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RESUMEN

El Tiocolchicésido es un principio activo que posee un efecto relajante por sus
propiedades analgésicas y antiinflamatorias, es utilizado para diversos tratamientos
traumaticos, asociados al dolor y espasmo muscular. El ensayo de disolucién para la
evaluacion del desempefio y calidad de este principio activo no aparece reportado en las
monografias oficiales, por lo cual se propuso desarrollar y validar una metodologia para

el ensayo de disolucion del Tiocolchicésido en tabletas.

Las condiciones de la metodologia para el ensayo de disolucién del principio activo
fueron: Aparato disolutor con Paletas (Aparato Il) a una velocidad de 50 rpm, medio de
disolucion Buffer Acetato a pH 4,5 con un volumen de medio de disoluciéon de 900 mL, a
una temperatura de 37 + 0,5 °C, tiempo de disolucion mayor a 30 min. Las siguientes
condiciones cromatograficas por HPLC: Columna Fase Inversa ET (250mm x 8 mm X
4um) Nucleosil 7 C18 Art. 720 018, fase mévil constituida por Metanol: Acetonitrilo: Agua
en porciones (30:10:60) % v/v, ajustada a pH 8,00 + 0,05 con hidréxido de sodio 0,1 N,
el flujo de fase movil fue de 1 mL/min, un volumen de inyeccion de 40 pL y la longitud de

onda de deteccion fue de 260 nm.

La validacion de la metodologia se realizé de acuerdo a lo establecidos en el apartado
<1225> de la USP 38. La metodologia analitica por ensayo de disolucion desarrollada y
validada resultdé ser precisa, especifica, reproducible, exacta y lineal en un rango de
concentracion de 0,001 a 0,006 mg/mL. El método analitico desarrollado y validado se

puede utilizar como un método rutinario para pruebas de control de calidad.

Palabras claves: Tiocolchicosido, tabletas, metodologia, aparato I, disolucion, calidad.
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[. INTRODUCCION

La industria farmacéutica promueve la fabricacion y comercializacion de
medicamentos para el tratamiento y prevencion de enfermedades, asegurando la
calidad, eficacia y seguridad de los productos farmacéuticos durante todo su periodo
de validez, con la finalidad de que sean apropiados para su uso previsto y que no

sean riesgosos para los pacientes. (1)

Para que los productos farmacéuticos puedan ser comercializados deben cumplir
con los criterios de aceptacion dados por monografias oficiales, como la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) o Farmacopea Europea (EP), que
establecen normas, procedimientos y/o métodos analiticos que cumple con las
Buenas Précticas de Manufactura (BPM) garantizando la eficacia, seguridad y la

calidad del medicamento.

El analisis de medicamentos debe cumplir con varias determinaciones para ser
distribuido a nivel comercial. La cantidad declarada por el fabricante debe
encontrarse dentro de los limites establecidos, en el caso de formas farmacéuticas
sélidas se hace necesario confirmar de forma in vitro la disolucion del farmaco en
un tiempo determinado, este método o prueba se conoce como ensayo de

disolucién.

Esta metodologia analitica permite evaluar los procesos de fabricacion de un
farmaco, desde el comienzo del desarrollo de la formulacion, hasta en las fases
posteriores a su fabricacion, permitiendo el estudio de los mecanismos de liberacion
del principio activo y la obtencién de un perfil de disolucién predeterminado y
reproducible. Ademas, permite determinar el comportamiento de la disolucién del

farmaco y el desempefio del producto de una gran variedad de formas
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farmacéuticas. (2) Hoy en dia los laboratorios farmacéuticos deben demostrar que
sus meétodos analiticos proporcionan resultados fiables y adecuados, por este
motivo deben ser evaluados y sometidos a pruebas para asegurar que producen
resultados validos y coherentes. Es por eso que los métodos analiticos luego de ser
desarrollados, deben ser validados para asi poder garantizar que el método cumple
con las BPM, lo cual asegura a los entes regulatorios que el medicamento es seguro,

eficaz y de calidad. (3)

La validacion de un método analitico es un procedimiento que permite demostrar
mediante estudios de laboratorio que un método analitico posee las caracteristicas
de desempefio adecuados para el funcionamiento del procedimiento, cumpliendo
con los requisitos necesarios para su aplicacion analitica. Esta validacion debe

realizarse bajo las condiciones aprobadas por monografias oficiales.

La Farmacopea de los Estados Unidos 38-NF 33 (USP 38) establece en el capitulo
< 1225 > de "Validacion de Procedimientos Farmacopeicos" las pautas a seguir a la

hora de validar una metodologia analitica.

Existen productos farmacéuticos que no poseen procedimientos y/o métodos
reportados en los textos oficiales, entre ellos se encuentra el Tiocolchicosido. Este
farmaco ofrece efectos analgésicos y anti-inflamatorios. En Venezuela este
medicamento es ampliamente utilizado como relajante muscular y puede adquirirse

sin prescripcion médica.

En este trabajo se presenta el desarrollo y validacion de una metodologia analitica
para el ensayo de disolucion de tabletas de Tiocolchicdsido, con el propoésito de
conocer como ocurre el proceso de disolucion del farmaco in vitro y asi poder

garantizar la calidad de este medicamento.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

Existen diferentes métodos de analisis que dependen de la forma farmacéutica del
medicamento a estudiar para la determinacion de la calidad. En este capitulo se
incluye, los diferentes tipos de formas farmacéuticas asi como conceptos,
condiciones, procedimientos y disefios, que son herramientas necesarias para

comprender, analizar y crear el método analitico para el principio activo de interés.

I1.1 Formas farmacéuticas

Una forma farmacéutica es un producto farmacéutico proveniente de la
transformaciéon de una droga o sustancia activa, mediante procedimientos
tecnoldgicos especificos que le proporcionan caracteres fisicos y morfolégicos

particulares para facilitar su administraciéon y accion farmacologica. (4)

I1.1.1 Clasificacidn de formas farmacéuticas

[1.1.1.1 Formas farmacéuticas liquidas (4)

Las formas farmacéuticas liquidas para ser administradas por via oral comprenden
las soluciones acuosas, jarabes, elixires, emulsiones y suspensiones. Las
propiedades de este tipo de preparaciones dependen de los solventes o vehiculos
utilizados, de los agentes de sabor, olor, viscosidad y de la intencion terapéutica.
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11.1.1.2 Formas farmacéuticas semisolidas (4)

Son sistemas homogéneos o heterogéneos, dentro de ellos se encuentran los geles,

cremas, unglentos, pastas, polvos.

[1.1.1.3 Formas farmacéuticas transdérmicas (5)

Los sistemas transdérmicos son formas de dosificacion ideados para conseguir el
aporte percutaneo de principios activos a una velocidad programada, o durante un

periodo de tiempo establecido.

[1.1.1.4 Formas farmacéuticas solidas (5)

Son unidades de dosificacidon (tabletas o comprimidos) que contienen uno o varios
principios activos. Generalmente se obtienen por comprensiébn mecénica de
granulados o de mezclas de polvos, con la adicién, en la mayoria de los casos, de

diversos excipientes.

Podemos clasificar a las tabletas de administracién oral en tres grupos:

1. Tabletas no recubiertas.
2. Tabletas recubiertas.
- Con recubrimiento de azlcar.
- Con recubrimiento de pelicula fina.
3. Tabletas especiales.
- Efervescentes.
- De disolucion en la cavidad bucal: tabletas bucales y sublinguales

- Con recubrimiento gastroresistente o entérico.
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- De capas mudltiples.
- De liberacién controlada o modificada, que puede ser sostenida, retardada o
prolongada, lenta, rapida o acelerada, o pulsatil.

- Masticables.

En formas farmacéuticas solidas, los ensayos de disolucion permiten evaluar el
proceso durante su fabricacion, e identificar las variables criticas durante ese
proceso. También permite comparar y estudiar la calidad del producto farmacéutico
ademas de proporcionar valiosa informacion a la hora de predecir la

biodisponibilidad y bioequivalencia in vitro.

[I.2 Ensayos de disoluciéon

Los ensayos de disolucién son pruebas fisicoquimicas in vitro que permiten estudiar
el desempefio del producto farmacéutico. Esta metodologia analitica puede ser
aplicada en una gran variedad de formas farmaceéuticas. (6) EIl término disolucion
se define como una mezcla homogénea (monofasica) de dos o mas sustancias, en
la que el componente mayoritario suele denominarse disolvente y el o los

componentes minoritarios (sustancias disueltas) se llaman solutos. (7)

Inicialmente los ensayos de disolucion se desarrollaron para formas farmacéuticas
orales, pero ahora el rol del ensayo de disolucion se ha extendido al estudio de la
liberacién del principio activo de otras formas farmacéuticas como sistemas

semisolidos tépicos, transdérmicos y supositorios.

Por otra parte el ensayo de disolucion es empleado desde el comienzo del desarrollo

de la formulacion del medicamento y utilizado en fases posteriores a éste, porque
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permite el estudio de los mecanismos de liberacion del principio activo en las
formulaciones de liberacion controlada y no controlada permitiendo la obtencién de

un perfil de disolucion predeterminado y reproducible. (8)

[1.2.1 Ensayos de disolucién en formas farmacéuticas soélidas

Los ensayos de disolucién se comenzaron a realizar principalmente debido a que
los estudios de disgregacion no garantizaban que los medicamentos liberaran el
farmaco, ya que los comprimidos deben disgregarse para luego disolverse y ser

absorbidos en el tracto gastrointestinal (Figura 1).

7

Z

Figura 1. Proceso de disolucion de una forma farmacéutica solida.

En la Figura 1 se observar como ocurre la desintegracion de la forma farmacéutica
sélida fragmentandose en partes mas pequefias o granulos, al hacer contacto con
el medio disolvente, hasta llegar a disgregarse de tal manera que reduce los
granulos a particulas mucho mas pequefias para asi dispersarse entre las
moléculas del disolvente, formando una mezcla homogénea, que pueda ser
absorbido por el tracto gastrointestinal y ocurrir asi la difusién del principio activo en

solucion hacia el lugar de absorcion.
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El proceso de liberacion de un farmaco, contenido en una forma farmacéutica soélida,
mayoritariamente de administracion oral, se compone de varios subprocesos:
disgregacion de la forma agregada, disolucidon del farmaco en el medio, y por ultimo,
en el supuesto de haber sido administrado el medicamento a un organismo vivo, la
difusion del principio activo en solucion hacia el lugar de absorcion (paso a traves

de la membrana celular). (9)

En el tracto gastrointestinal, un farmaco que se disuelve es absorbido
instantaneamente, por lo que la concentracion de la disolucién del principio activo
en el liquido de la zona de absorcién, esta siempre muy lejos de la concentracion
de saturacién. Cuando se cumple esta condicion, es decir, la concentracion de
soluto es inferior al 10-20% de la concentracion de saturacion, se habla de condicion

de Exceso de Medio, también conocida con el anglicismo de condicion sink.

[1.2.3 Condicién de exceso de medio (Condicién Sink)

La Condicion Sink comprende todas aquellas técnicas que, de una u otra manera
permiten la eliminacion de la sustancia disuelta desde el medio de disolucion a
medida que ésta se va disolviendo, con el fin de mantener la concentracion

constante y aun nivel muy bajo.

La concentracién de una disolucion expresa la proporcion directa o indirecta que
existe entre el soluto y el disolvente. Cuando la cantidad de soluto es relativamente
grande respecto al disolvente se habla de disolucién concentrada, mientras que si

el soluto se encuentra en una proporcion baja se denomina disolucion diluida. (7)

Las condiciones sink existen cuando el volumen del medio de disolucion es de 5 a

10 veces mayor que el volumen requerido para hacer una solucion saturada de un
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farmaco. Si el farmaco es poco soluble en agua, es necesaria una gran cantidad de
medio de disolucion para asegurar la condicion sink. Para minimizar el efecto del
gradiente de concentracion y mantener estas condiciones, la concentracion del
principio activo no debe exceder del 10%-15% de su méxima solubilidad en el medio

de disolucién seleccionado.

Los procesos de disolucién de un farmaco se rigen por la ecuacion de Noyes-
Whitney. En 1897 Noyes y Whitney (Ecuacion 1) realizaron experimentos de
disolucién con sustancias moderadamente solubles en agua. Afirmaron que “la
velocidad a la cual una sustancia solida se disuelve en una solucion es proporcional
a la diferencia entre la concentracion de esta solucién y la concentracion de la

solucién saturada.”

‘(‘i_‘f = Kyw - S. (Cs — Cp) Ecuacion 1

i—? = Velocidad de disolucién

Kyw = Constante de disolucion

S = Area superficial del sélido

Cs = Concentracion de la solucién saturada

C; = Concentracion de la solucion a cualquier tiempo

Esta ecuacion describe la velocidad del proceso de disolucion de una sustancia en

medio liquido.

Bajo condiciones Sink la constante de velocidad de disolucion, se puede calcular

facilmente y representa un proceso cinético de orden cero, este orden cinético se
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observa cuando pequefias cantidades de producto solido se disuelven en un gran
volumen de disolvente. La cantidad de sdlido es tan pequefia con relacion al
volumen total del liquido, que la concentracion del farmaco disuelto no influye

practicamente, en el proceso cinético. (2)

[1.2.3.1 Procesos cinéticos de los perfiles de disolucion

11.2.3.1.1 Cinética de Orden cero

Este orden cinético puede observarse en los casos en la cual se procura disolver
una pequefa cantidad de producto sélido en un gran volumen de disolvente. En un
sistema como este, la cantidad de solido es tan pequefia con relacion al volumen
total del liquido, que la concentracién del farmaco disuelto no influye, practicamente,
en el proceso cinético, por lo tanto la reaccion puede considerarse de seudo orden
cero. En estos casos la velocidad de disolucion es independiente de la
concentracion del farmaco y puede presentarse cuando la cantidad disuelta no

exceda el 10% de la solubilidad del producto en el disolvente (C< 0.1< C). (10)

De la ecuacién de Noyes-Whitney (ecuacién 1), se puede simplificar la velocidad
del proceso de disolucion, bajo determinadas condiciones (cuando se trabaja en

condiciones sink) en:

dQ g
Frin Kyw.S (Ecuacion 2)

Si la superficie (S) del solido expuesta al medio de disolucion es constante, el
proceso de disolucion sigue una cinética de orden cero y la ecuacion se reduce a

(ecuacion 3).
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dQ .,
qr - Kyw (Ecuacion 3)

La integral de la ecuacion diferencial, si se considera la cantidad de farmaco

disuelto, es la expresion (ecuacion 4).

Q= K,.(t—ty) (Ecuacion4)

Si consideramos las cantidades de farmaco remanente en la forma farmacéutica que

lo contiene, la expresion seria la siguiente:

(Qw—0Q)= —K,.(t—ty) + Q. (Ecuacién5)

Siendo Q- la cantidad de farmaco disuelta a tiempo infinito, que coincide con la dosis
si la disolucion es total; Q la cantidad disuelta a cada tiempo; (Q- - Q) la cantidad de
farmaco remanente o no disuelto; Ko la constante de disolucion de orden cero, y to el

periodo de latencia o el tiempo que tarda en iniciarse el proceso de disolucion. (9)

Es posible observar este tipo de cinética en productos que se disuelven muy lentamente
y en los cuales, si bien el orden total corresponde a un proceso de primer orden, la
parte inicial de la curva de disolucion corresponde a una cinética de seudo orden cero.
Conforme a esta expresion, la velocidad con que el sélido se disuelve en el disolvente
es constante con el tiempo e independiente de la concentracién del soluto. Al
representar la cantidad que se va disolviendo (Q) en funcién del tiempo, se obtiene un
grafico con una recta cuya pendiente o inclinacion es la constante de velocidad del

proceso, como se indica en la Figura 2: (10)
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% disuelto
o

tiempo

Figura 2. Cantidad disuelta en funcion del tiempo en una cinética de orden cero.

11.2.3.1.2 Cinética de orden uno

Este tipo de cinética es probablemente la mas frecuente en los métodos llamados
"non sink". En estos métodos, a medida que la cantidad de farmaco en estado sélido
va disminuyendo, la solucién se va enriqueciendo con el soluto. Al ir aumentando la
concentracion de la solucion se enriquece la cinética de orden uno, en el cual la

velocidad de disolucion es funcion de la concentracion de farmaco disuelto. (10)

La cinética de primer orden implica que la superficie (S) de farmaco expuesta al
medio de disolucion varia a lo largo del proceso de disolucion en funcién de la

cantidad de farmaco remanente, sin disolver.

S=k.(Qw—Q) (Ecuacion6)

La ecuacion de Noyes-Whitney explica el proceso de disolucion de los farmacos,

cuando la cinética es de orden uno, queda simplificada a la ecuacion:
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C;_? =—K;.(Qw — Q) (Ecuacion7)

La integral de la expresion diferencial es una ecuacion exponencial:

(Qw — Q) = Qu.e” ¥(t7%) (Ecuacién 8)

Donde Q- es la cantidad de farmaco disuelta tiempo infinito, que coincide con la dosis
si la disolucion es total; Q es la cantidad de farmaco disuelta a cada tiempo; (Q« - Q)

es la cantidad de farmaco remanente en el lugar de disolucion, y Kq es la constante de

disolucién.

La ecuacién 8 se puede expresar en una transformada logaritmica:

n(Q,—Q)=nQ, — Ky(t—ty,) (Ecuacion9)

En los proceso de primer orden la cantidad de farmaco varia con el tiempo (Figura 3)

Concentration

—

Time

Figura 3. Cantidad disuelta en funcién del tiempo en una cinética de orden uno.
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11.2.4 Perfiles de disolucién

Los perfiles de disolucion permiten predecir la liberacion del farmaco in vivo a través
de la representacion de los porcentajes acumulado de farmaco disuelto en funcion
del tiempo, en formas farmacéuticas orales. (11) Se utilizan durante la optimizacion
de la forma farmacéutica, pruebas de estabilidad, control del proceso de produccién
y el establecimiento de similitudes entre una nueva formulacién genérica y una ya
existente. Es una guia util para orientar el desarrollo de una nueva formulacién

farmaceutica. (12)

[1.2.4.1 Comparaciones de los perfiles de disolucion

Las pruebas de disolucién comparativas se realizan utilizando productos de prueba
y referencia bajo una variedad de condiciones de prueba. Las condiciones de
prueba pueden incluir diversos medios de disolucion (pH 1 a 6,8), la adicion de un
surfactante y el uso de los aparatos 1y 2 con agitacion variada. La comparacion de
perfiles de disolucibn debe realizarse bajo condiciones idénticas para cada
producto. (12)

11.2.4.1.1 Enfoque independiente de modelo utilizando un factor de similitud

Un enfoque independiente de modelo sencillo utiliza un factor de diferencia (f1) y un

factor de similitud (f2) para comparar los perfiles de disolucién.

[1.2.4.1.1.1 Factor de diferencia (f1)

Calcula la diferencia porcentual (%) entre las dos curvas en cada punto temporal y
es una medida del error relativo entre las dos curvas. (Ecuacion 10) (13)
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[1.2.4.1.1.2 Factor de similitud (f2)

Es una transformacion de raiz cuadrada reciproca logaritmica de la suma del error
cuadrado y es una medicion de la similitud en la disolucion porcentual (%) entre las

dos curvas. (Ecuacion 11) (13)

1 —05 .
f, = 50 x log {[1 +(3) Zeman(Re —Te?|  x 100} Ecuacién 11.

Donde n es el numero de puntos de muestreo, R: es el valor de disolucién en cada
punto de muestreo para la formulacién de referencia en el tiempo t, y Tt es el valor
de disolucion de cada punto de muestreo para la formulacion de prueba en el tiempo

t.

Dos curvas se consideren similares cuando los valores de f1 estan cerca de 0, y los
valores de f2 cerca de 100. Por lo general, los valores de f1 de hasta 15 (0-15) y los
valores de f2 mayores de 50 (50-100) aseguran la igualdad o equivalencia de las

dos curvas.

Este método independiente de modelo es mas conveniente para la comparacion de
los perfiles de disolucion cuando hay tres a cuatro o mas puntos temporales de

disolucién disponibles. (13)
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Las condiciones para la realizacion de la pruebas de disolucién es el uso de
aparatos de disoluciéon sencillos, robustos, normalizados y que se realicen a nivel
mundial. Por lo cual se deben utilizar los aparatos de disolucion in vitro descritos en
la USP salvo que no sean satisfactorios para la prueba. Solo se deberan considerar
las mediciones, de los productos, si se alcanza una disolucion del 85% en ambos
productos. Para permitir el uso de los datos de los medios, los coeficientes de
variacion en los puntos temporales mas tempranos (p,€j., 15 minutos) no deberé ser

mas del 20% y en otros puntos temporales no debera ser mas del 10%. (13)

[1.2.5 Aparatos de disolucion descritos en la USP

Los aparatos de disoluciébn se encuentran descritos en el apartado <711>
"Disolucion " de la USP: (14)

Aparato 1: Cesta rotatoria o Canastilla.
Aparato 2: Paleta.
Aparato 3: Cilindro Oscilante.

Aparato 4: Celda de Flujo.

[1.2.5.1 Aparato 1: Cesta rotatoria o canastilla

El aparato consta de: un vaso, con o sin tapa, de vidrio u otro material inerte y
transparente; un motor, un eje propulsor metalico y una canastilla cilindrica. El vaso
ésta parcialmente sumergido en un bafio de agua adecuado de cualquier dimensién
conveniente o recibe calor de un dispositivo adecuado. El vaso es cilindrico y de
fondo semiesférico. Posee en un tubo de acero inoxidable tipo 316 o de otro material
inerte de 6-10.5 mm de didmetro, una cesta rotatoria de con malla 40. Algunos

inconvenientes que se presentan con el aparato 1: (1) Deformacion de la cesta, (2)
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Obstruccion de la malla por parte de particulas o excipientes, (3) Extrema
sensibilidad de los gases disueltos, (4) Flujo inadecuado debido a particulas

flotantes. En la Figura 4 podemos observar otras especificaciones de los elementos

de agitacion de la canastilla.

= . 63aBhse
9,4 a 10,0 mm
Orificio de ventilacion
2,0+ 0,5 mm de didmetro
Seguro de retencién con
3 lenglietas radiales a 120" entre si -~ I 51x05mm
. A 1
Abertura libre | |
02+10mm  — > i + [
- ’ Tamiz 0.D.
v N 222+10mm
o 7
370z +10mm | Tamiz con entramado soldado:
30mm mba"?t L | 0,22:0,31 mm de diametro del alambre
anieria || fd . con aberturas en el alambre de
0,36-0,44 mm,

7 ! [Nota-La malla podria alterarse

A | i X

. o N | ligeramente después de soldarla.]
[Nota-La méaxima desviacion permisible |

en“A” es +1,0 mm cuando la parte |

se gira sobre un eje lineal central con |

+

la cantastilla montada.] -

202+ 10mm - 250+ 30mm

Figura 4.Especificaciones de los elementos de agitacion de la canastilla. (14)

11.2.5.2 Aparato 2: Método de la Paleta

Contiene las mismas partes del Aparato 1, con excepcion de que se usa una paleta
compuesta por un aspa y un eje como elemento de agitacion. La paleta mide entre
3 y 5 mm de espesor y 83 mm de didametro y esta recubierta con un polimero
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fluorocarbonado. La paleta cumple con las especificaciones que se observan en la

Figura 5.

