH10,5
] pH 9
& pH7
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Figura 70: Absorbancia vs. tiempo de irradiacion para pH 7, 9 y 10,5. Se trabajé
con una solucién de diclofenac principio activo 15 mg/L

Del analisis de las curvas para distintos tiempos de exposicién a la luz UV
se desprende que la maxima variacion de la absorbancia con el pH no alcanza
el 3%, por lo que se seleccion6 el pH = 9 para las experiencias cinéticas
posteriores.

Influencia de la Concentracién inicial

La Figura 71 muestra la variacion de la absorbancia a 244 nm con el tiempo
de exposicion a la luz UV, de soluciones de distinta concentracion inicial de
diclofenac, principio activo, a pH =9. La Figura 72 corresponde al mismo
tratamiento para una mezcla homogénea de comprimidos.
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FIGURA 71. Absorbancia vs. tiempo para distintos

niveles de concentracion de didofenac
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Figura 71: Absorbancia vs. tiempo de irradiacion, para principio activo

l FIGURA 72. Absorbancia vs. tiempo para distintos niveles

de concentracion de diclofenac comprimidos.
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Figura 72: Absorbancia vs tiempo de irradiacion, para soluciones de diclofenac
comprimidos
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Los datos cinéticos de absorbancia vs. tiempo de tratamiento,
correspondientes a la fotodegradacion del diclofenac, fueron procesados
aplicando el método diferencial. Se graficaron las pendientes iniciales en
funcion de la concentracion de partida, obteniéndose la relacion: [AA/At =
0,0076 Caiciofenac + 0,0014] con R? = 0,9973 para el principio activo y [AA/At =
0,0042 Cgiciofenac + 0,0007] con R? = 0,9951 para las soluciones de comprimidos
(Figura 73).

diclofenac principio activo y diclofenac comprimidos.

l FIGURA 73. Curva de calibracion método cinético diferencial
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Figura 73: Pendiente inicial (AA/At) vs concentracion inicial de diclofenac
principio activo y diclofenac comprimidos.

En la figura 73 se observa una disminucion considerable de la pendiente
inicial AA/At en la cinética correspondiente a los comprimidos, comparada con
la del monitoreo del principio activo. Para verificar este efecto, se efectuaron
corridas de fotolisis con soluciones de principio activo solo, principio activo mas
un excipiente y finalmente del excipiente sélo. Este monitoreo se efectu6 con
los componentes mayoritarios que acompafnan al ingrediente activo en la
formulacién del comprimido: precompactado verde y almidon glicolato de sodio.
En ambos casos se comprobd la inercia del excipiente respecto de la luz UV de
254 nm vy la disminucibn de la absorbancia cuando estos compuestos
acompanan al principio activo. La figura 74 muestra el efecto descripto para el
precompactado verde.
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. FIGURA 74. Efecto protector del precompactado verde.

= Principio activo
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Figura 74: Absorbancia vs. tiempo de exposicién para: principio activo
solo; precompactado verde solo y principio activo con precompactado verde

CONCLUSIONES

Las soluciones acuosas a pH 9, de diclofenac sodico, tanto del principio
activo como de los comprimidos, experimentan una reaccion de fotélisis cuando
son sometidas a la accion de la luz UV de 254 nm. Esto se pone de manifiesto
a través de los cambios en el espectro de absorcion, registrandose el maximo
aumento de la absorbancia para 244 nm. Los cambios en el pH tienen poca
influencia en el grado de degradacion del ingrediente activo, siempre y cuando
se trabaje en un medio alcalino, lo que favorece la solubilidad del diclofenac.

La cinética de la fotdlisis se ajusta al método diferencial, presentando una
relacion lineal entre las pendientes iniciales de las curvas de absorbancia vs.
Tiempo, en funcién de la concentracion inicial de diclofenac.

Los excipientes que acompafnan al diclofenac en la formulacién del
comprimido, disminuyen sensiblemente la velocidad de degradacion del
ingrediente activo frente a la luz UV.
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7. CONCLUSIONES
GENERALES

Los AINE han sido tratados de diferentes maneras y formas en los
desarrollos experimentales expuestos: frente a reactivos que posibilitan su
cuantificacion; en situaciones de estrés que permiten su caracterizacion vy
establecimiento de criterios de estabilidad; métodos instrumentales distintos a
la espectrofotometria para el seguimiento y modelaje de las curvas de
disolucién.

Estas técnicas aplicadas al ibuprofeno, diclofenac y paracetamol, cuyos
desarrollos y alcances fueron abarcados en esta tesis, amplian suficientemente
el espectro de ensayos a los que pueden ser sometidas estas especies con el
fin de ganar confianza en sus cualidades farmacéuticas.

Estas aplicaciones, no encontradas en la bibliografia especializada y
llevadas a la farmacoquimica, son condensadas en lo siguiente:

1) Método espectrofotométrico para cuantificacion de diclofenac,
basado en la reaccién redox que ocurre entre el diclofenac y el
hierro, en presencia de o- fenantrolina.

2) Método cinético espectrofotométrico de tiempo fijo por diazotacién
con bencidina, como reactivo azoico para la cuantificacion de
paracetamol.

3) Método cinético espectrofotométrico para cuantificaciéon de
diclofenac, utilizando KMnO4 en medio acido.

4) Culombimetria de paracetamol con Br; electrogenerado.

5) Culombimetria de diclofenac con Cl; electrogenerado.

6) Titulacidbn conductimétrica de paracetamol con NaOH, en
presencia de NHj,

Cuentan con las ventajas de ser simples, rapidas y de bajo costo. Han
demostrado ser especificas y lineales en los rangos estudiados y permiten la
cuantificacion de estos AINE sin procesos extractivos preliminares y por ello, de
facil automatizacion.

Se consideraron relevantes los parametros analiticos de exactitud,
precision, reproducibilidad y robustez, los que se ajustan a los criterios de
aceptabilidad establecidos para las técnicas de referencia y completan la
validacién de los métodos propuestos.

Complementan esta tesis los estudios farmacocinéticos de las drogas
mencionadas:

7) Monitoreo del perfil de disolucién de comprimidos de diclofenac
por CE.

8) Estudio de estabilidad acelerado del paracetamol.

9) Estudio de estabilidad acelerado del ibuprofeno.

10) Fotdlisis del diclofenac en presencia de excipientes.
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Este conjunto de métodos desarrollados, si bien no agotan el espectro de
reactividad de estos AINE, han alcanzado, en la mayoria de los casos, los
parametros de validacion suficientes para su aplicacion en el control de calidad
de las formulaciones farmacéuticas que los contienen, lo cual constituye el
objetivo primordial de esta tesis.
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