Diizrmedro de
.48 10,1 mm

NOTAS
{1} L dimeraiores A y B
a0 deben vanar en mas
o= 0,5 mim cuando esta Eﬁ
[peeza se gira soken &l eje
lineal cenira '
(2] Las tolerancias san de |
1

+ 1,0 mm, a8 menos que
S0 indique o canrano,

=

Radio 41,9 men ?

Aadis 1,2 tn,EW

19,0 min
+0,5 min

4,0 1,0 mm

. 1
L | [ |

S +
L—-——— 74,0 rmm a 750 mm ———O-I

Figura 5. Elemento de agitacion de la paleta

11.2.5.3 Aparato 3: Cilindro Oscilante

El equipo se compone de un grupo de vasos cilindricos de vidrio de fondo plano, un
grupo de cilindros oscilantes de vidrio, accesorios de un material inerte y mallas de

un material adecuado no absorbente ni reactivo, que se fijan a la parte superior e
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inferior de los cilindros oscilantes; un motor y una transmision que hacen oscilar los
cilindros. Los vasos se sumergen en un bafio de agua que permita mantener la

temperatura a 37 + 0,5 °C durante la prueba.

[1.2.5.4 Aparato 4: Celda de Flujo

El equipo se compone de un depésito y una bomba para el medio de disolucién, una
celda de flujo y un baino de agua que mantiene el medio de disolucién a 37 £ 0,5 °C.
La celda de flujo es de un material transparente e inerte, donde el medio de
disolucién es desplazado en direccién ascendente, por la bomba la cual debe

suministrar un flujo constante.

[1.2.6 Aspectos Generales del Ensayo de Disolucion

Las principales funciones del ensayo de disolucion podrian resumirse en: (2)

Optimizacion de la efectividad de la forma farmacéutica: Durante el desarrollo de un
producto y en la evaluacién de su estabilidad.

Guia para el desarrollo de nuevas formulacion en las diferentes etapas y procesos
de fabricacion.

Verificacion rutinaria de la calidad de la produccién para asegurar la uniformidad
entre los lotes producidos.

Ayuda a seleccionar excipientes.

Asiste en cumplir los requisitos legales.

Ayuda a controlar los parametros de manufactura:

a. Presion de Compresion

b. Densidad de la capa

c. Solvente residual
d

Nivel de humedad
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e Pruebas de Control de Calidad.

[1.2.7 Pruebas de disolucién de formas farmacéuticas soélidas de liberacion

inmediata

La absorcion de un farmaco desde una forma de dosificacion solida tras la
administracion oral depende de la liberacion de la sustancia medicinal, la disolucién
o solubilizacion del farmaco bajo condiciones fisioldgicas y de la permeabilidad por
el sistema gastrointestinal. Debido a la naturaleza critica de estos primeros dos
pasos, la disolucion in vitro puede ser relevante a la prediccién del rendimiento in
vivo. En base esta consideracién general, se utilizan las pruebas de disolucién in
vitro para las formas de dosificacion oral soélidas, como comprimidos y capsulas,
para (1) evaluar la calidad de un producto medicinal lote a lote; (2) guiar el desarrollo
de nuevas formulaciones; y (3) asegurar la calidad y el rendimiento del producto
después de ciertos cambios, tales como cambios en la formulacion, el proceso de
fabricacion, el sitio de fabricacién y el aumento en escala del proceso de fabricacion.
(15)

Se debe considerar la informacién concernente a la solubilidad, permeabilidad,
disolucién y farmacocinética de un farmaco al definir las especificaciones de las
pruebas de disolucion para el proceso de aceptacion del farmaco. También se debe
utilizar este conocimiento para asegurar la equivalencia continuada del producto,
asi como para asegurar la igualdad del producto bajo ciertos cambios de escala y

posteriores a la aprobacion.
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11.2.8 Sistemas de Clasificacién Biofarmacéutica

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) es un marco cientifico para
clasificar a las sustancias medicamentosas (principio activo) basandose en su
solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal. Cuando se combina con la
disolucion del producto farmacéutico, el SCB toma en cuenta tres factores
principales que rigen la tasa y el grado de la absorcion de los medicamentos de
liberacion inmediata de formas farmacéuticas sélidas: la disolucion, la solubilidad y

la permeabilidad intestinal.

Segun el SCB, las sustancias medicamentosas se clasifican de la siguiente manera:
Clase 1: Farmacos de Alta Solubilidad- Alta Permeabilidad.
Clase 2: Farmacos de Baja Solubilidad- Alta Permeabilidad.
Clase 3: Farmacos de Alta Solubilidad- Baja Permeabilidad.

Clase 4: Farmacos de Baja Solubilidad- Baja Permeabilidad. (16)

Esta clasificacion puede ser usada como base para establecer las especificaciones
de disolucién in vitro. El enfoque de SCB puede usarse para justificar las
bioexenciones a los ensayos de biodisponibilidad para las sustancias
medicamentosas altamente solubles y altamente permeables (clase 1) en formas
farmacéuticas orales sélidas de liberacion inmediata que presentan disolucion in
vitro rapida usando los métodos de ensayo recomendados por la USP. Los métodos
recomendados para determinar la solubilidad, la permeabilidad y la disolucion in

vitro se discuten a continuacion.
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[1.2.8.1 Solubilidad

La solubilidad de un farmaco se determina disolviendo la dosis unitaria mas alta de
farmaco en 250 mL de una solucion buffer a un pH entre 1,0 y 8,0. Se considera
gue un medicamento es altamente soluble cuando la dosis de mayor concentracion
es soluble en 250 mL o menos de medio acuoso. El volumen estimado de 250 mL
se deriva de los protocolos tipicos de los estudios de bioequivalencia que prescriben
la administracion de un producto farmacéutico a voluntarios humanos en ayunas

con un vaso (aproximadamente 8 onzas) de agua.

11.2.8.2 Permeabilidad

La permeabilidad se basa indirectamente en el grado de absorcién (fraccién de
dosis absorbida) de una sustancia medicamentosa en humanos y directamente en
las mediciones de la tasa de transferencias de masa a través de la membrana
intestinal humana. Alternativamente, pueden usarse sistemas no humanos capaces
de predecir el grado de absorcion del farmaco en los humanos (por ejemplo,
métodos de cultivo de células epiteliales in vitro). Se considera una sustancia
medicamentosa altamente permeable cuando se determina que el grado de la
absorcion en los humanos es un 90% o méas de una dosis administrada con base
en una determinacion de balance de masas o en comparacion con una dosis

intravenosa de referencia.

Los siguientes métodos pueden usarse para determinar la permeabilidad de una

sustancia medicamentosa desde el tracto gastrointestinal:

a. Estudios de perfusion intestinal in vivo en humanos.
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b. Estudios de perfusion intestina in vivo o in situ usando los modelos animales
apropiados.

c. Estudios de permeabilidad in vitro usando tejidos intestinales extirpados de
humanos o de animales

d. Estudios de permeabilidad in vitro a través de una monocapa de un cultivo de células

epiteliales.

11.2.8.3 Disoluciodn

Un producto de liberacion inmediata se considera de disolucion rapida cuando no
menos del 85% de la cantidad de la sustancia medicamentosa sefialada en la
etiqueta se disuelve en 30 minutos, usando Aparato | de la USP a 100 rpm (o el
Aparato Il a 50 rpm) en un volumen de 900 mL o menos en cada uno de los medios
siguientes: (1) 0,1 N HCI o Liquido Gastrico Simulado USP sin enzimas; (2) una
solucién buffer de pH 4,5; y (3) una solucién buffer de pH 6,8 o Liquido intestinal
Simulado USP sin enzimas.

[1.2.3 Disefio de la metodologia analitica

Las especificaciones para desarrollar y validar los procedimientos de disolucion
aparecen en el apartado <1092> de la USP. Estos procedimientos son pruebas de
desempeiio aplicable a muchas formas farmacéuticas, que aporta datos que
permiten la aceptacion o rechazo, con respecto a los criterios de aceptacion, los

cuales se basan en una decision de la autoridad regulatoria. (17)

Los procedimientos de disolucion requiere de un aparato, un medio de disolucién y
condiciones de prueba que provean un método discriminatorio lo suficientemente

resistente (capaz de distinguir cambios significativos en la composicion o en el
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proceso de fabricacion que puede esperarse afecten el desempefio in vivo) y
reproducible para las operaciones diarias y capaz de ser transferidos entre

laboratorios.

Los criterios de aceptacion deben ser representativos de varios lotes con la misma
composicidbn nominal, el mismo proceso de fabricacién y deben también ser

representativos del desempefio en estudios de estabilidad.

Con respecto a la estabilidad, la prueba de disolucién debe reflejar adecuadamente
los cambios de mayor importancia que sufre el farmaco en el tiempo, causados por

la temperatura, humedad, fotosensibilidad y otros factores de estreés.

Una prueba disefiada adecuadamente debe dar como resultado datos que no sean
demasiado variables asi como no deben estar asociados a pruebas de estabilidad
significativos de la solucion analitica. Los resultados de disolucion pueden
considerarse demasiado variables si la desviacion estandar relativa (RSD, por sus
siglas en inglés) es mas de 20% a los 10 minutos o0 menos y mas de 10% a tiempos

mayores. (17)

Cuando el método para el ensayo de disolucion no aparece reportado en la USP es
necesario realizar el desarrollo del mismo. A continuacién se presentan los aspectos

a considerar para el disefio de la metodologia analitica.

11.3.1 Medios de disolucién

Dos propiedades claves del producto farmacéutico son la solubilidad y la estabilidad
del farmaco en solucidon en funcién del valor de pH. Cuando se selecciona la

composicion del medio, se debe evaluar la influencia de las soluciones



43

amortiguadoras, el valor de pH y los surfactantes respecto a la solubilidad y la

estabilidad del farmaco.

Por lo general, cuando se desarrolla un procedimiento de disolucion, una meta es
tener condiciones de exceso de medio (condicién sink), definido como el volumen
del medio igual a por lo menos tres veces el requerido para formar una solucién
saturada del farmaco. Cuando la condicion de exceso de medio esta presente,
existiran mayores probabilidades de que los resultados de disolucion reflejen las

propiedades de la forma farmacéutica. (16)

Segun el SCB para productos farmacéuticos de liberacién inmediata se consideran
los estudios de disolucion bajos los siguientes medios: (1) 0,1 N HCI o liquido
gastrico sUSP sin enzimas; (2) una solucion buffer de pH 4,5; y (3) una solucion

buffer de pH 6,8 o liquido intestinal simulado USP sin enzimas. (16)

El aparatado <1092> indica que los medios tipicos para disolucién pueden incluir
los siguientes elementos (no se mencionan en orden de preferencia): acido
clorhidrico diluido, soluciones amortiguadoras en el rango de pH fisiologico entre 1,2
y 7,5, fluido intestinal o gastrico simulados (con o sin enzimas), agua y surfactantes.
(17)

11.3.2 Volumenes de medio de disolucion

Para aparatos con canastillas o paletas, el volumen del medio de disolucion
normalmente se encuentra entre 500 mL a 1000 mL, siendo 900 mL el volumen mas

comun. Puede aumentarse el volumen entre 2 y 4 L, empleandose recipientes mas
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grandes y dependiendo de la concentracion y de la condicion de exceso de medio

del farmaco; el empleo de este procedimiento debe justificarse. (16)

11.3.3 Eleccion del aparato disolutor

La eleccidn del aparato se basa en el conocimiento que se tenga sobre el disefio de
la formulacién y los aspectos practicos del desemperio de la forma farmacéutica en
el sistema de la prueba in vitro. El aparato 1 y aparato 2 son los que se utilizan con

mayor frecuencia para las formas farmacéuticas solidas.

11.3.4 Agitacion

Para capsulas o tabletas de liberacion inmediata, los aparatos de mayor uso son el

aparato 1 a 100 rpm o el aparato 2 a 50 0 75 rpm.

11.3.5 Duracion del ensayo de disolucién

Para las formas farmacéuticas de liberacion inmediata, la duracion del
procedimiento es usualmente entre 30 y 60 minutos. De los cuales se deben
seleccionar suficientes tiempos para una adecuada caracterizacion de la fase
ascendente y de la fase de meseta de la curva de disolucion. De acuerdo con el
SCB los farmacos altamente solubles y de alta permeabilidad formulados como
productos que se disuelven rapidamente no requieren estar sujetos a un perfil de
comparacion si demuestran una liberacion de 85% o mas de la sustancia activa
dentro de 15 minutos. Para estos tipos de productos solamente se requiere una
prueba de un solo punto. Sin embrago, la mayoria de los productos no caen dentro
de esta categoria. Los perfiles de disolucion de productos de liberacion inmediata
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por lo general presentan un incremento gradual que alcanza entre 85% y 100% en
un periodo de aproximadamente entre 30 y 45 minutos. De este modo, los tiempos
de disolucion en el rango de 15, 20, 30, 45 y 60 minutos son comunes para la mayor

parte de los productos de liberacion inmediata. (16)

11.3.6 Muestreo

En el muestreo anual se emplean jeringas de plasticos o de vidrio, una canula de
acero inoxidable que usualmente es curva para permitir el muestreo del vaso, un

filtro y/o un soporte para el filtro.

Habitualmente se requiere la filtracion de las muestras de disolucion para prevenir
que las particulas no disueltas del farmaco entren en la muestra en analisis y luego
se disuelvan. También, la filtracién remueve los excipientes insolubles que de otra

manera pueden causar un fondo o turbidez significativos. (16)

[1.3.7 Analisis quimico de las muestras obtenidas en el ensayo de disolucion

Usualmente la valoracion de una muestra de disolucion es una determinacion
espectrofotométrica o por cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). El método
preferido de analisis es la determinacion espectrofotométrica puesto que los
resultados se pueden obtener rapidamente, el analisis es sencillo y se emplean

menos disolventes. (16)



46

[1.3.7.1 Espectrofotometria de Absorcion molecular Ultravioleta y Visible.

La espectroscopia molecular se emplea mucho en la identificacidén y determinacion
de muchas especies inorganicas, organicas y bioguimicas. La espectroscopia de
absorcion molecular ultravioleta y visible se emplea en el andlisis cuantitativo y es

probable que sea la técnica més utilizada. (18)

La absorcion de radiacion ultravioleta y visible por parte de las moléculas ocurre en
una o mas bandas de absorcion electronicas muy juntas, que consisten en un gran
namero de lineas de rotacion y vibracion relacionados con los estados electronicos

excitados de las moleculas.

La absorcion de radiacion por moléculas organicas resulata de la interaccion de los
fotones y electrones que participan de manera directa en la formacién de enlaces o
gue se localizan en torno a atomos como los de oxigeno, azufre, nitrégeno y
halégenos. Depende de la fortalezas de los enlaces de sus electrones y absorben

en la region de longitud de onda entre 180 y 780 nm.

Los grupos funcionales organicos no saturados que absorben en las regiones
ultravioleta y visible se denominan cromoforos. Los compuestos organicos
saturados que contienen heteroatomos, como el oxigeno, nitrégeno, azufre o
halégenos, poseen electrones no compartidos que pueden excitarse absorbiendo
radiacion en el intervalo de 170 a 250 nm. En ocasiones, la absorcion en esta region
se emplea para determinar compuestos que contienen halégenos y azufre.Las
medidas espectrofotométricas con radiacion ultravioleta son Utiles para la deteccién

de grupos cromoforos.
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Para obtener espectros en el ultravioleta con fines cualitativos se suelen emplear
disoluciones diluidas del analito. Un disolvente para espectroscopia ultravioleta y
visible debe ser transparente en la regién del espectro donde el soluto absorbe y
debe disolver una cantidad suficiente de la muestra para poder obtener un espectro
de analito bien definido. Se deben considerar las posibles interacciones del

disolvente con las especies abdorbentes.

La espectroscopia de absorcion basada en la radiacion ultravioleta y visible es una
de las herramientas mas utiles. Las caracteristicas importantes de los metodos

espectrofotometricos son:

e Aplicabilidad: Gran cantidad de especies inorganicas, organicas y bioquimicas
absorben radiacion ultravioleta-visible y, por consiguiente, se prestan asi para la
determinacion cuantitativa directa.

e Alta sensibilidad: Los limites de deteccién varian en el intervalo entre 104y 10°
M.

e Selectividad moderada a alta: Con frecuencia, se puede determinar una longitud
de onda en la que so6lo absorbe el analito sin separaciones previas.

e Buena Exactitud: los errores relativos de concentracion se ubican entre 1y el
5%.

e Facilidad y comodidad.

11.3.7.2 Metodos Cromatograficos

La cromatografia es un método que permite la separacién, identificacion y
determinacion de los componentes quimicos en mezclas complejas. Es una tecnica

en la cual los componentes se separan a partir de las diferencias de velocidad a la
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que son tranasportada a través de una fase fija 0 estacionaria por una fase movil

gaseosa o liquida. (19)

La Fase estacionaria es la sustancia que se fijja en una posicion durante la
cromatografia. Las separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion o
intercambio i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. La Fase movil se
mueve a través de la fase estacionaria, arrastrando consigo las mezclas de analitos,

y puede ser un gas, liquido o un fluido supercritico.

Los métodos cromatogréaficos son de dos tipos: (1) cromatografia de columna,
donde la fase estacionaria esta contenida en un tubo estrecho y se fuerza el paso
de la fase movil a través del tubo, a presion o por gravedad. (2) En cromatografia
plana, la fase estacionaria esta sostenida sobre una placa plana o en los poros de
un papel. En este tipo de cromatografia, la fase movil se desplaza a través de la

fase estacionaria por capilaridad o por efecto de la gravedad. (19)

Existe una clasificacion para los métodos cromatograficos de columna, segun la
naturaleza de la fase mévil utilizada y se divide en tres categorias: (1) Cromatografia
de gases, (2) Cromatografia Liquida y (3) Cromatografia de fluidos supercriticos.

Siendo las dos primeras las de mas utilidad en la industria.

La cromatografia de gases es Util para gases o para compuestos relativamente
volatiles lo que incluye a numerosos compuestos organicos. En el caso de
compuestos no volatiles se recurre a procesos denominados de "derivatizacion”, a

fin de convertirlos en compuestos volatiles en las condiciones de analisis.
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[1.3.7.2.1 Cromatografia Liquida

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacién basada en una fase
estacionaria soélida y una fase movil liquida. Permite cuantificar los analitos
presentes en una muestra, a través de la migracion diferencial del analito en un

sistema dinamico formado por la fase estacionaria y movil. (19)

Dentro de la Cromatografia liquida destaca la cromatografia liquida de alta

resolucién (HPLC) que es la técnica cromatografica mas empleada en la actualidad.

11.3.7.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion se ha convertido en una herramienta
analitica indispensable. Es el tipo de cromatografia de elucion mas versatil y
ampliamente utilizado, para separar y determinar especies en diversos materiales

organicos, inorganicos y biolégicos.

Es la técnica de separacion mas utilizada en la actualidad debido a su gran
aplicabilidad a diferentes tipos de sustancias, alta capacidad de separaciéon de
mezclas de analitos y determinaciones cuantitativas exactas. HPLC utiliza una
presion elevada para forzar al disolvente a que pase por una columna que contiene
particulas muy finas, consiguiendo separaciones de analitos a una gran resolucién.
(19)

El resultado que se obtiene es un grafico que recibe el nombre de cromatograma.
En él se representa una sefial dependiente de las moléculas presentes en la

muestra en funcion del tiempo. Este cromatograma presenta picos que son Utiles
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para el andlisis cualitativo basado en la posicion de los picos en el eje del tiempo,
identificando los distintos componentes de la muestra; y para el analisis cuantitativo
donde el area bajo los picos proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de

cada especie.

En HPLC se emplean sistemas automatizados que permiten la inyeccion continua
de volumenes variables, un sistema de bombeo capaz de generar presiones de
hasta 6000 psi y velocidades de flujo de 0.1- 10 mL/min, columnas para
cromatografia liquida usualmente elaboradas con tubos de aceros que permiten la
separacion de los analitos y de un detector que produce una respuesta lineal de los

analitos presentes en la muestras.

Los tipos de cromatografia liquida de alta resolucién suelen calificarse segun el
mecanismo de separacion o el tipo de fase estacionaria. Estos comprenden: (1)
Cromatografia de reparto o de liquido-liquido, (2) Cromatografia de adsorcion o de
liquido-solido, (3) cromatografia de intercambio de iones o idGnica, (4) cromatografia

de exclusion molecular, (5) cromatografia de afinidad y (6) cromatografia quiral. (19)

Cromatografia de adsorcion: Esta basada en la adsorcion de especies de analitos
en una superficie solida. La fase estacionaria es la superficie de un sélido polar
finalmente dividido, con este tipo de empaquetamiento el analito compite con la fase
movil por los sitios sobre la superficie del empaquetamiento y la retencion se debe

a la fuerza de adsorcion.

Se utiliza para la separacion de compuestos altamente polares insolubles en
solventes polares. Los solventes muy polares tienden a desactivar la fase
estacionaria, al punto que se debe evitar el agua. Fundamentalmente se aplica en

muestras solubles en solventes no polares o moderadamente polares, en
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separaciones de compuestos organicos relativamente no polares ni hidrosolubles

cuya masa molecular es menor de unos 5000.

Cromatografia de intercambio i6nico: Es un método que permite la separacion
de moléculas basada en sus propiedades de carga eléctrica. Se compone de dos
fases: la fase estacionaria o intercambiados ionico, y la fase moévil. La fase
estacionaria insoluble lleva en la superficie cargas electrostéticas fijas, que retiene
contra iones moviles que pueden intercambiarse por iones de la fase maovil, la cual
suele ser una disolucién acuosa con cantidades moderadas de metanol o un
disolvente organico miscible con agua que contiene especies iénicas, generalmente
en forma de buffer. Los iones de la fase movil compiten con los analitos por los sitios

activos de la fase estacionaria.

Cromatografia de exclusion molecular: Es una técnica poderosa, particularmente
aplicable a especies de alto peso molecular. EI empaquetamiento de la columna
consiste en pequefias particulas de silice o polimeros que contienen una red de
poros uniformes, en los cuales pueden difundirse las moléculas de soluto y
disolvente. Mientras estan en los poros, las moléculas estan atrapadas de manera
efectiva y eliminada del flujo de la fase movil, el fraccionamiento se basa en el
tamafio molecular. En esta separacion cromatografica no ocurren interacciones

fisicas o quimicas entre los analitos y la fase estacionaria.

Cromatografia de afinidad: Consiste en enlazar de manera covalente un reactivo,
llamado ligando de afinidad, a un soporte sdélido. Entre los ligandos de afinidad
usuales se encuentran los anticuerpos, inhibidores enzimaticos u otras moléculas
gue se enlazan de manera reversible y selectiva a las moléculas del analito en la
muestra. Cuando ésta pasa por la columna, se retienen sélo las moléculas que se
enlazan de manera selectiva con el ligando de afinidad. Las moléculas no enlazadas
pasan por la columna arrastradas por la fase movil. Después de retirar las moléculas

no deseadas, es posible la elucién de los analitos retenidos, al cambiar las
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condiciones de la fase mdvil. La fase estacionaria de la cromatografia de afinidad

es un solido, en el cual se inmoviliza el ligando de afinidad.

Su uso principal es el aislamiento rapido de biomoléculas en trabajos preparativos.

Cromatografia quiral: En esta separacion se requieren fases estacionarias quirales
o aditivos quirales de fase movil. La formacion de un complejo entre el agente de
resolucion quiral (fase estacionaria o aditivo) y uno de los dos isdbmeros

preferentemente da lugar a la separacion de los enantiomeros.

Cromatografia de par i6nico: es un subconjunto de la cromatografia de fase
reversa en la que se separan especies facilmente ionizables en columnas de fase
reversa. La fase inversa se recubre dinamicamente por grupos ionicos, los cuales
son afiadidos a través de la fase movil. Este tipo de cromatografia posee una fase
movil constituida por un buffer y un reactivo iénico. El contraion es de una cadena
organica relativamente larga y de carga opuesta al ién del analito que se desea
determinar. En su area de aplicacion compite con la cromatografia de intercambio

idnico.

Cromatografia de reparto: Es el tipo de cromatografia mas usado de HPLC, en el
que la fase estacionaria es un segundo liquido inmiscible con la fase movil liquida.
La cromatografia de reparto puede dividirse en variantes liquido-liquido y de liquido-
fase enlazada, la diferencia entre estas dos radica en la forma de mantener la fase

estacionaria sobre las particulas de soporte de empaquetamiento. (19)

Los empaquetamientos de fase enlazada se preparan por reaccion de un organo
clorosilano con los grupos —OH formados en la superficie de particulas de silice por
hidrolisis en acido clorhidrico diluido caliente. Este empaquetamiento tiene la

ventaja de una estabilidad mucho mayor que las fases estacionarias que se
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mantienen inmoviles fisicamente, estas Ultimas precisan el recubrimiento periddico
de la superficies sélida, ya que la fase estacionaria se disuelve gradualmente en la
fase movil. Ademas, la elucion en gradiente no resulta practica con
empaquetamientos de liquido-liquido, de nuevo a causa de las pérdidas por
solubilidad en la fase movil.

Es posible distinguir dos tipos de cromatografia de reparto, segun la polaridad
relativa de la fase movil y estacionaria, (1) Cromatografia en fase normal y (2)

Cromatografia en fase reversa.

En la cromatografia en fase normal la fase estacionaria es de caracter polar y la
fase movil apolar, donde los componentes menos polares eluyen primero y al
aumentar la polaridad de la fase modvil disminuyen el tiempo de elucion.
Contrariamente en la cromatografia en fase reversa ocurre primero la elucién del
componente mas polar, al incrementar la polaridad de la fase movil aumentan el
tiempo de elucién. En este tipo de esta cromatografia la fase estacionaria posee

caracter no polar, mientras que la fase movil tiene caracter polar. (19)

I1.4. Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método analitico es un procedimiento que permite demostrar
por medio de pruebas cientificas que un método analitico tiene las caracteristicas
de desempefio que son adecuadas para cumplir los requerimientos de las
aplicaciones analiticas pretendidas. Implicando la demostracion de la determinacién
de las fuentes de variabilidad y del error sisteméatico y al azar de un procedimiento,

no solo dentro de la calibraciéon sino en el analisis de muestras reales
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La validacion de los procedimientos analiticos estan regidos bajo el apartado

<1225> de la USP, correspondiente al compendio de validacion de procedimientos

el cual comprende las caracteristicas analiticas de alto rendimiento de exactitud,

precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, rango de

linealidad, robustez y adecuacion del sistema; asi como los datos elementales para

la validacion del andlisis basado en una categoria dada. (20)

Tabla 1. Datos Elementales Requeridos para Validacion

] Categoria ll
Parametros de Categoria Categoria | Categoria
~ . Analisis Pruebas
desempefio analitico I o I v
Cuantitativos de Limites
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccién No No Si * No
Limite de No Si No * No
cuantificacion Si Si No * No
Linealidad Si Si * * No
Intervalo

*Puede requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica. (20)

Las diferentes categorias mencionadas en la tabla 1 indican que se requiere para

cada meétodo analitico en particular, a continuacion se describe a que corresponde

cada categoria:

Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes

principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes)

en productos farmacéuticos terminados.
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Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y pruebas de

l[imite.

Categoria lll: Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas
de desemperio (por ejemplo: disolucion, liberacién de farmacos, etc.).

Categoria IV: Pruebas de identificacion.

I1.4.1. Parametros de desempefio analitico evaluados en la validacion de

métodos

11.4.1.1. Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que
es aceptado convencionalmente como valor verdadero o un valor de referencia y el
valor experimental encontrado. Se expresa como porcentaje de recuperacion en la
valoracion de una cantidad conocida de analito afiadida sobre la muestra o como la
diferencia entre la medida obtenida y el valor aceptado como verdadero junto a los

intervalos de confianza. (21)

11.4.1.2 Precision

La precision expresa el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie
de medidas de tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea en las

condiciones prescritas. (21)
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11.4.1.2.1 Repetibilidad

La Repetibilidad se determina repitiendo las mediciones de las soluciones muestra
y/o estandar. Se puede medir al calcular la Desviacion Estandar Relativa (RSD) de
inyecciones multiples o lecturas espectrofotométricas para cada solucién estandar

0 a partir de la exactitud o de los datos de la linealidad. (16)

Deberia evaluarse utilizando: (a) un minimo de 9 determinaciones que cubre el
rango especificado para el procedimiento, o (b) un minimo de 6 determinaciones al
100% de la concentracion del ensayo. (21)

11.4.1.2.2 Precisiéon intermedia

La medida en que se debe establecer la precision intermedia depende de las
circunstancias en las que se destina el procedimiento a utilizar. Se debe establecer
los efectos de eventos aleatorios sobre la precision del procedimiento analitico.
Variaciones tipicas para ser estudiados incluyen dias, los analistas, equipo, etc. No
se considera necesario estudiar estos efectos de forma individual. Se recomienda

el uso de un disefio experimental. (21)

11.4.1.2.3 Reproducibilidad

Debe ser considerado en el caso de la estandarizacion de un procedimiento
analitico, por ejemplo, para la inclusion de procedimientos en las farmacopeas.
Estos datos no son parte del expediente de autorizaciéon de comercializacion. Se
evalua por medio de un ensayo de laboratorios. (21)
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11.4.1.2.4 Datos recomendados

La desviacion estandar, desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion y el
intervalo de confianza debe ser reportado para cada tipo de precision. (21)

11.4.1.3 Especificidad

Una investigacion de la especificidad debe llevarse a cabo durante la validacion de
las pruebas de identificacion, la determinacion de impurezas y el ensayo. Los
procedimientos utilizados para demostrar la especificidad dependeran del objetivo

previsto del procedimiento analitico.

No siempre es posible demostrar que un procedimiento analitico es especifico para
un analito particular (discriminacion completa). En este caso se recomienda una
combinacion de dos o mas procedimientos analiticos para alcanzar el nivel

necesario de discriminacion. (21)

Es necesario para demostrar que los resultados no estan indebidamente afectados
por los ingredientes del placebo, otros farmacos activos o productos de

degradacion.

El placebo esta constituido por todos los excipientes y recubrimientos (tintas,
dispositivos de sumersion y cubiertas de capsulas se incluyen también cuando

correspondan) sin el ingrediente activo. (22)
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11.4.1.4 Limite de deteccidon

Se define el limite de deteccién como la magnitud minima que puede detectarse en
un ensayo pero no cuantificarse con un valor exacto. El limite de deteccion puede

ser expresado como:
Lo =3 0/S

Donde o es la desviacion estandar de la respuesta y S la pendiente de la curva de

calibracion.

La estimacion de ¢ puede hacerse tanto por la curva de calibracion o en la

desviacion estandar de diferentes lecturas del blanco de reactivos. (21)

11.4.1.5 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién es la menor concentracién o contenido de analito que
puede ser cuantificado, con una incertidumbre aceptable, en las condiciones
experimentales descritas en el método. El limite de cuantificacion puede ser

expresado como:

Lo =10 0o/S

Donde o es la desviacion estandar de la respuesta y S la pendiente de la curva de

calibracion.

Al igual que en el limite de deteccidn, la estimacion de o puede hacerse tanto por la
curva de calibracion o en la desviacion estandar de diferentes lecturas del blanco

de reactivos. (21)
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11.4.1.6 Linealidad e Intervalo

Es la capacidad que tiene un método analitico para proporcionar resultados que son
directamente proporcionales a la concentracion del analito en la muestra dentro de
un rango establecido. (23) La linealidad e intervalo se establecen habitualmente
preparando soluciones del farmaco, pudiendo abarcar desde una concentracion
inferior a la mas baja concentracion esperada hasta una concentracion mayor de la

concentracion mas alta durante la liberacién (16)

11.4.1.7 Robustez

La evaluacion de robustez, es decir el estudio del efecto de cambios pequefios y
deliberados en las condiciones de disolucion, por lo general se hace en las etapas
finales del desarrollo del producto. Los parametros sujetos a variaciones dependen

del procedimiento de disolucién y del tipo de andlisis. (16)

I1.5 Criterios de aceptacion USP para procedimientos de Disolucién.

Los criterios de aceptacion caracteristicos de la cantidad disuelta de ingrediente
activo, expresada como un porcentaje del contenido declarado (Q) se encuentra en
el intervalo de 75% a 80% disuelto. Por lo general, no se usa un valor Q que supere
el 80%, ya que se deben tener en cuenta los intervalos de valoraciéon y la

uniformidad del contenido. (20)

Para los ensayos de disolucion los criterios de aceptacion, dependen, del tipo de
forma farmacéutica sélida a estudiar (Liberacion inmediata, liberacion prolongada,

etc.), por lo cual los criterios son diferentes.
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En la Tabla 2 se presentan los criterios de aceptacion para formas farmacéuticas de

liberacion inmediata.

Tabla 2. Tabla de aceptacion para formas farmacéuticas de liberacion inmediata

de la USP.

N° de Unidades

Etapa Analizadas Criterios de Aceptacion
S1 6 Ninguna unidad es menor que Q + 5%
El promedio de 12 unidades ( S1 + S2) es
S2 6 igual o mayor que Q, y ninguna unidad es
menor que Q — 15%
El promedio de 24 unidades (S1 + Sz + S3)
s, 12 es igual o mayor que Q, no mas de 2

unidades son menores que Q -15%, y

ninguna unidad es menor que Q — 25%.

La cantidad, Q, es la cantidad de ingrediente activo disuelto, especificada en la

monografia individual, expresada como un porcentaje del contenido declarado de la

unidad de dosificacion; los valores de 5%, 15% y 25% en la Tabla 2 son los

porcentajes del contenido declarado, de forma que estos valores y Q estén

expresados en unidades equivalentes. (17)

En la actualidad no existen reportados metodologias de disolucion para el

Tiocolchicésido que permitan determinar si los medicamentos comercializados en

la Republica Bolivariana de Venezuela cumplen con los criterios de aceptacion
dados por la USP.
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I1.6 Tiocolchicésido

El Tiocolchicésido (THC) quimicamente se denomina como N-[3-(B-
Dglucopiranoxiloxi)-5, 6, 7, 9-tetrahidro- 1, 2-dimetoxi- 10(metilo) 9-oxobenzo [a]
heptalen-7il] acetamida. La formula empirica C27H33sNO10S. Posee un peso
molecular relativamente alto (563 g/mol) y una alta solubilidad en agua (16,1 mg/

mL). (24)

Figura 6. Estructura Molecular del Tiocolchicésido.

El Tiocolchicésido es un derivado semi-sintético sulfurado de colchicosido, un
glicésido natural obtenido del Colchicum autumnale, y se diferencia de este ultimo
por la presencia de un grupo tiometil en sustitucion de un grupo metoxi. Este
farmaco posee un potente efecto relajante sobre el musculo estirado y tiene efectos
analgésicos y antiinflamatorios, por lo tanto es una opcién adecuada para el
tratamiento de diversas condiciones traumaticas, ortépedicas y reumaticas,

asociados al dolor y espasmos de la musculatura esquelética. (25)

Es un antagonista de los receptores acido y-aminobutirico (GABA) del sistema
nervioso central ya que actla sobre la contractura muscular mostrando una afinidad

selectiva por los receptores presinapticos del acido gamma amino butirico (GABA);
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es decir, potencia el efecto inhibidor GABA, sobre todo tipo de GABA-A, localizados
en las neuronas de la médula espinal. Al parecer actla principalmente a nivel de
los receptores de la médula espinal por lo que carece de efectos sedante. Su accién
miorrelajante se manifiesta también sobre muasculos viscerales particularmente
sobre el utero. No provoca paralisis ya que no modifica la movilidad voluntaria, no

actua sobre el sistema cardiovascular y no produce riesgo de paro respiratorio.

Estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos efectuados en individuos sanos
demuestran que luego de la administracion oral, el Tiocolchicosido exhibe una
rapida y satisfactoria absorcion gastrointestinal, la cual comienza a nivel gastrico y

no se altera en presencia de alimentos.

En la Republica Bolivariana de Venezuela el Tiocolchicésido es una especialidad
farmacéutica que se consigue con o sin prescripcion facultativa con el nombre de
diferentes marcas o laboratorios. A continuacion se presenta un listado del Instituto
Nacional de Higiene "Rafael Rangel" (INHRR) donde se pueden apreciar las
distintas presentaciones farmaceuticas de Tiocolchicosido fabricadas en el pais, asi

como sus nombres comerciales.
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Tabla 3. Listado de especialidades farmacéuticas de Tiocolchicosido registradas

en la Gerencia Sectorial de Registro y Control.

Nombre del Producto Fabricante
Coltrax 4 mg Comprimidos SANOFI-AVENTIS de Venezuela
Colval 4 mg Comprimidos Laboratorios VALMOR, C.A
Eusilen 4 mg Comprimidos Laboratorios COFASA S.A
Tiocolvar 4 mg Comprimidos INFINITY PHARMA XXI, C.A.
Tiocol 8 mg Tabletas recubiertas Laboratorios LA SANTE C.A
Tiocolchicosido 4 mg Tabletas SM PHARMA, C.A.
Tiocolchicosido 4 mg Tabletas Medicamentos genéricos R.X.
Tiocolchicosido 4 mg Tabletas Orbis pharmaceutical, C.A.
Tiocolchicosido 4 mg Tabletas SOLGEN C.A.
Tiocolchicosido 4 mg Tabletas Calox international, C.A.
Tiocolchicosido 4 mg Tabletas Laboratorios LA SANTE C.A
Tiocolchicésido 4 mg Comprimidos Genérico de calidad GC, C.A
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[ll. ANTECEDENTES

[ll. 1 Validacién de la estabilidad indicada por el método RP-HPLC para la
determinacion y estudio de disolucion In Vitro simultanea de Tiocolchicosido
y Diclofenac potéasico de dosis de tabletas.

Suraj, J., S.R. Butle., SachinP., P.K. Jagtap. (2011)

Estos autores desarrollaron un método simple, rapido y robusto, usando la técnica
RP-HPLC para medir Tiocolchicésido (TH) y Diclofenac de potasio (DP) a una
longitud de onda de 258 nm, con el fin de evaluar el ensayo y perfil de disolucién in

vitro del farmaco desde la formulacién de comprimido.

Las tabletas y el placebo de las tabletas de TH y DP fueron suministrados por
Wockhardt Ltd., Aurangabad, India. Utilizaron agua desionizada de alta pureza de
Millipore, Mili-Q sistema de purificacion (Bedford, MA, EE.UU) y filtros de nylon de

0,45 um de Advanced Micro Devices.

Utilizaron un sistema de HPLC (Waters Milford, EE.UU) equipado con una funcion
de auto-muestrador y bomba de gradiente cuaternario con un desgasificador en
linea. Para la deteccion se utiliz6 un control de temperatura para la columna, un
detector de fotodiodos PDA (2996) y un detector de longitud de onda dual (2487),
los datos cromatograficos se obtuvieron usando un software 2 Empower. Todos los
experimentos de disolucion lo llevaron a cabo usando un instrumento de disolucion

unido a un automuestreador.

Fase moévil: Composicion variable de disolvente A (Fosfato de di hidrégeno de sodio
de 5mM, pH= 2,5) y disolvente B (Metanol).
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Flujo: 1 mL/min.
Volumen de Inyeccién: 20 pL.
Deteccion: PDA rango 200-400 nm.

Columna: Zorbax SB CN 250 nm x 4,6 mm, 5 um (Agilent technology, USA).

Procedimiento experimental: Los autores prepararon una serie de patrones de
Tiocolchicésido en el rango de 0,4-13,19 ug/mL y de Diclofenac de potasio entre
2,7-82,50 pg/mL para los estudios de disolucion in vitro, realizaron un gréfico de
concentracion de farmacos versus la repuesta del area de pico. Para obtener el

sistema idéneo realizaron cinco inyecciones de las soluciones estandar mezcladas.

Se evaluaron seis tabletas, utilizando para ello un disolutor calibrado con paletas a
50 rpm a una temperatura de 37 = 0,5 'C. Se emplearon 900 mL de medio de
disolucién para cada tableta, la composicion del medio de disolucion fue una
solucién de buffer pH 6,8. Los tiempos de muestreo fueron 5, 10, 15, 30, 45, 60
minutos. En cada tiempo tomaron 10 mL de muestra de cada recipiente con un

muestreador automatico y filtraron a través de filtros de nylon de 0,45 um.

El objetivo principal del estudio fue analizar los farmacos polares con suficiente
resolucién en un tiempo de andlisis razonable. Consideraron las diferencias de los
pKa de ambas moléculas, (Tiocolchicosido pKa= 10 mientras que el Diclofenac de

potasio pKa= 4) probaron las siguientes fases moviles con gradiente de elucion:

a) Metanol y buffer fosfato, este buffer estaba compuesto por KH2POa4, K2zHPO4, 0,3
M y ajustado a diferentes pH con acido ortofésforico (pH 2,5, 3,5,y 6,5).
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b) Metanol y buffer fosfato, este buffer estaba compuesto por NaH2PO4, Na2HPOa.

0,3 My ajustados a diferentes pH con acido ortofosforico (pH 2,5, 3,5, y 6,5).

c) Agua: Metanol: Acetonitrilo: Trietilamina en la proporcién (75: 15: 10: 01) y 4cido
1-pentanosulfénico de pH 2,5y 3,5.

Con la finalidad de obtener condiciones cromatograficas 6ptimas, los investigadores
utilizaron diferentes fases estacionarias teniendo en cuenta: (1) La caracteristica de
la fase estacionaria (RP-C8 y RP-C18, columna de fenilo y ciano) y (2) El tamafio

de las particulas de la columna (3 pm y 5 pm).

Para la seleccion de la fase estacionaria comenzaron utilizando fases estacionarias
de la no polar a la polar, es decir, Cs, Cis, fenil y ciano de diferentes fabricantes y
con las distintas fases maviles. Las columnas Cs y Cis dieron como resultado
buenas resolucion y forma de pico, pero el Tiocolchicésido fue liberado en un
volumen aproximadamente nulo debido a su naturaleza altamente polar. Al utilizar
la fase estacionaria tipo fenil obtuvieron mala resolucion y forma entre los picos. Por
lo tanto eligieron la columna con fase estacionaria de tipo ciano. La elucién fue
realizada utilizando los diferentes buffer, los autores obtuvieron un buen rendimiento
y mejor separacion con la solucion buffer de NaH2PO4 y metanol, usando ciano

como fase estacionaria.

Al desarrollar las pruebas de disoluciones se tomaron 6 tabletas, los autores
obtuvieron como resultado que a medida que pasaba el tiempo se obtenia mas

porcentaje de farmaco disuelto para las tabletas de liberacion inmediata.



67

Drugs release profile in 6.8 phosphate Buffer
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Figura 7. Perfil del farmaco de TH y DP en Buffer de pH 6,8.

El método de RP-HPLC que se optimizo para el método de ensayo y estudios
de disolucién in vitro fue validado segun directrices del Consejo Internacional de
armonizacion de los requisitos técnicos para el registro de uso humano (ICH por
sus siglas en Ingles, 2000, 2005) con respecto a la especificidad, exactitud,
precision (Repetibilidad y precisién intermedia), linealidad, rango y robustez.

También evaluaron las caracteristicas de idoneidad del sistema.

El método propuesto por los autores fue aplicado con éxito para el estudio de
disolucion in vitro de TH y DP para la forma farmacéutica de tableta. El medio de
disolucion fue seleccionado mediante el estudio de la solubilidad cuantitativa de
farmaco y por la confirmacion de las condiciones en cada medio segun la USP.
La validacion del método propuesto fue realizada segun las directrices de la ICH

y demostré que este método es simple, preciso, fiable y robusto.
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[ll. 2 Validaciéon de un método por RP-HPLC para la determinacion de
Tiocolchicosido en tabletas.
Bor M., Guilarte A., Guzman L, Macias K, Mendoza W. 2018.

Se desarrollé y validé un método por cromatografia Liquida de alta eficiencia en fase
inversa (RP-HPLC), sencillo, rapido, reproducible e indicador de la estabilidad, para
la cuantificacién del Tiocolchicésido en tabletas. Las condiciones cromatograficas
establecidas por los autores para la determinacion del contenido de Tiocolchicésido

fueron las siguientes: (26)
Columna: C18 RP de 4,6 mm x 25,0 cm. Empaque de 5 pm.

Fase movil: Metanol: Acetonitrilo: Agua en proporciones 30: 10: 60, ajustada a pH
8,00 £ 0,05.

Flujo: 0,8 mL/min.
Volumen de inyeccion: 20,0 pL.
Longitud de Onda: 371 nm.

Temperatura: Ambiente

La validacion del método analitico fue desarrollada evaluando los parametros
sugeridos por la ICH en la Guia Q2 (R1) y el apartado <1225> de la USP 38. Los
parametros evaluados para la cuantificacion de THC fueron: especificidad,
Linealidad y Rango, Precision, Limite de cuantificacion, Limite de deteccion,

Exactitud.

La especificidad se determind mediante la evaluacion de la pureza del pico
cromatografico y con estudios de degradacion forzada. Sometiéndose las muestras

a pruebas de estrés las cuales los autores compararon con una muestra control y el
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patron. Los analisis comparativos demostraron especificidad en el método analitico
al no evidenciarse interferencias ni solapamientos con respecto a la sefal

cromatografica correspondiente a THC.
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Figura 8. Cromatogramas y graficos de pureza de patréon (A) y muestra (B).

Para la cuantificacion se utilizaron curvas de calibracion que demostraron una
relacion lineal entre el &rea y concentracion en el rango de concentraciones entre
0,020 a 0,060 mg/mL obteniéndose un R?= 0,9999.
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Figura 9. Curva de calibracién para el analisis de Tiocolchicosido.

La exactitud del método fue demostrada luego de determinar el porcentaje de

recuperacion, en los niveles 80%, 100% y 130%. El método demostrd ser exacto

con porcentajes de recuperacion de 99,16 %y el 100,46%. (26)

El método demostré ser preciso, exacto y especifico, cumpliendo con los criterios

establecidos por la ICH para la validacion de los métodos analiticos. Los autores

concluyeron que el método puede ser aplicado como un método rutinario para

pruebas de control de calidad y como indicador de estabilidad.
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[ll. 3 Desarrollo y validacién de un método analitico para la estimacion

simultanea de Paracetamol y Tiocolchicésido por RP-HLC.

Chiragkumar M, P., Bapna M., Kunal B., Ronak P., Smit S., Parth J. 2013

Se desarrollé y valido un método por HPLC simple y rapido para la determinacion
simultanea de Paracetamol y Tiocolchicésido. Las condiciones cromatografias
establecidas por los autores para la determinacion de ambos farmacos fueron:
columna BDS Hypersil, C18 250 x 4,6mm, 5um tamafo de particula. La fase mévil
fue preparada con Agua: Metanol: Acido Acético (80: 20: 0,1, v/v). La velocidad de
flujo fue de 1.0 mL/min y la deteccion fue a una longitud de onda de 247 nm, con un
volumen de inyeccion de 20 pL. El analisis se realiz6 a temperatura ambiente
utilizando HPLC acoplado a un detector UV-VIS.

Los autores evaluaron los siguientes parametros: Linealidad, exactitud, precision,

robustez.

La linealidad se determiné a través de curvas de calibracion para el Paracetamol en
un rango de concentracion desde 250-750 pg/mL y para Tiocolchicésido con un

rango de concentracion desde 1-3 pug/mL.
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Figura 10. Curvas de calibracion para Paracetamol
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Figura 11. Curvas de calibracion para Tiocolchicésido.

La exactitud fue calculada en términos de porcentajes de recuperaciéon para niveles
de 80, 100 y 120%. El método demostré ser exacto obteniéndose un porcentaje de
recuperacion de 99,95, 100,38 y 99,87 % para el farmaco Paracetamol y un
porcentaje de recuperacion de 99,75, 100,08 y 100,55 % para el Tiocolchicésido.

El método fue validado segun las directrices de la Guia ICH, siendo el método,
exacto, preciso, robusto, lineal, simple y rapido. Por lo tanto es una metodologia
adecuada para el control de calidad de formulaciones y materias primas, ya que

cumple con los parametros y limites para su validacion.
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[1l.4 Métodos espectrofotométricos para la determinacion de Tiocolchicdsido
a granel y en forma farmaceéutica sélida.
Sasmita A., Priyambada M., Pnakini P., Mathrusri A. 2010

Los autores desarrollaron cuatro métodos espectrofotométricos simples, precisos y
rentables, los cuales son: método de espectrofotometria de derivada cero, espectro
de primera derivada, segun espectro derivado y el método del area bajo la curva
(AUC).

La investigacion de Tiocolchicésido se llevo a cabo utilizando un espectrofotometro
UV-Visible de doble haz (Shimadzu, Japdn). . Para el desarrollo de la metodologia
se eligié Hidroxido de sodio 0,1 N para disolver la muestra. La solucion estandar se
preparé disolviendo 10 mg de Tiocolchicésido en Hidroxido de Sodio 1,0 Ny
llevando a un volumen de 100 mL, a partir de esta solucion los investigadores

prepararon diluciones adicionales.

Al llevar a cabo los cuatro métodos, el principio activo Tiocolchicésido presento
maximos de absorcién a 259,0 nm para el método de derivada cero, 252,0 nm en el
espectro de orden de primera derivada y 259,0 nm en el espectro de segunda deriva;
para el método del area bajo la curva el analisis de Tiocolchicosido el calculo se

baso en el rango de longitud de onda de 254,0 nm a 264,0 nm.

La Investigacion determino que para todos los métodos se cumplia con la Ley de
Lambert-Beer en el intervalo de concentracion de 2,5 -50,0 mg/mL. Los métodos
fueron validados siguiendo los parametros sugeridos por la ICH, los cuales estaban
dentro del rango permitido. Los métodos desarrollados en este trabajo son sencillos,
sensibles, exactos y precisos. Por esto los investigadores concluyeron que los

métodos pueden ser utilizados con éxito para analisis de rutina de Tiocolchicésido.
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[11.5 Validacion de un método por RP-HPLC para la estimacion simultanea de
Tiocolchicésido y Etodolac en tabletas.
Raghavender, P., Bhaskar, M. 2012

La investigacion fue publicada en el Research Article Pharmaceutical Sciences en
Septiembre del 2013, tuvo como objetivo el desarrollo y validacion de un método

para la determinacion de Tiocolchicdsido y Etodolac en tabletas.

La instrumentacion utilizada para esta metodologia fue un equipo de Cromatografia
de Alta Eficacia con un modulo de separacion Waters 2695, equipado con un
detector UV-Visible, auto inyeccion y automuestreador, con un software Waters

Empower, Version 2.

La fase movil consistié en una mezcla de Buffer Fosfato y Acetonitrilo en proporcion
(50:50) con pH ajustado a 3,0 con Acido orto-fosférico. La velocidad de flujo fue de
1,0 mL/min. La deteccién fue a una longitud de onda de 254nm. La columna utilizada
fue una Symmetry C18 (150x4.6, 5p).

Los investigadores realizaron una solucion estandar de Tiocolchicosido y Etodolac
por separado usando metanol como solvente. Las soluciones fueron inyectadas en
el equipo HPLC del cual obtuvieron los cromatogramas de areas versus

concentracion representativos de los patrones.
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Figura 12. Espectro UV del patron de Tiocolchicésido y Etolac.

Realizaron seis inyecciones de 20 pL de muestra obteniendo una estimacion de la
cantidad de cada farmaco presente en las tabletas de 99,65% de Etolac y de

Tiocolchicésido de 99,60% respectivamente.
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Figura 13. Cromatograma por HPLC de Tiocolchicosido y Etolac.

La validacion fue realizada bajo la guia de la Conferencia Internacional de
Armonizacién (ICH), obteniéndose que el método es simple, preciso, exacto,
selectivo y reproducible. Encontraron que el método es suficientemente robusto y

puede utilizarse simultAaneamente para determinar Tiocolchicésido y Etodolac en

tabletas.
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V. JUSTIFICACION

Tomando como base las revisiones bibliogréaficas, se pudo observar la presencia de
articulos cientificos relacionados a metodologias analiticas para la determinacion
de mezclas de farmacos, donde uno de los presentes es el Tiocolchicésido. Mas no
existen reportados en los textos oficiales metodologias para el ensayo de disolucién
del principio activo de interés que permita evaluar la calidad del medicamento para

Su consumo.

En la actualidad existen diversos medicamentos de Tiocolchicosido en tabletas de
distintos laboratorios, por lo tanto es importante para las industrias farmacéuticas
contar con un método analitico que permitan determinar el desempefio y que
aseguren la calidad del medicamento para su consumo. Por tales motivos el
siguiente trabajo propone desarrollar y validar un método analitico para el ensayo
de disolucién que nos permita determinar la calidad el Tiocolchicésido en tabletas,
cumpliendo con los requerimientos establecidos por las autoridades regulatorias

nacionales e internacionales, siguiendo las normativas establecidas.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Desarrollar y validar de una metodologia para el ensayo de disolucion del

Tiocolchicésido en tabletas.

V.2 Objetivos Especificos

1. Desarrollar una metodologia para el ensayo de disolucién de Tiocolchicésido
en tabletas.

2. Evaluar la cinética de disolucién en diferentes medios de disolucion.

3. Comparar las cinéticas de disolucion del medicamento en los diferentes
medios.

4. Seleccionar el medio de disolucidon a emplear de acuerdo a los estudios de la
cinética de disolucion.

5. Optimizar las condiciones analiticas para el ensayo de disolucion del
Tiocolchicésido en tabletas.

6. Validar la metodologia analitica de acuerdo a los criterios establecidos en la
USP.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VI.1 Patréon

Patron referencia secundario de Tiocolchicésido, pureza de 100,7% calculada sobre

base

humeda. Fecha de vencimiento de Abril-2018. Fabricante Dromex

International.

V1.2 Muestras

Los medicamentos analizados de Tiocolchicésido utilizados se fabrican vy

comercializan en Venezuela. Se utilizaron distintos medicamentos:

AR NERNEEN

Medicamento 1: Medicamento Innovador Tiocolchicésido 4 mg; Fecha de
vencimiento: Abril-2017; Lote: 5VEQ0185. Blister de plastico transparente y

aluminio.

Medicamento 2: Tiocolchicésido 4mg; Fecha de vencimiento: Agosto-2022;

Lote: 70227. Blister de pléstico transparente y aluminio.

Medicamento 3: Tiocolchicésido 4 mg. Blister de plastico transparente y
aluminio.

Medicamento 3-A: Lote 074; Fecha de vencimiento: Mayo-2019.
Medicamento 3-B: Lote 075; Fecha de vencimiento: Mayo-2019.
Medicamento 3-C: Lote 069; Fecha de vencimiento: Octubre-2018

Medicamento 3-D: Lote 073; Fecha de vencimiento: Mayo-2019.
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Medicamento 4: Tiocolchicésido 4mg; Fecha de vencimiento: Marzo-2021.

Lote: 60. Blister de plastico transparente y aluminio.

VI.3 Reactivos

Los reactivos empleados para la realizacion de este trabajo fueron los siguientes:

Acetato de Sodio trihidratado 100%. Fischer ChemAlert Guide. Lote:
N0.990232

Cloruro de Sodio. Riedel-de Haen. Lote: 01990

Acido Clorhidrico 37%. Riedel-de Haen. Lote: 40490

Metanol Grado HPLC. Mallinckrodt. UN 1230. Lote: 3041

Acetonitrilo Grado HPLC. Lichrosolv. Lote: 1745291 434

Agua Grado HPLC.

Acido acético 100%. Merck. Lote: K40401463 936

Fosfato de potasio monobasico. Riedel- de Haen. Lote: 53550

VI.4 Instrumentacion

Los andlisis espectrofotométricos se realizaron por Espectrofotometria UV-
Visible se emple6 un espectrofotometro de la marca SHIMADZU modelo UV-
1201.

Para la realizacion de los andlisis por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién se emple6 un cromatografo liquido de la casa comercial Waters,

conformado por:

- Bomba Gradiente, modelo 600E. Usada de modo Isocrético.

- Inyector Automuestreador, modelo 717.
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- Detector de Arreglo de Diodos, modelo 996.

- Software Millenium 32.

e Columna cromatografica de fase inversa ET 250mm x 8mm x 4um Nucleosil
7 C18 Art. 720 018.

¢ Disolutor Hanson Research, modelo SR8 plus, aparato Il (Paleta).

e Balanza Analitica Adventurer OHAUS. Precision de lectura de 0,001 g.

e Balanza Analitica Mettler Toledo modelo AG245. Precision de lectura de 0,01
mg.

¢ pH metro, Orion Research, modelo 420A. Thermo Electron Corporation.

VIl. DETERMINACION DE CONTENIDO

VIl.1 Determinacién del contenido de Tiocolchicésido

VII.1.1 Condiciones cromatogréficas

El contenido de Tiocolchicésido para las cantidades de Tiocolchicosido fueron
determinadas con el método reportado por Bor y colaboradores segun el
Antecedente 111.2.

VII.1.2 Adecuacién del sistema cromatografico

Se realizaron 5 inyecciones de un patron de Tiocolchicésido al 100% a fin de
comprobar que el equipo estaba adecuado para ser utilizado. Donde la
concentracion del 100% de Tiocolchicésido equivale 1 4 mg de principio activo

presentes en 900 mL de solucion. Se evaluaron los coeficientes de variacion de los
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resultados de tiempo de retencion y area de las sefales cromatogréficas de las

cinco inyecciones.

VII.1.3 Preparacion patrones de la curva de calibracion

Para la solucion madre se pesaron 8,1 £ 0,1 mg de patron de THC y a partir de ella
fueron preparadas las soluciones de THC, para la curva de calibracion. Cada
solucién de Tiocolchicésido fue analizada por duplicado por HPLC. Se construy6
una curva de calibracién cuyas concentraciones de patrén de Tiocolchicésido estan

en un rango de concentraciones de 0,020 mg/mL y 0,052 mg/mL.

Tabla 4. Curva de calibracion. Determinacion de contenido de Tiocolchicdsido.

% Concentracion (mg/mL)
50 0,020

80 0,032
100 0,040
120 0,048
128 0,052

* Peso patron de THC = 8,1 +0,1 mg

VIl.1.4 Procedimiento de tratamiento de muestra

Es importante determinar el contenido de Tiocolchicdsido de las tabletas antes de
realizar el ensayo de disolucion. Para ello se procedié de la siguiente forma: se

pesaron cinco tabletas y se determino su peso promedio. Seguidamente se peso el
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equivalente a 1 mg de TCH y se coloc6 dentro de un balon aforado de 25 mL, se
afiadieron 10 mL de fase movil se agitd en un bafio de ultrasonido por 10 minutos,
se llevd a volumen con fase movil para obtener una solucion de 0,04 mg/mL de TCH.
Luego se centrifugaron las muestras y fueron filtradas por membrana de 0,22 um
antes de ser inyectadas en el cromatografo.

VII.1.5 Procedimiento determinaciéon de Contenido de Tiocolchicésido

La determinacion por HPLC se realiz6 inyectando 20 pL de las soluciones
preparadas de las muestras. Se registraron los cromatogramas Yy se obtuvieron
valores de Areas de pico de THC. Con los valores de area de cada muestra se
realizo la cuantificacion del contenido, determinando la cantidad de miligramos (mg)

de Tiocolchicésido por tableta, utilizando la curva de calibracién.

VII.2 Condiciones ensayos de disolucién.

Las pruebas de disolucién son pruebas de desempefio que requieren de un aparato,
un medio de disolucién y condiciones de pruebas que provean un método
discriminatorio lo suficientemente resistente y reproducible para las operaciones

diarias y capaz de ser transferido entre laboratorios.

La primera etapa de esta investigacion, consistio en el andlisis de los perfiles
comparativos, los cuales se realizaron con el fin de obtener las condiciones Optimas
para el procedimiento de disolucion mediante el espectrofotbmetro UV-Visible
SHIMADZU.
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VIl.2.1 Pruebas de solubilidad

Dos propiedades claves del producto farmacéutico son la solubilidad y la estabilidad
del farmaco en solucién en funcién del valor de pH. Se realizaron las pruebas en
aguay HCI 0,1 N.

VIl.2.3 Medios de disolucién

Segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) para productos
farmacéuticos de liberacion inmediata se consideran que los estudios de disolucion
deben evaluarse bajo un rango de pH fisiolégico entre 1,2 y 6,8, por lo que se
realizaron diferentes perfiles comparativo bajo los siguientes medios: (1) 0,060 N
HCI pH 1,2; (2) una solucion buffer de acetato pH 4,5; y (3) una solucién buffer
fosfato de pH 6,8. (13)

VII.2.3.1 Preparaciéon de Medios de disolucién

e El Buffer fosfato de potasio Monobasico pH=6,8: se pesaron 40,844 + 0,001
g de KH2POa4 y se disolvieron en 5 L de agua desionizada. El pH fue ajustado
a pH=6,80+0,05 con solucién de NaOH, finalmente se llevé a volumen de 6

litros con agua desionizada.

o ElBuffer acetato de pH=4,5: se pesaron 17,942 + 0,001 g de Acetato de sodio
trinidratado y se disolvieron en 84 mL de acido acético 2N, finalmente se llevé

a un volumen de 6 litros con agua desionizada.

e El medio acido de pH 1,2; se prepar6é con 30 mL de Acido Clorhidrico

concentrado los cuales de disolvieron en 6 litros de agua desionizada.
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VIl.2.4 Desgasificacion

Los medios de disolucion poseen gases disueltos, los cuales fueron eliminados
antes de proceder a los analisis para evitar modificaciones en los resultados de los
ensayos. Para ello se realizo el siguiente procedimiento: calentamiento del medio a
41 °C con agitacion moderada, filtracion inmediata por succidén a través de una
membrana de 0,45 um, seguido de una aplicacién de vacio con agitacion vigorosa
por aproximadamente 10 minutos y por ultimo con ultrasonido por un tiempo de 10

minutos.

VII.2.5 Volumen de llenado de vasos

Cuando se desarrolla un procedimiento de disolucion, uno de los requisitos es tener
condiciones de exceso de medio (condicion sink). El volumen utilizado para el
llenado de los vasos fue de 900 mL, ya que el apartado <1092> Procedimientos de
Disolucion de la USP cita que para aparatos con canastillas o paletas, el volumen

de disolucibn mas comun es de 900 mL.

VII.2.6 Aparato disolutor

La eleccion del aparato para el analisis se baso en el conocimiento recopilado de la
informacion obtenida por la revisiéon bibliografica. EI Apartado <1092> de la USP
nos indica que el Aparato 1y el Aparato 2 son los aparatos que se utilizan con mayor

frecuencia para las formas farmaceéuticas orales.

Se utilizé el Aparato 2 (Paletas) para los ensayos de disolucién, debido a que las
tabletas permanecian en el fondo de los vasos del disolutor. No siendo necesario el

uso de canastillas.
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VII.2.7 Agitacion

La agitacion recomendada para el Aparato 2 (Paleta) para tabletas de liberacion
inmediata segun el apartado <1092> es de 50 o 75 rpm. La velocidad de agitacion
de las paletas se realizo a 50 rpm, obteniéndose a esta velocidad la desintegracion

completa de las tabletas.

VI1.2.8 Temperatura

Una de las condiciones mas importantes en los ensayo de disolucion es la
temperatura la cual debe ser de 37 + 0,5 °C, esta permite simula la temperatura

interna de un organismo vivo, permitiéndonos realizar un analisis in vitro.

VII.2.9 Disefio de estudio del ensayo de disolucion para los perfiles

comparativos

VII.2.9.1 Tiempos de muestreo

Para las formas farmacéuticas de liberacion inmediata, la duracion del
procedimiento es usualmente entre 30 o 60 minutos. De acuerdo con el SCB, los
farmacos altamente solubles y altamente permeables formulados como productos
gue se disuelven rapidamente no requieren estar sujetos a un perfil de comparacion
si demuestran una liberacion del 85% o mas de la sustancia activa dentro de 15
minutos. Sin embargo, la mayoria de los productos no caen dentro de esta
categoria, como es el caso del farmaco Tiocolchicésido, el cual presenta

caracteristicas de un medicamento de categoria Ill del SCB.
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El apartado <1092> indica que los perfiles de disolucion de productos de liberacion
inmediata por lo general presentan un incremento gradual que alcanza entre el 85%
y 100% en un periodo de aproximadamente 30 y 45 minutos. De este modo, los
tiempos de disolucion en el rango de 15, 20, 30, 45 y 60 minutos son comunes para
la realizacion de los perfiles de disolucion de la mayor parte de los productos de

liberacion inmediata.

VII.2.9.2 Toma de muestras

En la realizacion de los perfiles de disolucion comparativa los tiempos de toma de
muestras fueron: 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos. La toma de las muestras
(muestreo) se realizd con jeringas de plasticos unidas a canulas de acero
inoxidables, tomando de cada vaso una muestra de una zona a una distancia media
entre la superficie del medio y la parte superior de la paleta rotatoria y a una
distancia aproximada de 10 mm de la pared del vaso. Las muestras tomadas fueron
filtradas con un filtro de tamafio de poro de 0,22 um. Se requiere la filtracion de las
muestras para prevenir que particulas no disueltas del farmaco entren en la muestra

en analisis y luego se disuelvan.

VI1.2.9.3 Curvas de calibracion para el ensayo de disolucién

Para el analisis cuantitativo de los perfiles de disolucién se utilizaron curvas de
calibracion para cuantificar el porcentaje disuelto de principio activo. Estas curvas
de calibracién se prepararon a partir del patrén de referencia de Tiocolchicésido,
disolviendo la cantidad de principio activo previamente pesada en los diferentes
medios de disolucion que se utilizaron en los perfiles de disolucion. En estos mismos

medios de disolucién se realizaron los enrases correspondientes.
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Las curvas realizadas se prepararon en un rango de concentraciones entre 25% vy
150% de Tiocolchicosido. Donde la concentracion del 100% de Tiocolchicésido
equivale a 4 mg de principio activo presentes en 900 mL de solucion, la cual es la
concentracion de trabajo en la determinacion de los perfiles de disolucion. Las
concentraciones de los patrones se determinaron en mg/mL y se presentan a

continuacion:

Tabla 5. Concentraciones de Tiocolchicésido para la curva de calibracion.

% Volumen Volumen (mL) Concentracion (mg/mL)

alicuota (mL)

25 1 0,00103
50 2 0,00206
75 3 0,00309
100 4 10 0,00412
125 5 0,00515
150 6 0,00618

El apartado <1092> indica que el coeficiente de correlacion R? debe ser mayor a

0,98 demuestra linealidad.

VII.2.9.4 Tratamiento de las muestras para el perfil de disolucion

Se tomaron 6 tabletas del producto y se colocé una tableta en cada vaso del
disolutor, previamente llenado con el medio de disolucién y en las condiciones
establecidas para la disolucion. Para cada tiempo especificado anteriormente, se
tomaron alicuotas de la muestra disuelta y se filtraron a través de filtros de nylon
de 0,45 pm.
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A través de las curvas de calibracion se obtuvo las concentraciones en mg/mL de
Tiocolchicésido liberado de los medicamentos. La realizacion de estos
procedimientos se llevo a cabo sin reposicion de medio, es decir, que a medida que
se tomaban alicuotas de muestra, el volumen de medio de disolucion disminuia,
consideracion que se tuvo en cuenta para la determinacion de las concentraciones

de Tiocolchicosido liberado.

VI1.2.9.5 Valoracién de método analitico

La valoracion de una muestra de disolucibn es una determinacion
espectrofotométrica o por HPLC. El método preferido de andlisis es la determinacion
espectrofotométrica puesto que los resultados se pueden obtener rapidamente, el
andlisis es sencillo y se emplean menos disolventes. Los primeros analisis de este
trabajo para determinar el porcentaje de principio activo liberado en el transcurso

del tiempo en los medicamentos, se realizé por espectrofotometria UV-Visible.

VIll. ADECUACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO PARA EL ANALISIS DE
CONTENIDO

Se realizaron 5 inyecciones de patrén a través del HPLC, obteniéndose la precision
de las condiciones cromatograficas del método la cual podemos observar en la
Figura 14, con un tiempo de retencion promedio tr= 7,337 min, una desviacion
estandar (DS) de 0,042 y un porcentaje de coeficiente de variacion (CV) de 0,57%.
El apartado <1092> de la USP cita que, un analisis por HPLC debe ser menor o
igual a 2% de CV para cincos o seis determinaciones estandar. Lo cual nos indica

gue los resultados a obtener son confiables.
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Figura 14. Adecuacion del sistema Analisis de contenido.

Establecidas las condiciones cromatograficas éptimas, se realizé la curva de

calibracion para la determinacion de contenido de THC en las Muestras.

Tabla 6. Adecuacion del sistema cromatografico para la determinacion del

contenido de Tiocolchicésido en las muestras.

Inyecciones Tiempo de retencion (min) | Areas (AU)
1 7,41 4016432
2 7,34 4022461
3 7,32 4045819
4 7,31 4078110
5 7,31 4062631
Promedio 7,34 4045091
Desviacion Estandar (DS) 0,04 26134
CV (%) 0,57 0,6
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VIIl.1 Determinacion de contenido de Tiocolchicésido

Para las diferentes muestras se obtuvieron los siguientes contenidos de

Tiocolchicosido:

Tabla 7. Contenidos de Tiocolchicésido para las muestras analizadas..

. Contenido % Contenido
Medicamentos respecto a lo DS CVv
de THC (mg) q
eclarado

1 4.1 102.5 0,07 1,73

2 3.8 95 0,08 2,33

3-A 3.9 97.5 0,07 2,01

3-B 3.9 97.5 0,08 2,05

4 3.9 97.5 0,08 2,09

El apartado <1092> de la USP indica que los coeficientes de variacion en un analisis
realizado en un sistema cromatogréafico deben ser menor o igual al 2%. Los valores
de CV (%) obtenidos para cada medicamento no poseen diferencias significativas
con respecto al valor estipulado por el apartado <1092>. También podemos
observar que los valores con respecto a la cantidad que declaran se encuentran
entre el 95-102%.



Figura 15. Cromatograma de Tiocolchicésido. Determinacion de contenido.
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IX. DESARROLLO DE LA METODOLOGIA ANALITICA

IX.1 Pruebas de solubilidad
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Las pruebas de solubilidad para Tiocolchicosido, dieron resultados donde el

principio activo fue soluble en agua y en medio &cido.

Tabla 8. Solubilidad el Tiocolchicésido en agua y medio acido.

Medio Solubilidad Reacciodn
Agua Soluble No
HCI 0,1 N Soluble No
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IX. 2 Valoracion por espectrofotometria UV-visible.

IX.2.1 Determinacion de longitud de onda

En un comienzo se realiz6 la determinacion de la longitud de onda de trabajo. Para
ello, a una solucion patron del estandar puro de Tiocolchicésido al 100% del
contenido que declaran los medicamentos, se le realiz6 un barrido de longitudes de
ondas entre 200 y 400 nm. Obteniéndose dos maximos de absorcidn presentes en

el espectro.

Se escogié como longitud de onda de trabajos A = 260 nm respectivamente para los
diferentes medios por ser la longitud de onda de méxima absorbancia. En esta
longitud de onda se obtiene la maxima sensibilidad, ya que el cambio en la
absorbancia por unidad de concentracion es mayor en este punto, generando un

buen cumplimiento de la Ley de Beer.

8,03

Abs
|
)
|
J

Longitud de onda (nm)

Figura 16. Espectro UV-Visible principio activo Tiocolchicésido.

Obtenida la longitud de onda de trabajo correspondiente, se llevaron a cabo los
estudios de disolucién para el medicamento innovador en los diferentes medios de

disolucion.
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IX.2.2 Perfiles de disolucion del medicamento 1 por espectrofotometria UV-
Visible

IX.2.2.1 Perfil de disolucion del medicamento 1 en buffer fosfato pH= 6,8 por
UV-Visible.

[X.2.2.1.1 Curva de calibracién en medio buffer fosfato pH=6,8

Una vez que se obtuvo la longitud de onda de trabajo (260 nm), se procedi6 a la
preparacion de una curva de calibracién a partir del patrén de referencia, como se

indica en el apartado VI1.2.9.3.

La curva presenta un coeficiente de determinacién R? de 0,99. Cumpliendo con los
criterios del apartado <1092>, el cual indica que existe linealidad cuando R? es

mayor a 0,98.

0,25 -
w 0,2 4
0
(8]
£ 0,15 -
£
S 01 - y = 37,527x - 0,0071
e} 2 -
< 005 R?=0,9917

0 T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008
mg/mL Tiocolchicésido

Figura 17. Curva de calibracién por espectrofotometria UV-Visible en medio buffer
fosfato pH=6,8.
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1X.2.2.1.2 Andlisis de la muestra en buffer fosfato pH= 6,8 por

espectrofotometria UV-Visible.

A partir del disefio de estudio planteado para el analisis de comparacion de perfiles
(Apartado VII.2.9), se comenzd a realizar el estudio para el medicamento 1,

obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 9).

Los valores de concentracion que se obtuvieron se expresan en % disuelto del
medicamento por tabletas para los distintos tiempos en los que se realizaron toma

de muestra.

Tabla 9. Porcentaje disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucion de buffer

fosfato a pH=6,8. Medicamento 1. Espectrofotometria UV-Visible.

TIEMPO %

(min) | DISUELTO P v
0 0 0 0
5 123,25 7,99 6,48
10 117,98 5,81 4,93
15 113,24 7,58 6,69
20 109,61 5,48 4,99
30 108,24 5,24 4,84
45 112,58 9,12 8,1
60 105,75 4,67 4,42

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion
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Los valores obtenidos de porcentaje disuelto del medicamento son mayores al 100%
desde la primera toma de muestra, a los 5 minutos empezados la disolucién,
indicando que el medicamento es liberado completamente. Estos resultados no son
congruentes, con la cantidad que declara el medicamento, ya que supone que se

ha liberado méas farmaco que el que declara.

A partir de los porcentajes disueltos se obtuvo el perfil de disolucién Figura 18.
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Figura 18. Perfil de disolucion medicamento 1 a pH=6,8 por espectrofotometria
UV-Visible.

IX.2.2.2 Perfil de disolucion del medicamento 1 en buffer acetato pH= 4,5 por

espectrofotometria UV-Visible.

IX.2.2.2.1 Curva de calibracion en buffer acetato pH=4,5

La curva de calibracion realizada para el medio de Buffer acetato presenta un

coeficiente de correlaciéon R? de 0,99.
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Figura 19. Curva de calibracion de medicamento innovador por espectrofotometria
UV-Visible en medio Buffer Acetato pH=4,5.

1X.2.2.2.2 Andlisis de la muestra en buffer acetato pH= 4,5 por
espectrofotometria UV-Visible.

Al igual que en el analisis de la muestra a pH=6,8, se obtuvieron valores de
porcentaje disuelto para pH 4,5 mayores al 100% desde el comienzo de la
disolucién. Observando los valores de coeficiente de variacion (CV) en la Tabla 10
para el analisis del medicamento en el medio de disolucién a pH 4,5, podemos notar
gue se obtuvieron resultados similares al medio buffer fosfato.
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Tabla 10. Porcentaje Disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucion de buffer

acetato a pH=4,5 del medicamento 1 por espectrofotometria UV-Visible.

TIEMPO %

(min) DISUELTO PS v
0 0 0 0

5 123,33 9,06 7,35

10 121,91 3,3 2,7

15 120,79 3,21 2,66

20 121,19 2,74 2,26

30 119,89 3,13 2,61

45 116.,6 3,51 3,01

60 117,09 2,86 2,44

DS= Desviaciéon estandar CV=Coeficiente de variacion

La grafica de perfil de disolucion muestra valores por encima del 100% de disolucién

del principio activo.
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Figura 20. Perfil de disolucién medicamento 1 a pH=4,5 por espectrofotometria
UV-Visible.
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IX.2.2.3 Perfil de disolucion del medicamento 1 en acido clorhidrico a pH=1,2

por espectrofotometria UV-Visible.

IX.2.2.3.1 Curva de calibracién en acido clorhidrico pH=1,2.

Se obtuvo una curva de calibracion con un coeficiente de correlaciobn o

determinacion de 0,99.

0,3 -
wn 0,25 T
0
S 02 -
2 0,15 -
o
o 0,1 -
-2 y = 38,242x + 0,0139

0,05 - R? = 0,9959

0 T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008
mg/mL Tiocolchicésido

Figura 21. Curva de calibracion por espectrofotometria UV-Visible del
medicamento 1 en el Medio &cido clorhidrico pH=1,2.

IX.2.2.3.2 Andlisis de la muestra en acido clorhidrico pH= 1,2 por

espectrofotometria UV-Visible.

Los valores de porcentaje disuelto para pH 1,2 son mayores al 100% desde el
comienzo de la disolucién. Al igual que en los otros medios, se presenta el mismo
comportamiento en él % disuelto del medicamento innovador para el medio a pH
1,2.

Tabla 11. Porcentaje disuelto de Tiocolchicésido del medicamento 1 en medio de

disolucién &cido clorhidrico a pH=1,2 por espectrofotometria UV-Visible.
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TIEMPO %

(min) DISUELTO PS eV
0 0 0 0

5 119,51 10,68 8,94

10 112,69 9,54 8,47

15 107,08 5,43 5,06

20 106,69 6,89 6,46

30 103,36 4,88 4,73

45 102,23 4,42 4,32

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion

En este medio las tomas de muestra se realizaron hasta los 45 minutos, esto debido

a que en las disoluciones anteriores realizadas para los buffer fosfato y acetato se

observé que a partir de los 30 minutos se alcanzaba una alta liberacion del principio

activo.
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Figura 22. Perfil de disolucién medicamento 1 a pH=1,2 por espectrofotometria

UV-Visible.
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IX.2.3 Comparacion de los perfiles de disolucion del medicamento 1 por

espectrofotometria UV-Visible.

Los valores altos obtenidos de absorbancia y el valor de porcentaje disuelto que se
obtuvo en el tiempo minimo de disolucion a partir de las absorbancia de las
muestras, nos indican que al realizar el andlisis por espectrofotometria UV-Visible,
existe algun compuesto, puede deberse a un excipiente presente en el
medicamento, que absorbe radiacién en el rango UV-Visible a la misma longitud de
onda del Tiocolchicosido, lo que aumenta el valor de absorbancia dado por el
espectrofotometro ya que las absorbancias son aditivas. Debido a que el método
por espectrofotometria UV-Visible no es capaz de separar ni discriminar la sefial de
compuestos que se solapan con la sefial de interés, dando resultados erréneos e
interfiriendo en el analisis; es necesario utilizar una metodologia analitica que sea
capaz de separar las sefiales para la cuantificacion o determinacion del principio
activo de interés. Por esto se plante6 un cambio en la metodologia en desarrollo,
cambiando la técnica analitica para la valoracion, realizandose por cromatografia

liquida de alta resolucion.

X. VALORACION POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION (HPLC).

X.1 Condiciones cromatograficas

Se utilizaron las condiciones cromatograficas del Antecedente 111.2. Se determiné la
longitud de onda de trabajo empleando un detector de arreglo de diodos del equipo
HPLC como espectrofotdmetro. A un patron del estandar de Tiocolchicésido se le
realizo un barrido de longitudes de ondas entre 200 y 400 nm, para verificar su

espectro, y obtener la longitud de onda adecuada al equipo. (Figura 15)
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Se escogid la longitud de onda de trabajo a 260 nm, misma longitud de onda
utilizada para espectrofotometria UV-Visible, por ser la longitud de mayor

absorbancia.

X.2 Preparacion fase movil

La fase movil utilizada para la valoracion de los ensayos de disolucion de

Tiocolchicésido fue la descrita en el antecedente 11.2.

X.3 Optimizacién de las condiciones cromatograficas para el ensayo de

disolucién.

Las condiciones cromatograficas utilizadas por HPLC fueron las siguientes, con los
instrumentos descritos en el apartado VI1.4:

Columna: Fase Inversa ET 250mm x 8 mm x 4um Nucleosil 7 C18 Art. 720 018
Flujo: 1 mL/min
Volumen de inyeccion: 40 pL

Longitud de Onda: 260 nm

La optimizacibn de estas condiciones cromatograficas se realizé inyectando
patrones de Tiocolchicésido al 100% de la cantidad declarada en el medicamento.
Un cromatograma con las mejores condiciones cromatograficas se muestra en la
Figura 24, indicando la precision del método cromatografico. Se puede observar que
el Tiocolchicésido presento un tiempo de retencién tr= 5,967 min, con un desviacion
estandar de 0,003 y un CV del 0,04.



Tabla 12. Precision del método por HPLC.
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_ Tiempo de retencion i
Inyecciones Muestra ) Area
(min)

1 5,97 379199

2 5,966 380473

3 Patron 100% 5,966 383049

4 5,968 381437

5 5,963 3811478
Promedio Tiempo de retencion 5,967
DS 0,003
CcVv 0,04

DS= Desviacion estdndar CV=Coeficiente de variacion
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Figura 23. Precision del método.

Con las condiciones cromatograficas Optimas se procedid a realizar las curvas de

calibracion, para los tres medios de disolucion.
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X.4 Curvas de Calibracién

Las curvas de calibracién preparadas para realizar la valoracion por HPLC, fue bajo
las mismas condiciones que para la metodologia analizada por espectrofotometria

UV-Visible las cuales se describen en el apartado VI11.2.9.3.

Las inyecciones fueron realizadas por duplicado para cada patrén para la
construccion de la curva. Con el patron de 100% se realizé cinco inyecciones, para

calculos de precision.

X.5 Tiempos de toma de muestra

Para el andlisis por HPLC se trabaj6 el ensayo de disolucion a un tiempo de 0 a 45
minutos. Ya que observando los valores de porcentaje disuelto del principio activo
obtenidos por los perfiles de disolucion en el analisis por UV-Visible, se alcanzaba
valores de 100% o mayor de principio activo liberado después de los 30 minutos.
Siendo no necesarias las tomas de muestra a un tiempo de 60 minutos. Los tiempos

de toma de muestra estan referidos en el apartado VI1.2.9.1.

X.6 Perfiles de disolucién

Las condiciones para la realizacion de los perfiles de disolucion se encuentran

mencionadas en el apartado VII.2.9.4
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XI. PERFILES DE DISOLUCION PARA EL MEDICAMENTO 1 POR HPLC.

XI.1 Perfil de disoluciéon para el medicamento 1 en buffer fosfato pH= 6,8 por
HPLC

XI.1.1 Medio buffer fosfato pH=6,8

Se obtuvo el siguiente cromatograma del medio Buffer fosfato pH=6,8 lo cual nos
indica que no existe interferencia del medio, ni de la fase mévil o falta de
absorbancia del principio activo, en el cual se observa la separacion del analito de

interés.

0,024+
0,022+
0,020
00184
00164
00144
00124
00104
0,008+
0,005+

0,004

0,002 / |

0,000

-0,002+

T T T T T T 7
1.00 200 3,00 4,00 5,00 6,00 700
Miretes

Figura 24. Cromatograma de patron en medio buffer fosfato pH=6,8.
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XI1.1.2 Pureza cromatografica de patron

Se realiz6 el estudio de pureza de la solucién patrén de Tiocolchicosido, con el
propésito de evaluar si no existen sustancias que estén coeluyendo con la sefial
cromatografica de interés, estudiandose la curva de similitud (PA) y la curva del
umbral de ruido (TH). Se obtuvo que el valor de PA es menor que el valor de TH,

indiciando que el patrén es puro de THC.

Purity Plot
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550 600 650 550 6.00 650
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PA: 0,194 TH 0,321 PA 0172 TH 0,328
o0z Py 2 F ] 0.0z Jil b
2 Auto Threshald ', / Foom0 & 2 Auto Threepbfﬁ\-\ / 5000 &
0,00 e Fopn © 0,001 e = Faon ©
[ S DL (L
550 &0 650 550 640 50
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PA: 0,159 TH 0,329 CPACD139 TH 0,328
—— Peak TIOCOLCHIC OSIDO
Purity
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Figura 25. Pureza de pico de solucion patrén en medio buffer fosfato pH= 6,8.

XI1.1.3. Pureza de la muestra medicamento 1.

Se realiz6 la comparacion de los valores de curva de similitud (PA) y la curva del
umbral de ruido (TH), para la inyeccion de una muestra del producto Innovador
obteniéndose que el valor de PA es menor al valor de TH, indicando que la muestra

analizada contiene como principio activo Tiocolchicdésido.
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Purity Plot
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Figura 26. Pureza de Pico de la inyeccion del Medicamento 1 en medio Buffer

Fosfato a pH=6,8.

XI.1.4 Curva de calibracion en buffer fosfato pH= 6,8

La curva para Tiocolchicésido en este medio presento un coeficiente de correlacion
R? de 0,999. Cumpliendo con el criterio de linealidad del apartado <1092> de la
USP.
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< 400000 -
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y = 8E+07x + 44982
100000 - RZ = 0,9989
O T T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007
mg/mL Tiocolchicésido

Figura 27. Curva de calibracién para el medicamento 1 por HPLC en medio buffer
fosfato pH=6,8.
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X1.1.5 Analisis de la muestra por HPLC en medio buffer fosfato pH= 6,8

La metodologia planteada por HPLC se realizé bajo las mismas condiciones que
por espectrofotometria UV-Visible. Los porcentajes disueltos dados por esta

metodologia para el medicamento 1, fueron los siguientes:

Tabla 13. Porcentaje Disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucién de buffer
fosfato a pH=6,8 para el medicamento 1 por HPLC.

TIEMPO

(min) % DISUELTO DS Cv
0 0 0 0
5 68,04 2,6 3,82
10 89,43 8,73 9,76
15 93,57 1,63 1,74
20 94,83 2,26 2,38
30 92,43 2,84 3,08
45 94,11 2,23 2,37

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion

Los valores de % Disuelto de Tiocolchicosido van incrementando a medida que
aumenta el tiempo de disolucién de tabletas, lo que es de esperarse debido a la
liberacioén del principio activo. Para el medio de disolucién buffer fosfato pH= 6,8 no
se alcanza una liberacion completa (100%) del medicamento a los 45 minutos. Sin
embargo a partir de los 10 minutos se alcanza el 85% del principio activo liberado
indicado en las normas. El coeficiente de variacién (CV) segun la FDA para la
consideracion de comparacion de perfiles, nos indica que para tiempos menores de
15 minutos los CV deben ser menores al 20% y para tiempos mayores deben ser
menores al 10%. Al observar los valores de %CV de la tabla, podemos notar que

los valores son menores al 10% para todos los casos. Lo cual nos permite utilizar
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el perfil obtenido para realizar comparaciones de perfiles, bajo las mismas
condiciones. El comportamiento de liberacién del principio activo en este medio se

puede observar en la siguiente figura:
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Figura 28. Perfil de disolucion del medicamentol a pH=6,8 por HPLC.

XI.2 Perfil de disolucion para el medicamento 1 resolucion en buffer acetato
pH= 4,5 por HPLC.

XI.2.1 Medio buffer acetato pH=4,5

Se realizé la inyeccibn de un patrén al 100%, obteniéndose el siguiente

Cromatograma:
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Figura 29. Inyecciones de patron de Tiocolchicésido en medio buffer acetato pH=

4,5.

Observandose que no existe interferencias del medio o la fase movil, con el analito

de interés. Se observa la separacion del principio activo.

XI.2.2 Pureza cromatografica de patron

Se realiz6 el estudio de pureza de la solucion patron de Tiocolchicésido,

estudiandose la curva de similitud (PA) y la curva del umbral de ruido (TH). Para el

estudio de pureza se realiz6 la comparacién de los valores de PA y TH. Se pudo

observar que el valor de PA es menor al valor de TH. Lo cual indica que el pico

obtenido en el cromatograma es puro, es decir que el principio activo analizado es

solo Tiocolchicosido.
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Figura 30. Pureza de pico de solucion patron en medio buffer acetato pH=4,5.
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XI1.2.3 Pureza de la muestra medicamento 1

Se realizé la comparacion de los valores de curva de similitud (PA) y la curva del
umbral de ruido (TH), para la inyeccibn de una muestra del medicamento 1
obteniéndose que el valor de PA es menor al valor de TH, indicando que la muestra

analizada contiene como principio activo solo el Tiocolchicésido.
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Figura 31. Pureza de pico de la inyeccion del medicamento 1 en medio buffer

acetato a pH=4,5.

Xl.2.4 Curva de calibracibn medicamento 1 por cromatografia de alta
resolucion en buffer acetato pH=4,5.

La curva de calibraciéon en medio buffer acetato tuvo un coeficiente de correlacion
R2 de 0,999.
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Figura 32. Curva de calibracion por HPLC en medio buffer acetato pH=4,5.

Medicamento 1.

XI.2.5 Analisis de la muestra por HPLC en medio buffer acetato pH= 4,5

Los porcentajes disueltos dados por esta metodologia para el medicamento 1,

fueron los siguientes:

Tabla 14. Porcentaje Disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucion de buffer

acetato a pH=4,5. Medicamento innovador por HPLC.

TIEMPO (min) % DISUELTO DS Cv
0 0 0 0
5 81,22 4,87 5,99
10 96,82 1,35 1,39
15 98,59 1,15 1,17
20 98,81 1,30 1,32
30 98,99 1,33 1,34
45 100,20 1,33 1,33

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion
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Para el medio de disolucion buffer acetato pH= 4,5 se alcanza una liberacion
completa (100%) del medicamento a los 45 minutos. A partir de los 10 minutos se
obtiene un porcentaje disuelto de THC mayor al 85% y los CV son menores al 10%,
por lo cual los resultados obtenidos se pueden considerar para realizar comparacion
de perfiles. EI comportamiento de liberacién del principio activo en este medio se

puede observar en la siguiente figura:
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Figura 33. Perfil de disolucién del medicamento innovador a pH=4,5 por HPLC.

XI.3 Perfil de Disolucién para el medicamento 1 en HCI 0,060 N a pH= 1,2 por
HPLC.

XI.3.1 Medio HCI 0,060 N a pH=1,2

Observando el cromatograma del patrén en este medio, no se observa interferencia
del medio, ni de la fase movil o falta de absorbancia del principio activo en el

cromatograma.
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Figura 34. Inyecciones de patron de Tiocolchicésido en medio HCI 0,060N pH=
1,2.

X1.3.2 Pureza cromatografica de patrén

El estudio de pureza de la solucion patron de Tiocolchicdsido, al comparar los
valores de curva de similitud (PA) y la curva del umbral de ruido (TH), se obtuvo que
PA es menor que TH. Lo cual nos indica que el compuesto analizado es solo
Tiocolchicosido.

Purity Plot
0,02 Furty In E ] 0.02] Puriyy g
2 Mo Thre_ﬂ@\ 50,00 %’ 2 Auto Thr@é\ f 50,00 %‘
0,00 T — I‘_ T T 70,00 © 0,00-5== == |h L2 T =000 ©
550 600 650 550 600 650
Minutes Minutes
PA: 0,192 TH: 0,339 PA: 0,174 TH: 0,350
5 002] Purity I E 000 & o 007 Pumty B, I : 00 B
< to Thre; g~ < o Thr Fins
LI N 73 S i N Y
550 600 650 550 600 650
Minutes Minutes
PA: 0,156 TH: 0,347 PA: 0,151 TH: 0,347
— Peak TIOCOLCHICOSIDO
Purity
—— Auto Threshold

Figura 35. Pureza de Pico de solucién patrén en medio HCI 0,060 N pH=1,2.
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XI1.3.3 Pureza de la muestra medicamento 1

Se realizé la comparacién de los valores de curva de similitud (PA) y la curva del
umbral de ruido (TH), obteniéndose que el valor de PA era menor al valor de TH,
indicando que la muestra analizada contiene como principio activo puro de

Tiocolchicésido.
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Figura 36. Pureza de pico de la inyeccion del medicamento 1 en medio HCI 0,060
N pH=1,2.

XI.3.4 Curva de calibracion medicamento 1 por cromatografia de alta
resolucion en HCI 0,060 N a pH=1,2.

La curva de calibracion tuvo un coeficiente de correlacion R? de 0,999.
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Figura 37. Curva de calibracion por HPLC. Medio: Acido Clorhidrico pH 1,2.

X1.3.5 Perfil de disolucion para medicamento 1 en HCI 0,060 N a pH=1,2.

Los porcentajes disueltos obtenidos por esta metodologia para el medicamento 1

podemos observarlos en la Tabla 15.

Los valores de %CV para el medio a pH=1,2 son menores al 10%, al igual que para
los deméas medios, cumpliendo con las consideraciones de la FDA para realizar
comparaciones de perfiles. Al observar los %disuelto podemos notar que se alcanza
una liberacién mayor al 85% a partir de los 10 minutos.
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Tabla 15. Porcentaje Disuelto de Tiocolchicésido en medio de disolucion de HCI
0,060 N a pH=1,2 para el medicamento 1 por HPLC.

TIEMPO (min) % DISUELTO DS CVv
0 0 0 0
5 71,19 6,14 8,62
10 96,89 3,46 3,57
15 100,67 4,77 4,74
20 100,65 3,41 3,39
30 100,45 3,58 3,57
45 99,65 4,13 4,14

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion

El comportamiento de la liberacién del principio activo podemos verlo en el perfil de
disolucién, donde aumenta el porcentaje disuelto de Tiocolchicésido entre los
minuetos 15 y 30, y disminuye luego este porcentaje al llegar a los 45 minutos. Se
supone que una vez liberado el 100% del principio activo, no hay nada que
disminuya la cantidad presente liberada del farmaco debido a que el analisis se llevo
a cabo de manera in vitro. Puede existir disminucioén si la muestra se degrada o si

existe una falla en la metodologia.
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Figura 38. Perfil de disolucién para medicamento 1 a pH= 1,2 por HPLC.
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XI.4 Perfil de disolucion para el medicamento 1 en agua a pH=7,0 por HPLC.

Xl.4.1 Medio Agua a pH=7,0

En el cromatograma se observa la sefial del principio activo de interés, no se

observa interferencia en el medio o en la fase movil.
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0,02+

0,00 - — N

Figura 39. Inyecciones de patron de Tiocolchicésido en medio Agua a pH= 7,0.

X1.4.2 Pureza cromatografica de patrén

La comparacién de los valores de curva de similitud (PA) y la curva del umbral de
ruido (TH), se obtuvo que PA es menor que TH. Lo cual nos indica que el compuesto

analizado es Tiocolchicosido.
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Figura 40. Pureza de pico de solucion patron en medio Agua a pH=7,0.
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XI1.4.3 Pureza de la muestra medicamento 1

La pureza de la muestra se analiz6 comparando los valores de curva de similitud
(PA) y la curva del umbral de ruido (TH), para la inyeccién de una muestra del
medicamento 1. Se obtuvo que el valor de PA era menor al valor de TH, indicando

que la muestra analizada contiene como principio activo Tiocolchicésido.
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Figura 41. Pureza de pico de la inyeccion del medicamento 1 en Agua a pH=7,0.

XI.4.4 Curva de calibracién medicamento 1 por HPLC en agua a pH=7,0.

La curva de calibracion de Tiocolchicosido en agua tuvo un coeficiente de

correlacion R? de 0,999.
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Figura 42. Curva de calibracion por HPLC. Medio: Acido Clorhidrico pH 1,2.

X1.4.5 Perfil de disolucion para medicamento 1 en agua a pH=7,0.

Los valores de CV para la liberacién del principio activo en agua son menores al
20% para tiempos menores a 15 minutos y menores al 10% para tiempos mayores.
Segun la FDA los perfiles que cumplen con estas caracteristicas pueden ser usados
para comparacion de perfiles, para ello el medicamento debe liberar mas del 85%
del principio activo, observando la tabla 16, a partir de los 10 minutos se libera méas

del 85% del principio activo.
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Tabla 16. Porcentaje disuelto de Tiocolchicésido en agua a pH=7,0 para el

medicamento innovador por HPLC.

TIEMPO (min) ” DS cV
DISUELTO

0 0 0 0
59,09 10,89 18,43

10 88,10 7,12 8,08

15 96,00 3,86 4,02

20 98,64 2,18 2,21

30 99,57 1,97 1,98

45 103,74 8,46 8,15

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion

El comportamiento de la liberacion del principio activo podemos verlo en el perfil de

disolucién Figura 43.
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Figura 43. Perfil de disolucién para medicamento innovador a pH= 7,0 por HPLC.
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Xll. PERFILES DE DISOLUCION MEDICAMENTO 3-A POR HPLC

XIl.1 Perfil de disolucion para el medicamento 3-A en buffer fosfato pH= 6,8
por HPLC.

XI1.1.1. Pureza de la muestra medicamento 3-A

Se realizé la comparacion de los valores de curva de similitud (PA) y la curva del
umbral de ruido (TH), para la inyeccidbn de una muestra del medicamento
obteniéndose que el valor de PA es mayor al valor de TH. Valores de PA menores
a TH indican que el compuesto analizado por HPLC es un compuesto puro, para
este caso en particular el valor de PA es mayor a TH lo que nos indica que la muestra
analizada no se encuentra pura. Comparando el valor obtenido para la pureza de
la muestra del medicamento 1 con el del medicamento 3-A en el medio buffer fosfato
de pH= 6,8, pudimos notar que el medicamento 1 en este medio posee un PA menor
a TH siendo la muestra analizada Tiocolchicésido. Puede deberse a que el
medicamento 3-A en este medio sufra una degradacion o alguna reaccion con un
excipiente, etc. Recordemos que cada medicamento posee excipientes diferentes

dados por las industrias farmacéuticas que los fabrican.

Purity Plot
- - o - @
002 /g\ B £ 5 002] /g Es0.00
2 Ak_rn;eérgd\ y s 2 A}Q’Th;ershgd E5000 5,
0,00 =m0, 00 © 0,00t i 0.00 ©
5,00 550 5.00 5,50
Minutes Minutes
PA: 1,009 TH: 0,419 PA: 0,199 TH: 0,432
3 i d 5000 8
0,02 (3] - @ 0,02 (8] E ®
2 :ABQTrEz/shx_jd J ;'50'00 g 2 ASQkThr shold J 350'00 g
0,00t dmeeri0.00 0,00 0,00
500 Mln?l?e% .00 Mm‘?JFeos
PA: 0,171 TH: 0,422 PA: 0,157 TH: 0,418
Peak: TIOCOLCHICOSIDO
Purity

——— Auto Threshold

Figura 44. Pureza de pico de la inyeccion del medicamento genérico en medio

buffer fosfato a pH=6,8.
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XIl.1.2 Curva de calibraciéon medicamento 3-A por HPLC en buffer fosfato pH=
6,8.

La curva presento un coeficiente de correlacion R? de 0,999.
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Figura 45. Curva de calibracién para el medicamento 3-A en medio buffer fosfato
a pH=6,8.

X11.1.3 Perfil de disolucién para medicamento genérico en medio buffer
fosfato pH=6,8.

La metodologia planteada por HPLC para el medicamento 3-A se realizd con las
mismas condiciones cromatograficas que en el analisis para el medicamento 1.
Obteniéndose para el producto genérico los % disuelto de principio activo de la
Tabla 17.

Podemos notar que durante el tiempo de andlisis dado para la disolucion, se alcanza
una liberacion del principio activo mayor al 85% a partir de los 15 minutos.
Observando los valores de CV notamos que los valores son menores al 10%. Esto

nos indica que podemos tomar los resultados para realizar comparacion de perfiles.
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En la figura 46 podemos observar el comportamiento de liberacién del principio

activo de la muestra.

Tabla 17. Porcentaje Disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucion de buffer
fosfato a pH=6,8. Medicamento 3-A por HPLC.

TIEMPO (min) % DISUELTO DS Cv
0 0 0 0
5 69,99 5,38 7,69
10 91,30 5,47 5,99
15 100,14 4,40 4,40
20 102,21 2,70 2,65
30 103,72 1,64 1,58
45 104,19 1,58 1,52

DS= Desviacion estandar

% Disuelto de
Tiocolchcoésido

CV=Coeficiente de variacion
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Figura 46. Perfil de disolucion medicamento 3-A a pH= 6,8 por HPLC.
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XI1l.2 Perfil de disolucién para el medicamento 3-A en buffer acetato pH= 4,5

por HPLC.

XIl.2.1 Pureza cromatografica de la Muestra

Para la inyeccion de una muestra del medicamento 3-A se obtuvo que el valor de

PA es menor al valor de TH, indicando que la muestra analizada contiene como

principio activo Tiocolchicosido.
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Figura 47. Pureza de pico de la inyeccion del medicamento 3-A en medio buffer

acetato a pH=4,5.

XIll.2.2 Curva de calibracion medicamento 3-A por HPLC en buffer acetato pH=

4,5.

La curva de calibracién en medio buffer acetato tuvo un coeficiente de correlacion

R? de 0,999.
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Figura 48. Curva de calibracién para el medicamento genérico en medio buffer

acetato pH= 4,5.

XIl.2.3 Perfil de disolucion para medicamento 3-A en medio buffer acetato pH=
4,5

En la Tabla 18 se observa que los % disuelto de Tiocolchicdsido tienen un aumento
prolongado en el tiempo para el medio a pH 4,5, alcanzandose mas del 85% a partir
de los 10 minutos de la disolucion. Los valores de CV obtenidos son menores al

20% para tiempos menores a 15 minutos, y menores al 10% en los otros tiempos.



126

Tabla 18. Porcentaje disuelto de Tiocolchicésido en medio de disolucién de buffer
acetato a pH=4,5. Medicamento 3-A por HPLC.

TIEMPO (min) | % DISUELTO | DESVIACION ESTANDAR CcVv

0 0 0 0

5 80,42 8,59 10,68
10 95,35 3,98 4,18
15 96,06 2,86 2,98
20 96,55 2,08 2,15
30 96,66 1,93 1,99
45 97,02 2,16 2,23

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion

El proceso de liberacion del principio activo del medicamento 3-A en este medio lo

podemos observar en la figura siguiente:
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Figura 49. Perfil de disolucion para el medicamento 3-A en medio buffer acetato a
pH= 4,5.
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XI1.3 Perfil de disolucién para el medicamento 3-A en HCI 0,060 N a pH=1,2 por
HPLC.

XIl.3.1 Pureza cromatografica de la muestra

Se realiz6 la comparacion de los valores de curva de similitud (PA) y la curva del
umbral de ruido (TH), para la inyeccion de una muestra del medicamento 3-A
obteniéndose que el valor de PA era menor al valor de TH, indicando que la muestra

analizada contiene como principio activo Tiocolchicésido.
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Figura 50. Pureza de pico de la inyeccion del medicamento 3-A en medio HCI
0,060 N a pH=1,2.

XII.3.2 Curva de calibracion medicamento genérico por HPLC en HCI 0,060 N a
pH=1,2.

La curva de calibracion tuvo un coeficiente de correlacion R? de 0,999.
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Figura 51. Curva de calibracién para el medicamento 3-A en HCl a pH=1,2.

XI1.3.3 Perfil de disolucion para medicamento 3-A en HCI 0,060 N a pH=1,2.

Los porcentajes disueltos obtenidos por esta metodologia para el medicamento 3-A

fueron los siguientes:

Tabla 19. . Porcentaje Disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucion de HCI
0,060 N a pH=1,2. Medicamento 3-A por HPLC,

TIEMPO (min) % DISUELTO DS Cv
0 0 0 0
5 83,01 5,94 7,16
10 95,09 2,20 2,31
15 98,79 1,63 1,65
20 99,51 2,03 2,04
30 99,83 2,40 2,40
45 99,76 2,37 2,37

DS= Desviacion estandar CV=Coeficiente de variacion
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Se obtuvo un porcentaje disuelto mayor al 85% a partir de los 10 minutos. Los
valores de CV son menores al 10% para cada medida, con estas consideraciones
podemos realizar comparacion de perfiles. EI comportamiento de liberacién del

farmaco lo podemos observar en la siguiente figura:
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Figura 52. Perfil de disolucion para el medicamento 3-A a pH=1,2.

XIl.4 Perfil de disolucién para el medicamento 3-A en AguaapH=7,0 por HPLC.

XIll.4.1 Pureza cromatografica de la Muestra

El medicamento genérico en Agua a pH= 7,0 posee un valor de la curva de umbral
de ruido (TH) menor al valor de la curva de similitud (PA), esto nos indica que la
muestra analizada no es pura, esto puede deberse a que el en este medio sufra una

degradacion o alguna reaccion con algun excipiente.
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Figura 53. Pureza de pico de la inyeccién del medicamento 3-A en agua a pH=7,0.

XIll.4.2 Curva de calibracién medicamento 3-A por HPLC en agua a pH=7,0.

La curva de calibracion tuvo un coeficiente de correlacion R? de 0,999.
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Figura 54. Curva de calibracién para el medicamento 3-A en Agua a pH=7,0.
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XIl.4.3 Perfil de disolucion para medicamento 3-A en agua pH=7,0.

Los porcentajes disueltos obtenidos por esta metodologia para el medicamento 3-

A, se encuentran en la Tabla 20.

En este medio se alcanza un porcentaje liberado de principio activo mayor al 85%
a partir de los 10 minutos. Los valores de los CV son menores al 10% en todos los
tiempos estudiados, por lo cual se puede realizar una comparacion de perfiles.

Tabla 20. Porcentaje Disuelto de Tiocolchicosido en medio de disolucién Agua a
pH=7,0 para el medicamento 3-A por HPLC.

TIEMPO (min) % DISUELTO DS cV
0 0 0 0
5 75,13 5,84 7,78
10 95,23 2,89 3,03
15 97,29 1,18 1,21
20 99,25 0,92 0,93
30 99,49 1,65 1,66
45 100,39 1,64 1,63
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Figura 55. Perfil de disolucién para el medicamento 3-A a pH=7,0.

Xlll. PRUEBAS DE COMPARACION PARA MEDICAMENTO 1Y 3-A POR HPLC

Los andlisis desarrollados hasta el momento se han realizado con la finalidad de
obtener el medio de disolucién adecuado, que permita completar la liberacién del
principio activo en los tiempos establecidos por la USP para los ensayos de
disolucién. Por lo cual en el presente trabajo se estudiaron los perfiles de disoluciéon
del medicamento 1 y 3-A, de formulaciones que se encuentran en la Republica
Bolivariana de Venezuela, en los diferentes medios de disolucion establecidos por
la USP.

Para la determinacién del mejor medio de los ensayos de disolucion para el principio
activo Tiocolchicosido se realizaron comparaciones de los perfiles de disolucion
obtenidos para los distintos medios a pH= 1,2, 4,5, 6,8 y 7,0 de los medicamentos
1 y 3-A , utilizando métodos estadisticos que permiten determinar la similitud
(prueba de comparacion f2) y la diferencia porcentual entre las dos curvas en cada
punto temporal (prueba de diferencia fi) de las curvas obtenidas, tomando como

referencia el medicamento 1.
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Observemos las siguientes comparaciones de los perfiles de disolucion obtenidos.

e Prueba de Comparacion de Perfiles de Disolucion en Medio Buffer Fosfato a

pH 6,8.

120
100

o)
o

2
260
2
[a)
e 40
20
0
0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)
@®— Innovador Generico

Figura 56. Comparacion de los perfiles de disolucion de Tiocolchicésido del
medicamento 1y 3-A para el medio buffer fosfato a pH=6,8.

Tabla 21. Comparacion de perfiles de disolucién del medicamento 1 Y 3-A en medio

buffer fosfato pH= 6,8.

Comparacion de Perfiles a pH 6,8
Factor de Similitud (f2) 60,02
Factor de Diferencia (f1) 7,35

Los valores obtenidos para este medio se encuentran dentro de los rangos

establecidos por la FDA. Ya que el valor de f es mayor a 50 y el valor de f1 se

encuentra entre 0 y 15.



134

e Prueba de comparacion de perfiles de disolucién en medio buffer acetato a

pH 4,5.
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Figura 57. Comparacion de los perfiles de disolucion de Tiocolchicosido del

medicamento 1y 3-A para el medio buffer acetato a pH=4,5.

Tabla 22. Comparacion de perfiles de disolucién del medicamento 1y 3-A en medio

buffer acetato pH= 4,5

Comparacion de Perfiles a pH 4,5
Factor de Similitud (f2) 84,19
Factor de Diferencia (f1) 2,19

En este medio de disolucién la comparacion de los perfiles da un valor de factor de
similitud (f2) mayor a 50 y muy cercano a 100; y para el factor de diferencia (f1) se
obtuvo un valor de 2,19 el cual se encuentra entre 0-15, valores estipulados por la
FDA, este valor de f1 es un valor bastante cercano a cero, el cual nos indica que la

diferencia entre las curvas es muy pequefa. Con los resultados obtenidos para los
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factores de similtud y diferencia se puede decir que las curvas de Tiocolchicésido

en el medio Buffer Acetato aseguran la igualdad o equivalencia entre las dos curvas.

e Prueba de comparacion de perfiles de disolucion en medio &cido clorhidrico

a pH1,2.
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Figura 58. Comparacion de los perfiles de disolucion de Tiocolchicosido del

medicamento 1y 3-A para el medio acido clorhidrico 0,060 N a pH=1,2.

Tabla 23. Comparacion de perfiles de disolucién del medicamento 1y 3-A en medio

Acido Clorhidrico 0,060N a pH= 1,2.

Comparacion de Perfiles apH 1,2
Factor de Similitud (f2) 64,75
Factor de Diferencia (f1) 3,05

El valor de factor de similitud obtenido en este medio de disolucion fue de 64,75,
valor que se encuentra en el intervalo de 50-100 para f2. Para el factor de diferencia
en este medio se obtuvo un valor de 3,05 muy cercano a cero. El valor obtenido de

f2mayor a 50 indica que el medicamento puede ser equivalente.
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e Prueba de comparacion de perfiles de disolucién en Agua a pH 7,0.
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Figura 59. Comparacion de los perfiles de disolucion de Tiocolchicosido del

medicamento 1y 3-A en Agua a pH 7,0.

Tabla 24. Comparacion de perfiles de disolucién del medicamento 1y 3-A a pH=

7,0.

Comparacion de Perfiles apH 7,0
Factor de Similitud (f2) 56,96
Factor de Diferencia (f1) 5,23

En este medio a pH 7,0 el valor de f1 es un nimero negativo el cual no cumple con
el intervalo estipulado para el factor de diferencia (0-15), el factor de similitud es de

56,96, este valor de f2 es un numero bastante alejado de 100, lo cual disminuye la

similitud de las curvas.
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Tabla 25. Comparacion de los factores de similitud y diferencia para los diferentes
medios.

Medios de disolucion pH=6.8 PH=4.5 pH=1,2 pH=7.0
Factor de Similitud (f.) 60,02 84,19 64,75 56,06
Factor de Diferencia (f,) 7.35 2,19 3,05 523

Aunqgue todos los medios estudiados cumplen con el criterio dado por la FDA donde
se aseguran similitud o equivalencia entre las dos curvas, cuando los valores de f1
de hasta 15 (0-15) y los valores de f2 mayores de 50 (50-100).Se puede notar que
los valores obtenidos para el medio buffer acetato a pH 4,5 es el mejor medio para
el ensayo de disolucion, debido a que su valor de f2 es mas cercano a 100 y su valor

de f1 mas cercano a 0.

XIV. ESTUDIO DE CINETICA DE DISOLUCION

La determinacion del orden cinético no se pudo llevar a cabo debido a que no se
obtuvieron puntos de muestras suficientes en los primeros lapsos de tiempo para
realizar la estimacién de la cinética en los procesos de disolucién realizados en los
diferentes medios. Para la realizacion del estudio cinético era necesario obtener un
minimo de cinco tomas de muestras de los perfiles de disolucién en un tiempo menor

a 10 minutos.

Con los datos que se obtuvieron para cada medio, nos basamos en la ecuacion de
Noyes-Whitney, para un proceso cinético de orden uno (Ecuacion 9) para lograr
determinar las constantes de disolucion (Kd) de los diferentes perfiles de disolucion
del medicamento innovador y genérico, agregando un punto extra (0,0) no
experimental para lograr generar informaciéon del comportamiento del farmaco en

los diferentes medios. Obteniéndose las siguientes constantes de disolucion;
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Tabla 26. Constantes de disolucién para Medicamento Innovador y Genérico en

diferentes medios de disolucion.

Medio de Disolucion Kda Innovador | Kd Genérico

Buffer Fosfato pH 6,8 0,272 0,224

Buffer Acetato pH 4,5 0,34 0,235
HCl pH 1,2 0,355 0,306

Observando las constantes de disolucién podemos notar que no existen diferencias
significativas entre las constantes de disolucion de ambos medicamentos, ya que
los valores obtenidos son similares para los medios de disolucion. En la siguiente
figura (Figura 60) tenemos las representaciones graficas del estudio cinético para
la determinacion de las constantes de disolucién. Existen pequefias diferencias
entre los puntos a los tiempos de 5y 10 minutos para cada medio, no significativas
ya que cada punto de las tomas de muestra se encuentran uno sobre otro, quedando
cada punto del medicamento genérico dentro de los errores del medicamento
innovador. Ademas podemos observar que el comportamiento del principio activo

en los medios es similar.

A partir del estudio cinético no se obtuvieron diferencias estadisticas debido a que
se realizaron lo estudios con poco puntos de tomas de muestras, lo cual dificulto el
estudio cinético, el cual debe realizarse con un minimo de cuatro punto de toma de
muestras en los primero minutos de disolucién. Los perfiles de disolucion de
Tiocolchicésido obtenidos para el medicamento innovador y genérico nos permiten
observa que existe una velocidad de disolucion del farmaco rapida, ya que a los 10
minutos se alcanza un 90% o mas del principio activo liberado, por lo cual es
recomendable para realizar el estudio cinético obtener un minimo de cuatro tomas
de muestras en un periodo menor a 10 minutos para poder afinar la primera parte
de las curvas de los perfiles de disolucion lo cual son de interés para los estudios

cinéticos de disolucion.
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Figura 60. Graficas de cinética de primer orden para Tiocolchicosido en distintos
medios.

Debido a la poca informacion que se pudo obtener con respecto al estudio cinético
de Tiocolchicésido en los distintos medios, por el comportamiento similar del
farmaco en cada uno de ellos por el analisis de solo tres puntos, la eleccion del
mejor medio de disolucion para la metodologia para el ensayo de disolucion de
Tiocolchicésido se realizé a través de la comparacion de los perfiles de disolucion
aplicando los factores de similitud y diferencia dados por el método independiente
para comparacion de perfiles de la FDA y la USP 38.



140

XV. PROCEDIMIENTO DE DISOLUCION PARA EL ENSAYO DE DISOLUCION
DE TIOCOLCHICOSIDO EN TABLETAS.

La comparacion de los perfiles de disolucion realizadas para los distintos medios,
nos ayudan a evaluar el proceso de liberacion del principio activo Tiocolchicésido,
permitiéndonos obtener el medio de disolucion adecuado para el desarrollo de una
metodologia de disolucion resistente y reproducible para las operaciones diarias y
capaz de ser transferido entre laboratorios.

La eleccién del medio de disolucion para el ensayo de disolucién de Tiocolchicésido
en tabletas se realiz6 a través de la comparacion de los factores de similitud y de
diferencia de los perfiles de disolucién. Al comparar los medios de disolucién
encontramos mejores resultados con el Buffer Acetato de pH 4,5, con el cual se
obtuvo un valor factor de similitud de 80,58 y un factor de diferencia de 2,18 (Tabla
22).

Ademas el apartado <1092> nos indica que una prueba disefiada adecuadamente
debe dar como resultados datos que posean la menor variabilidad, considerando
alta variabilidad si los coeficientes de variacién (%CV) para analisis por HPLC es
mayor el 2%, al observar las Tablas 14 y 18 de los perfiles de disolucion para
Tiocolchicésido en buffer acetato a pH 4,5 para los medicamentos innovador y
genérico, podemos notar que los valores de CV son menores al 2%. También
podemos observar que el porcentaje de disolucion que se alcanza a partir de los 30
minutos del tiempo de disolucién en este medio es mayor al intervalo de 75% a 80%

disuelto.
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El apartado <1092> de la USP también nos indica que la duracion del procedimiento
de los ensayos de disolucion para formas farmaceéuticas de liberacién inmediata es

usualmente entre 30 y 60 minutos.

De los resultados obtenidos y de la informacion extraida de la bibliografia se pueden
definir las condiciones para la metodologia analitica por ensayo de disolucién de

Tiocolchicésido en Tabletas.

Tabla 27. Condiciones de la metodologia para el ensayo de disolucion del

Tiocolchicosido en Tabletas

Ensayo de Disolucion
Medio de Disolucion Buffer Acetato pH=4,5
Aparato Paletas
Volumen de medio 900 mL
Velocidad de agitacion 50 Irpm
Temperatura 37°C
Equipo HPLC

Una vez obtenidas las condiciones experimentales, se procedio a la determinacion
de los parametros de calidad para la validacion de la metodologia analitica

propuesta para el ensayo de disolucién de Tiocolchicésido en Tabletas.

Para determinar el tiempo de toma de muestra para el ensayo de disolucion de
Tiocolchicésido, se realizaron tomas de muestras para los tiempos de 20, 30 y 45

minutos.
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Las condiciones cromatogréficas para el ensayo de disolucion de Tiocolchicésido
en tableta, se encuentran establecidas en el apartado X.3 "Optimizacion de las

condiciones cromatograficas".

XVI. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA EL ENSAYO DE
DISOLUCION DE TIOCOLCHICOSIDO EN TABLETAS POR HPLC.

Una vez desarrollada la metodologia analitica se procedio a realizar la validacion,
esto se llevd a cabo evaluando los pardmetros sugeridos por el aparatado
<1225>Validacion de Procedimientos Analiticos y el apartado <1092> de la USP 38.

XVI.1 Linealidad

Para su determinacién se construyeron curvas de calibracion, partiendo de un
patron puro de Tiocolchicésido. Las curvas se elaboraron con 6 niveles de
concentraciones, siendo 5 concentraciones el rango minimo de niveles para la
elaboracion de la curva segun lo recomendado por la ICH (Guia Q2 (R1)). Los
niveles de concentracion utilizados en la curva estan comprendidos entre 0,001 y

0,006 mg/mL. Las concentraciones de los patrones se encuentran en la Tabla 28.
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Tabla 28. Concentraciones de patrones de Tiocolchicosido utilizados para la curva

de calibracion.

NIVEL CONCENTRACION (mg/mL)
25 % 0,001
50 % 0,002
75 % 0,002
100 % 0,004
125 % 0,005
150 % 0,006

El patron se disolvié en el medio de disolucion Buffer Acetato a pH 4,5.

Las soluciones de patrén preparadas fueron analizadas por duplicado. El estudio se
baso6 en la construccion de curvas de calibracion, las cuales fueron realizadas en

tres dias diferentes.

La verificacion de la linealidad de los graficos de calibracién para los ensayos de
disolucién fue evaluada mediante el uso de los métodos de coeficiente de
determinacion (R?), el calculo de regresion por el método de minimos cuadrados y

andlisis de residuales del modelo de regresion.



Tabla 29. Curva de Calibracién. Linealidad Dia 1. Tiocolchicésido

mg/mL Tiocolchicosido

Niveles de »
. Concentracion i
Patron Concentracion Areas
(mg/mL)
(%)
1 25% 0,001007 87915
1 25% 0,001007 88844
2 50% 0,002014 176328
2 50% 0,002014 176108
3 75% 0,003021 265905
3 75% 0,003021 266149
4 100% 0,004028 356608
4 100% 0,004028 354321
4 100% 0,004028 355941
4 100% 0,004028 358295
4 100% 0,004028 355721
5 125% 0,005035 444703
5 125% 0,005035 445977
6 150% 0,006042 532648
6 150% 0,006042 536443
Pendiente 88772452,38
Punto de Corte -1690,827715
Ecuacion de larecta y=9E+07x - 1690,8
Coeficiente de Determinacién (R2) 0,9999
600000
500000
— 400000
<
=
= 300000
g
<<
200000 y = 9E+07x - 1690,8
2 _
100000 R"=0,9999
0
0 0,002 0,004 0,006 0,008
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Figura 61. Curva de Calibracion Dia 1. Linealidad, Validacion de la metodologia.



Tabla 30. Curva de Calibracion. Linealidad Dia 2. Tiocolchicésido

mg/mL Tiocolchicosido

Patrén Niveles de Concentracion Areas
Concentracion (%) (mg/mL)
1 25% 0,001007 87428
1 25% 0,001007 87364
2 50% 0,002014 176348
2 50% 0,002014 176940
3 75% 0,003021 259623
3 75% 0,003021 259994
4 100% 0,004028 351905
4 100% 0,004028 352260
4 100% 0,004028 353520
4 100% 0,004028 352104
4 100% 0,004028 353828
5 125% 0,005035 441025
5 125% 0,005035 448813
6 150% 0,006042 527695
6 150% 0,006042 525111
Pendiente 87769439,76
Punto de Corte -1251,2397
Ecuacion de larecta y = 9E+07x + 1251,2
Coeficiente de Determinacién (R2) 0,9996
600000
500000
400000
5 300000
©
i
< 200000 y =9E+07x - 1251,2
100000 R2=0,9996
0
0 0,002 0,004 0,006 0,008
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Figura 62. Curva de Calibracion Dia 2. Linealidad, Validacion de la metodologia.
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Tabla 31. Curva de Calibracioén. Linealidad Dia 3. Tiocolchicésido

Patrén Niveles de Concentracion Areas
Concentracion (%) (mg/mL)
1 25% 0,001007 84969
1 25% 0,001007 85046
2 50% 0,002014 172015
2 50% 0,002014 169254
3 75% 0,003021 261040
3 75% 0,003021 262033
4 100% 0,004028 351297
4 100% 0,004028 351602
4 100% 0,004028 351015
4 100% 0,004028 356719
4 100% 0,004028 354295
5 125% 0,005035 438315
5 125% 0,005035 439508
6 150% 0,006042 525219
6 150% 0,006042 525132
Pendiente 87975536,41
Punto de Corte -3764,981273
Ecuacion de larecta y = 9E+07x - 2631,5
Coeficiente de Determinacién (R2) 0,9997

600000

500000

400000

300000

200000

Area(UA)

y = 9E+07x - 3765
R? = 0,9997
100000

0

0 0,002 0,004 . . 0,006 0,008
mg/mL Tiocolchicosido

Figura 63. Curva de Calibracion Dia 3. Linealidad. Validacion de la metodologia.
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Los coeficiente de determinacion (R?), expresan la proporcién de variabilidad del
conjunto de datos originada por la regresion de la variacion total. Idealmente su valor
debe acercarse a la unidad. (29) Segun los criterios de aceptacion para la validacion
de la linealidad para los ensayos de disolucion en el Apartado <1092> de la USP
38, el coeficiente de determinacion debe ser mayor o igual 0,98 para demostrar
linealidad. Al observar las curvas de calibracion concernientes a la evaluacion de la
linealidad vemos que los valores de coeficientes de determinacion son cercanos a

uno, dando un comportamiento ideal.

Tabla 32. Linealidad curvas de calibracién de Tiocolchicésido.

. . Factor de
. Desviacion Estandar
Ecuacion de la . . Respuesta
LINEALIDAD R* R Error Tipico
Recta Pto.
Pendiente| Corte
1 y=89E+07x - 1690,8 | 0,999%|0,999% (147936,5805( 24621924 | 39167,521|8,8E+07| 0,53
y = 9E+07x + 1251,2 | 0,9996|0,9998 [ 146292, 6792 | 24345304 | 96010,002|8,7E+07| 0,88

¥ =9E+07x - 26315 | 0,9997|0,9995 [ 146626,5893 | 24403345 [ 95229,011|8,7E+0T| 1,55

f LV,

R2 Coeficiente de Determinacion, R, Coeficiente de Correlacion. f, Factor de

Respuesta. CVs, Coeficiente de Variacion del factor de respuesta.

Otro procedimiento para determinar la linealidad fue el uso del factor de respuesta,
el cual expresa la relacion entre la lectura o respuesta y la concentracion. En una
calibracion lineal los factores de respuesta deben ser semejantes y cercanos al valor
de la pendiente. Para el factor de respuestas los coeficientes de variacidon superiores
al 5% son indicativos de una posible falta de linealidad, siendo recomendables
valores no superiores al 2%. Observando la tabla anterior podemos notar que los
CVi son menores a estos valores, siendo el comportamiento de las curvas de

calibracién lineal.
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También se realiz6 el andlisis de residuales el cual aporta informacion acerca de la
validez del modelo de regresion por minimos cuadrados. En el Grafico 1 se
muestran las representaciones graficas de los residuos versus los valores de y del

Tiocolchicésido.

En el andlisis de los gréficos residuales estandarizados no se observan patrones
(curvas, rombos o triangulo) en el conjunto de los datos estudiados, ademas
ninguno de los residuales supera los limites de -3 y 3. En consecuencia los valores
son normales, independientes y la varianza de los errores son constante. El andlisis
de los graficos no da informacion directa acerca de la validez del modelo de
regresion, se realiz6 un andlisis de varianza para la regresion y los residuales, la

cual permite evaluar la linealidad del modelo de regresion.



Gréaficos 1.

Andlisis de Residuales Estandarizados contra valores ajustados.
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Para el andlisis de varianza del modelo de regresion, se planted la siguiente

hipotesis:

Ho: No hay regresiéon cuando la pendiente 1= 0

H1: Si hay regresion cuando la pendiente B1# 0

Los Resultados correspondientes a la estadistica para rechazar la hipotesis son
presentados en la Tabla 33, en funcién a estos resultados podemos observar que
Fregresion > F (v1=5, v2=15, p= 0,05) al nivel del 95%. Lo que indica que se rechaza
la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alternativa; es decir, que si hay regresion
dado que el valor de las pendientes son diferentes de cero.

Tabla 33. Linealidad del modelo de Regresion.

Grados de
LINEALIDAD n . FRegresién Frabulado
Libertad
1 182760,0795
2 15 n-2 29075,4060 | F(a,1;n-2) | 4,6672
3 41496,5198

Las siguientes graficas permiten observar la linealidad y correlacién entre las curvas
realizadas en distintos dias, resultado que demuestran similitud en la precision del

conjunto de datos.
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Graficos 2. Linealidad del Tiocolchicosido. Superposicion de curvas de linealidad
dial,2y3.

600000
500000
400000

300000

AreA (UA)

200000
100000

0
0 0,002 0,004 0,006 0,008

mg/mL Tiocolchicosido

® Linealidad Dial @ Linealidad Dia 2 Linealidad Dia 3

Para el andlisis de las curvas de calibracion podemos establecer que las respuestas
de las areas por variacion de la concentracion del Tiocolchicésido presentan alta
tendencia a la linealidad en un rango de concentracién de 0,001 mg/mL a 0,006

mg/mL.

XVI.2 Precision

La precision del método se realiz6 evaluando la precisién intermedia y la
repetibilidad. Se analizaron un numero de alicuotas con la finalidad de calcular
estadisticamente la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (%CV).

XVI1.2.1 Precision del sistema cromatogréfico

La precision del sistema cromatografico se estudio evaluando la dispersion de

inyecciones consecutivas del patréon de Tiocolchicésido al 100% de la
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concentracion, con la finalidad de evaluar las condiciones cromatogréaficas del
meétodo de analisis establecido. Los resultados se presentan en la tabla 34, en la
cual podemos ver la precision del sistema y del método cromatografico el cual
cumple con el apartado <1092> de la USP 38 ya que el valor del coeficiente de

variacion es menor al 2%.

Tabla 34. Evaluacion de la precision del sistema y del método de andlisis

cromatografico.

o ' ' Precision
Precision del sistema Cromatografico ]
de método
Tiempo
_ i CrHe
Replica de Area
. (mg/ 10mL)
Retencion
1 5,115 351297 0,004036
2 5117 351602 0,004039
3 5116 351016 0,004033
4 5,101 356719 0,004098
5 5,101 354296 0,004070
Promedio 5,11 352986 0,004055
Desviacion
] 0,008 2464,775 2,80E-05
Estandar
CVv 0,16 0,70 0,69

CtHc concentracion de Tiocolchicosido. CV. Coeficiente de Variacion.

XVI.2.2 Precision Intermedia

El estudio de la precision intermedia se efectud evaluando una serie de analisis

sobre la misma muestra pero en condiciones operativas diferentes en el mismo
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laboratorio. Fue determinada bajo las siguientes condiciones operativas: Mismo

analista y diferentes dias.

La precision intermedia del método fue evaluado analizando tres perfiles de

disolucién, de un lote de estrecha uniformidad de contenido del producto

farmacéutico Tiocolchicésido, tomando muestras de 6 tabletas en los tiempos de

10, 20 y 30 min, evaluando el porcentaje disuelto de Tiocolchicésido liberado

analizadas por duplicado.

Tabla 35. Evaluacion de la Precision Intermedia del andlisis cromatografico.

Tiocolchicésido.

Precision dia 1 Precision dia 2 Precision dia 3
Tiempo % . % . % .
. ) Desviacion . Desviacion . Desviacion
(min) | Disuelto 2 %CV | Disuelto x %CV | Disuelto « %CV
Estandar Estandar Estandar
THC THC THC
10 97.096 4 500 4734| 98,026 3,009 3,070| 98,720 2,552 2,585
20 101,217 2,000 1,976| 101,565 1,116 1,099 102,416 1,225 1,196
30 101,998 2,037 1,997| 102,455 0,999 0.975| 103,750 2,198 2,119

%CV coeficiente de variacion, DS desviacion estandar

Tabla 36. Comparacion de la Precision Intermedia del analisis cromatogréafico de

los perfiles de disolucién de Tiocolchicdosido.

Precisién | Precision | Precisién
Tiempos Dia 1 Dia 2 Dia 3 Promedio Desviacion iy
(min) : : — Estandar
% Disuelto de Tiocolchicosido
10 97,10 98,03 98,72 97,95 0,81 0,83
20 101,22 101,57 102,42 101,73 0,62 0,61
30 102,00 102,46 103,75 102,73 0,91 0,88

%CV coeficiente de variacion, DS desviacion estandar
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Los resultados exhiben coeficientes de variacion menores al 2% segun el apartado
<1092> el %CV para analisis realizados por HPLC debe ser menor o igual al 2%.
Ademas podemos observar los porcentajes disueltos de Tiocolchicosido los cuales
son mayores al 85%, cumplen con el criterio de aceptacion para medicamentos de
liberacion de inmediata (Tabla 2) dado por la USP 38 y por el apartado <1092> para
los 30 minutos, tiempo requerido por la USP la cual cita " Para las formas
farmacéuticas de liberacion inmediata, la duracion del procedimiento es usualmente
entre 30 y 60 minutos" permitiendo esta metodologia determinar la calidad del
medicamento de principio activo Tiocolchicésido. Los valores de concentracion
obtenidos entre los tiempos no exceden del 5% en diferencias entre los porcentajes
disueltos de Tiocolchicdsido, cumpliendo con el criterio de aceptacion también

requerido en el apartado <1092> de la USP 38.

XVI.2.3 Repetibilidad

La repetibilidad se determin6é por el mismo analista, realizando tres perfiles de
disolucion del mismo Lote de Tiocolchicésido en un mismo dia. Se analizaron por

duplicado una serie de alicuotas tomadas en los tiempos de 10, 20 y 30 min.

Para este estudio se realiz6 una curva de calibracion para el analisis de los tres

perfiles, la cual se muestra en la figura siguiente.
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Figura 64. Curva de calibracion empleada para la metodologia por ensayo de

disolucién de Tiocolchicésido en la evaluacion de la repetibilidad.

La precision evaluada a través de la repetibilidad del sistema se encuentra dentro
de los limites establecidos para métodos cromatograficos, la USP indica que el
coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa porcentual del sistema debe
ser menor al 2 %, en los porcentajes disueltos de Tiocolchicésido (Tabla 37) para
cada tiempo observamos que él CV es menor a 2%, exceptuando a los obtenidos
en el tiempo de 10 minutos, valores que no interfieren con el andlisis debido a que
en este tiempo todavia existe principio activo no liberado. En la Tabla 38 de
comparacion de la repetibilidad observamos que los CV del promedio del porcentaje
disuelto de Tiocolchicésido de los tres perfiles realizados el mismo dia son menores

al 2%, lo cual cumple con el criterio dado por el apartado <1092> de la USP.
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Tabla 37. Evaluacion de la repetibilidad del andlisis cromatografico. Tiocolchicésido

por perfil de disolucion.

Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3
tiempo % ; % ; % ’
2 ; Desviacion : Desviacion y Desviacion
(min) | Disuelto i %CV | Disuelto . %CV | Disuelto ] %CV
Estandar Estandar Estandar
THC THC THC
10 98,567 1,769 1,794| 97,108 2,355 2,425| 97,368 2,775
20 102,159 0,380 0,372| 100,403 1,410 1,404( 100,746 1,295
30 104,185 1,892 1,816| 100,974 1,133 1,122| 101,080 1,150

Tabla 38. Comparacion de la repetibilidad del andlisis cromatografico de los perfiles

de disoluciéon de Tiocolchicosido.

Perfil 1 | Perfil 2 | Perfil 3
Tiempos % Disuelto de Desviacion
(min) Tiocolchicésido Promedio | Estandar %CV
10 98,57 97,11 97,37 97,68 0,78 0,80
20 102,16 100,40 100,75 101,10 0,93 0,92
30 104,18 101,14 101,08 102,13 1,78 1,74

%CV coeficiente de variacion

El método desarrollado muestra con el analisis de los tres perfiles que la

metodologia por ensayo de disolucion para Tiocolchicosido es reproducible,

ademas muestra que los porcentajes disuelto de Tiocolchicésido cumplen con el

criterio de aceptacion para medicamentos de liberacion inmediata (Tabla 2)

liberando més del 85% de principio activo a los 30 minutos tiempo requerido para el

ensayo de disolucién para una toma de muestra Gnica.
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XVI.2.4 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad entre el valor que
es aceptado o de referencia (valor verdadero) y el valor experimental encontrado,
se expresa como porcentaje de recuperacion en la valoracion de una cantidad
conocida de analito afiadida sobre la muestra o como la diferencia entre la medida

obtenida y el valor aceptado como verdadero.

Este debe demostrarse en todo el rango especificado para el método analitico. Para
el estudio de la exactitud en esta metodologia se realizaron determinaciones sobre
3 niveles de concentracion del analito, los cuales cubren un rango de Q * 20% para

un producto de liberacion inmediata.

Se realizaron soluciones a tres niveles de concentracién, como sugiere la literatura,
estos valores fueron 50, 75 y 100%, tomando un valor del porcentaje del contenido
declarado (Q) de 75%, valor que se encuentra en el intervalo dado por la USP 38
en el aparato <1092> como el criterio de aceptacién caracteristico para la cantidad
disuelta de ingrediente activo, expresada como porcentaje, el cual se encuentra
entre 75% a 80%.

Para la preparacion de los tres niveles de concentracion requeridos se realizaron
ensayos de disolucion por triplicado de cuatro tabletas de un mismo lote, con la
metodologia planteada para el analisis de THC. Afiadiendo simultAneamente a tres
tabletas, alicuotas de 5,0; 6,0; y 8,0 mL de soluciones patrones de Tiocolchicdsido
de una concentracién al 125, 130 y 140 % respecto a la cantidad de Tiocolchicésido
declarada, llevandose a un volumen final de 900 mL. Con la finalidad de alcanzar

concentraciones finales en el vaso disolutor de 50, 78 y 98% de THC. Dejando una
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cuarta tableta no enriquecida con patrén en un volumen de 900 mL de medio de

disolucioén.

Tabla 39. Recuperacion del porcentaje disuelto de Tiocolchicésido. Evaluacion de

la exactitud del método.

Nivel de Ensayos % Recuperacion
Enriquecimiento Disolucion Recuperacion Promedio (%)
102,81
1
100,62
101,53
50% 2 103,66
105,19
106,71
3
105,13
98,87
1
102,49
97,77
75% 2 99,34
101,77
96,59
3
98,57
101,60
1
100,87
101,59
100% 2 100,84
102,86
97,90
3
100,21

Al terminar el ensayo de disolucion en un tiempo de 30 minutos, se analizaron las

muestras enriquecidas y no enriquecidas.

Posteriormente se determiné el

porcentaje promedio de recuperacion a cada nivel de concentracién obteniendo

como resultados porcentajes de recuperacion que se encuentran dentro de los
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limites dados por la USP 38 en el apartado <1092> los cuales se encuentran entre
95 % y 105% de la cantidad agregada (Tabla 39).

XV1.2.5 Especificidad

En este trabajo la especificidad se evalué mediante el estudio de las diferencias de
los angulos de pureza del patron de referencia y las muestras utilizadas para esta

metodologia, bajo las mismas condiciones y medios de disolucion utilizados.

Patron:

Se pesaron de 10 mg de Patrén de THC y fue llevado a un matraz aforado de 50,0
mL con medio Buffer Acetato de pH 4,5. De esta solucién patrén se tomoé una
alicuota de 5,0 mL, la cual luego fue llevada a un matraz de 100 mL con la finalidad

de obtener una concentracion de THC de 0,01 mg/mL.

De la concentracion de 0,01 mg/mL se tomo una alicuota de 4,0 mL y de llevo a un
matraz aforado de 10 mL para obtener una concentracién del 100% de THC sobre
el valor declarado del medicamento. El patron al 100% fue inyectado en el

cromatografo obteniéndose el siguiente cromatograma.
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Figura 65. Cromatograma y grafico de pureza del pico de Tiocolchicdsido. Patron

de THC. Evaluacion de la Especificidad

En el cromatograma observamos que el tiempo de retencién obtenido es de 5,968

minutos, y el valor obtenido de PA: 0,244 es menor al valor de TH: 0,431; lo cual

indica que no hay interferencia en el método desarrollado para la determinacion de

Tiocolchicésido.

Muestra:

En la figura 67 observamos para la muestra del medicamento Innovador, que el

tiempo de retencion obtenido fue de 5,874 minutos y el valor de PA: 0,289 el cual
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es menor al valor de TH: 0,392; lo cual indica que al igual que el patrén no hay

interferencia en el método.
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Figura 66. Cromatograma y grafico de pureza del pico Tiocolchicosido. Muestra

Medicamento Innovador. Evaluacion de la Especificidad.

Para el medicamento genérico podemos observar que su cromatograma nos indica

un tiempo de retencion 5,265 minutos y un valor de PA: 0,246 el cual también es

menor al valor de TH: 0,363, indicando que al igual que al patrén no hay interferencia

en el método.

Al observar los picos cromatograficos del patron y las muestras notamos que los

tiempos de retencidon son similares, ademas que presentan valores de TH mayores
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a los valores de PA, lo cual indica que en las muestras y patrén no interferencia en
el método realizado para el desarrollo del ensayo de disolucion para el

Tiocolchicosido.
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Figura 67. Cromatograma y grafico de pureza del pico Tiocolchicosido. Muestra

medicamento generico. Evaluacién de la Especificidad.

XVIl. ANALISIS DE UNA MUESTRA DE TIOCOLCHICOSIDO 24 HORAS
DESPUES DE REALIZAR EL ENSAYO DE DISOLUCION DE
TIOCOLCHICOSIDO EN TABLETAS.

Este analisis tuvo como finalidad conocer si la metodologia desarrollada para el
ensayo de disolucion del Tiocolchicésido, permite analizar una muestra luego de

tener 24 horas de haber pasado por el tratamiento del aparato de disolucion.
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Para su desarrollo se establecieron las condiciones de la Tabla 27 para el analisis
del ensayo de disolucion del medicamento. La muestra utilizada fue un
medicamento de Tiocolchicésido, al cual se le realizo un perfil de disoluciéon un
primer dia y las mismas muestras tomadas se dejaron en el laboratorio por 24 horas
sin presencia de luz. Las muestras luego de las 24 horas fueron inyectadas en el

HPLC obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 40. Porcentaje disuelto de Tiocolchicésido obtenido para la muestra en el
primer dia y la muestra analizada a las 24 horas por metodologia del ensayo de

disolucién para Tiocolchicosido.

MUESTRA PRIMER DIA MUESTRA A LAS 24 HORAS
Tiempo (min) | % Disuelto THC DS CVv % Disuelto THC DS Ccv
10 98,57 1,77 1,79 101,89 4,38 4,30
20 102,16 0,38 0,37 103,45 3,17 3,07
30 104,18 1,89 1,82 104,73 1,79 1,71

DS desviacion estandar; CV coeficiente de variacion

Los %disuelto de THC en ambas muestras nos indica que se ha liberado mas del
85% del principio activo a partir de los 10 minutos activos cumpliendo con los
criterios de aceptacién para los productos farmacéuticos de liberacion inmediata.
Los CV en cada muestra son menores al 10% para cada tiempo. Tomando estas

dos consideraciones, se realiz6 la comparacion de los perfiles obtenidos.

Observando los perfiles de disolucibn de ambas muestras podemos ver la alta
similitud del as curvas, lo cual es corroborado con el factor f2 (factor de similitud) el

cual es de 81,83 valor bastante cercano a 100.
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Figura 68. Comparacion Perfiles de Disoluciéon para la estabilidad. Muestra en el
primer dia y muestra analizada a las 24 horas.

Debido que el analisis se desarroll6 en dias distintos, se realizé para cada analisis

una curva de calibracion para cada estudio de las muestras.

Esta prueba nos muestra que la metodologia es capaz de determinar los
porcentajes disueltos de tiocolchicésido, hasta 24 horas después de haber realizado
el ensayo de disolucion, obteniéndose resultados similares o equivalentes a si se

realizara la determinacién del %disuelto justo después de la disolucion.

XVII. EVALUACION DE MUESTRA VENCIDA DE TIOCOLCHICOSIDO POR
METODOLOGIA DESARROLLADA DEL ENSAYO DE DISOLUCION DE
TIOCOLCHICOSIDO.

Una vez realizada la validacién de la metodologia para el ensayo de disolucion se

procedié a analizar una muestra vencida del Tiocolchicésido,
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Para este andlisis se utiliz6 una muestra del medicamento 1 con 6 meses de
vencimiento y se comparo con el analisis del ensayo de disolucion del mismo
medicamento vigente. Ambas muestras fueron analizadas bajo las mismas

condiciones del ensayo de disolucion y cromatograficas.

Los comportamientos de las muestras en el ensayo de disolucion fueron similares.
Se puede observar que para la muestra vencida el proceso de liberacién es més
lento al inicio de la disolucién, sin embargo la muestra libera mas del 85% del
principio activo a partir de los 10 minutos cuando se encontraba vigente, y a partir
de los 20 minutos al estar vencida. Los CV en ambos casos son menores del 10%,

por lo cual se pudo realizar la comparacion de ambos perfiles.

Tabla 42. Analisis del porcentaje disuelto de Tiocolchicésido obtenido para la

muestra vencida y vigente por metodologia del ensayo de disolucién.

MUESTRA VIGENTE MUESTRA VENCIDA
Tiempo % Disuelto % Disuelto
_ DS | CV DS Ccv
(min) THC THC

10 96,82 1,35 | 1,39 85,16 4,18 | 4,91
20 98,81 1,30 | 1,32 95,30 4,52 | 4,75
30 98,99 1,33 | 1,34 98,26 4,34 | 4,42
40 100,20 1,33 | 1,33 99,51 4,37 | 4,39

DS desviacion estandar; CV coeficiente de variacion.

Para cada analisis de las muestra se realizé una curva de calibracion el mismo dia.

Comparando los perfiles de disolucion de ambas muestras, se obtuvo un valor de f2
de 60,41. Por lo general valores de f2 mayores de 50, aseguran la equivalencia de
las dos curvas, teniendo mayor similitud aquellas curvas cuyos valores estan

cercanos a 100. Esto nos indica que nuestra muestra vencida, a pesar de obtener
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un valor bajo de similitud, se encuentra en un valor donde muestra equivalencia en
el perfil de disolucion con la muestra vigente. Este analisis realizado nos permite
observar que el medicamento cumple con un comportamiento similar en la liberacion
del principio activo y también nos permite ver la diferencia entre los porcentajes
disueltos de ambos medicamentos, permitiéndonos observar el proceso de
liberacion del farmaco. Los perfiles de disolucién los podemos observar en la Figura
69.

Muestra Vencida Muestra Vigente
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5 40
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Figura 69. Comparacion Perfiles de Disolucion de una muestra vencida y una
muestra vigente.

El método desarrollado nos permite observar si la liberacion del principio activo
después de los 30 minutos cumple con el criterio de aceptacién para productos de
liberacién inmediata dados por la USP 38, el cual nos indica que si Q es mayor o
igual al 85% (siendo Q igual a 80%) se cumple con el criterio de aceptacion de la
etapa S1 (Tabla 2). Observando el % disuelto de Tiocolchicésido (Q) de la muestra
vigente y vencida para un tiempo mayor o igual a 30 minutos, podemos notar que
los valores de porcentaje liberado son mayores al 85%, lo cual nos indica que el
medicamento en este caso en particular, cumple con el criterio de aceptacion

exigido por la USP 38.
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Esta prueba nos muestra que la metodologia por ensayo de disolucion de
tiocolchicésido propuesta, es capaz de determinar la calidad y el desempefio del

medicamento durante su periodo de validez y en etapas posteriores.

XIX. ESTUDIO DE DISTINTAS MARCAS COMERCIALES POR LA
METODOLOGIA ENSAYO DE DISOLUCION DE TIOCOLCHICOSIDO EN
TABLETAS

Luego del desarrollo de la metodologia, su validacion y los distintos estudios
realizados, se procedi6 a analizar distintas marcas comerciales de Tiocolchicosido
en tabletas por la metodologia desarrolla para el ensayo de disolucion del principio
activo Tiocolchicosido. El analisis de contenido de THC para cada muestra

comercial se realiz6é previamente obteniéndose los resultados de la Tabla 7.

Los medicamentos se analizaron bajo las mismas condiciones, la metodologia
empleada se describe en la Tabla 27. Para este estudio se realizaron curvas de
calibracion con concentraciones de 25 a 150% de Tiocolchicésido para determinar
la cantidad de principio activo disuelto para cada medicamento. Se realizaron toma
de muestras en los tiempos 10, 20, 30 y 40 minutos, con la finalidad de también
poder observar el proceso de liberacion del farmaco a través del perfil disolucién de

la muestra.

A continuacién se observan los cromatogramas y pureza de las muestras
comerciales analizadas y los resultados del porcentaje de disolucién del principio

activo.
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Figura 70. Cromatograma y graficos de pureza de muestra. Muestra medicamento
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Figura 71. Cromatograma y graficos de pureza de muestra. Muestra medicamento
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Figura 72. Cromatograma y graficos de pureza de muestra. Muestra medicamento
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Para cada una de las muestras se observa en el cromatograma un solo pico
correspondiente a Tiocolchicosido, también se pudo observar con los graficos de
pureza que la sefial detectada es del principio activo de interés, ya que los valores

de PA son menores al valor de TH en los gréficos de pureza de cada medicamento.

El analisis por ensayo de disolucion de Tiocolchicosido presente en tres muestras
de diferentes marcas comerciales presento comportamientos diferentes en el
aparato disolutor en la desintegracion de las tabletas, observandose una similitud
de disolucion en los medicamento 1, 2 y 3-A pero una disolucion diferente en el
medicamento 4 en el cual a los 40 minutos todavia se observaban granulos de

tabletas en el fondo de los vasos del aparato disolutor.

Tabla 41. Porcentajes disuelto de Tiocolchicésido para los perfiles de disolucion de

las distintas marcas comerciales.

Medicamentos
% Disuelto de Tiocolchicosido
Tiempos (min) 1 2 3-A 4
0 0 0 0
10 96,82 83,98 95,35 35,80
20 98,81 88,92 96,55 60,66
30 98,99 90,76 96,66 80,93
40 100,20 92,27 97,02 91,82

Los porcentajes de Tiocolchicdsido disuelto de los medicamentos analizados liberan
mas del 85% del principio activo a los 10 minutos, exceptuando el medicamento
namero 2 que libera mas del 85% en un tiempo de 20 minutos y el medicamento 4

el cual consigue liberar mas del 85% a un tiempo mayor de los 30 minutos.



Tabla 42. Coeficientes de variacion de

disolucioén.
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cada muestra obtenidos de los perfiles de

Medicamentos

Tiempos (min)
10
20
30

40

1
1,39
1,31
1,34

1,33

2
6,06
3,09
2,51

1,81

Cv

3-A
7,27
3,48
2,67

2,65

12,05
11,69
11,71

8,71

DS desviacion estandar; %CV Coeficiente de Varianza

Al observar los coeficientes de varaicion podemos notar que el medicamento 1, 2 'y

3-A, cumplen con las consideraciones de la FDA para la comparacion de perfiles,

ya que liberan méas del 85% de THC y poseen CV menores al 20% en tiempos

menores (10 minutos) y menores al 10% para tiempos mayores, permitiendo asi

tomar los perfiles obtenidos para realizar comparaciones con respecto al

medicamento 1. Para el medicamento 4 los CV son para tiempos mayores a 10

minutos mayores al 10%, no cumpliendo con la FDA, sin embargo se realiz6 la

comparacion de su perfil.
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Figura 74. Perfiles de Disolucién de Tiocolchicosdio para las distintitas marcas

comerciales.

A cada medicamento analizado se le determino para la curva de disolucion el factor

de similitud y diferencia con respecto al medicamento 1, para asegurar la

equivalencia de los productos, obteniéndose los siguientes valores:

Tabla 43. Factor de similitud (f2) y factor de diferencia (f1). Comparacion entre las
curvas de Tiocolchicosido del medicamento 1 y los medicamentos de las distintas
marcas comerciales. (2, 3-Ay 4)

Factor Medicamento 2 | Medicamento 3-A| Medicamento 4
f2 50,07 79,33 21,38
f1 9,80 2,34 31,81

Las curvas aseguran la igualdad o equivalencia de los productos cuando los valores

de f2 estan cercanos a 100 y los valores de f1 estén cercanos a 0.
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Por lo general valores de f2 mayores de 50 y valores de fi1 cercanos a cero (0),

aseguran la equivalencia de las dos curvas.

Comparando los valores de f2 obtenidos (Tabla 43) podemos observar que existe
una mayor igualdad en las curvas entre el medicamento 1 y el medicamento 3-A, la
cual posee un valor de f2 de 79,33 siendo este valor mayor a 50 y cercano a 100
aumentando la similitud de las curvas. El medicamento 2 cumple con un fz igual a
50 asegurando en este factor la posible equivalencia entre las dos curvas, aunque
su similitud comparada con el medicamento 3 es menor. El medicamento 4 posee
una curva no equivalente al medicamento 1, observando las curvas podemos notar
que la liberacion del farmaco es distinta, el f2 entre estas dos curvas es de 21,38 no

cumpliendo con los criterios dados por la FDA.

Los gréficos de perfiles de disoluciéon de Tiocolchicésido para las distintas marcas
comerciales muestran, de manera visual, la similitud existente entre las curvas.
Siendo la curva para el medicamento 3-A la de mayor equivalencia, lo que corrobora
los valores obtenidos del factor de similitud (f2) 79,33 y del factor de diferencia (f1)
2,34; donde el valor de f2 es mayor a 50 y cercano a 100 y el valor de f1 es menor a

15y cercano a cero (0), asegurando la igualdad o equivalencia entre las curvas.

Este tipo de comportamientos, donde se cumple la equivalencia con los
medicamentos innovadores (medicamento 1), es el que se espera tener de los
productos genéricos. Caso que no se cumple con el medicamento 4, el cual el factor
f1 (31,81) supera el valor de 15 y su valor f2 (21,38) es mucho menor a 50. Estos
valores nos indican que el producto no es equivalente con el medicamento
innovador. Para esta muestra (medicamento 4) es necesario evaluarlo bajo otras
etapas de los criterios de aceptacion para formulas farmacéuticas sélidas de

liberacion inmediatas, indicadas en la USP. C
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Las formulaciones de productos genéricos deben asegurar igualdad o equivalencia
en la liberacidn de los principios activos con el medicamento innovador, de esto no
ser asi, no se cumple con la calidad necesaria del producto genérico para su
consumo, distribucion y comercializacion. Esta es una de las razones de la
importancia del estudio de disolucién, ya que nos permite evaluar la calidad de los
productos genéricos distribuidos de las distintas marcas comerciales, como también
permite asegurar a los laboratorios farmacéuticos que sus formulaciones
terminadas o en procesos de produccion cumplen con los criterios dados por los
entes regulatorios y con la calidad, igual o equivalencia del medicamento innovador,

propiedades necesarias que aseguran la eficacia del farmaco.

Con esta metodologia desarrollada (Tabla 27) se puede observar y comparar la
calidad de los medicamentos de Tiocolchicésido de distintas marcar comerciales,
siendo esta metodologia capaz de determinar la cantidad disuelta de ingrediente
activo, expresada como un porcentaje de disolucion, término que se requiere para
la evaluacion del criterio de aceptacién dado por la USP 38 en el apartado <1092>,
en el cual se indica que para una cantidad disuelta de ingrediente activo del
contenido declarado (Q) entre 75-80 %, no se debe obtener una liberacion menor al
85% del principio activo. Lo cual también cumple con la Tabla 2 de los criterios de

aceptacion para los medicamentos de liberacion inmediata para un Q de 80%.

También utilizando esta metodologia para el ensayo de disolucion del
Tiocolchicésido en tabletas, se pueden realizar estudios del comportamiento de
liberacion del farmaco en productos genéricos existentes, en desarrollo o de futuras
producciones, realizando con este método perfiles de disolucion del principio activo
para asi poder comparar el comportamiento de la tabletas al momento de la
liberacién del farmaco con el producto innovador, y asi garantizar la calidad de los

mismos.
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XX. CONCLUSIONES

e Se desarroll6 una metodologia para el ensayo de disolucion de
Tiocolchicosido en tabletas utilizando la técnica analitica HPLC.
Estableciéndose las siguientes condiciones de disolucion: equipo disolutor
con aparato Il (Paletas) a una temperatura de 37 £ 0,5°C, con un volumen de
llenado de medio de 900 mL de disolucion Buffer Acetato a pH 4,5 para un
analisis de disolucién de 30 minutos con una toma de muestra de punto

Unico.

e El analisis por Espectrofotometria UV-Visible presenta resultados errébneos
para la deteccién del Tiocolchicésido disuelto por la metodologia del ensayo
de disolucién, ya que por UV-Visible no es posible de separar ni discriminar

el principio activo de interés.

e Se seleccion6é como medio para la metodologia del ensayo disolucién de
Tiocolchicésido el medio Buffer Acetato a pH 4,5,el cual posee un f2 de 80,58
y un f1 de 2,18 que indica igualdad o equivalencia entre las curvas de los

perfiles de disolucion del medicamento innovador con el producto genérico

e No se realizé la determinacion del orden cinético para los medios de
disolucién debido a la falta de datos necesarios para el estudio cinético.

e El comportamiento del principio activo Tiocolchicésido basado en las

constantes cinéticas son similares en cada medio de disolucion.
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La metodologia validada para el ensayo de disolucion de Tiocolchicésido en
Tabletas presenta un comportamiento lineal en el rango de concentraciones

de 0,001 a 0,006 mg/mL y un coeficiente de determinacién de 0,999.

El método validado para el ensayo de disolucion por HPLC es preciso, al
presentar una dispersion de datos menores al 2% el cual cumple con el
apartado <1092> de la USP 38, garantizando la habilidad del método para

generar resultados reproducibles.

La exactitud medida como porcentaje de recuperacion para el principio activo
Tiocolchicésido se encontré entre 99,34% y 103,66% para niveles de
concentracion enriquecidas entre 50% y 100%, resultados que se encuentran
dentro del limite de aceptacion comprendido entre 95% y 105% segun el
apartado <1092> de la USP.

El método desarrollado por HPLC demostr6 ser especifico para
Tiocolchicésido siendo selectivo al permitir reconocer sin equivocacion la

presencia de Tiocolchicésido.

La metodologia desarrollada para el ensayo de disolucién de Tiocolchicésido
en tabletas es especifico, preciso, reproducible, exacto y lineal en el rango
de concentraciones establecidas.

El medicamento 4 analizado por la metodologia desarrollada, no cumplié con
los criterios de la USP y FDA de liberacion inmediata, siendo no equivalente
con el medicamento 1 (innovador), obteniéndose un factor f1 de 31,81 (f1
mayor 15) y un valor de f2 de 21,38, valores que se encuentran fuera del

intervalo establecido por la FDA.

La metodologia nos permite determinar si un medicamento cumple con los

criterios de aceptacion para formas farmacéuticas de liberacion inmediata.
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La aplicacion de la metodologia para el ensayo de disolucién de
Tiocolchicésido en tabletas cumple de manera satisfactoria con los criterios
del apartado <1092> de la USP, proporcionando la confianza de que el
medicamento cumple con la calidad necesaria para su comercializacion y

administracion a los pacientes.

La metodologia puede ser aplicada como un método rutinario para pruebas

de control de calidad.
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XXI. RECOMENDACIONES

e Realizar los estudios de orden cinético para los distintos medios con un
minimo de tres puntos, es decir tres tomas de muestras, tomadas en tiempos

menores de 10 minutos.
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Apéndice A.

Determinacién de Contenido

Tabla 1. Determinacion contenido de Tiocolchicdsido para el medicamento 1.
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mg THC | Promedio de
Peso de 1 1/4 Peso " mg THC en THC Tableta
Innovador V (mL) Areas mg/mL % THC en THC DS CVv
Tabletamg | Tableta (mg) 1/4 Tableta Tabletas Tabletas mg

1 2337341,6 0,039 97,375 0,992 3,971 3971

1 2337969,4 0,039 97,400 0,992 3,972 ’

2 2408814,6 0,040 100,298 1,021 4,089

148,1 37 25 4,098 4,052 0,070 1,730

2 2419023,8 0,041 100,716 1,026 4,107

3 2405501,6 0,040 100,163 1,020 4,084 4,086

3 2407347,7 0,040 100,238 1,021 4,087 ’

Tabla 2. Determinacion contenido de Tiocolchicosido para el medicamento 2.
. 1/4 Peso Promedio de
Medicamento | Peso de 5 5 o mg THC en | mg THC en | mg THC en THC Tableta

1 Tableta mg Tableta |V (mL) Areas mg/mL % THC 1/4 Tableta | 5 Tabletas 1 Tableta THC mg DS cv
(mg) Tabletas

1 2269341,7 0,038 94,594 0,963 19,337 3,867
40,6 3,864

1 2266003,2 0,038 94,457 0,962 19,309 3,861

2 2360299,4 0,040 98,314 1,001 20,098 4,019 4.0234

814,7 40,7 ’ 3,946 0,0794 2,0129

2 2364850,1 0,040 98,500 1,003 20,136 4,027

3 2321472,9 0,039 96,726 0,985 19,773 3,954
40,6 3,950

3 2316481,5 0,039 96,522 0,983 19,731 3,946




Tabla 3. Determinacion contenido de Tiocolchicdsido para el medicamento 3-A.
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Peso de 1/4 Peso
Medicamento 5 5 mg THC en | mg THC en | mg THC en | Promedio de THC
2 Tableta T?r?]lge)t a V(m) Areas 1/4 Tableta | 5 Tabletas 1 Tableta | THC Tabletas | Tableta mg DS cv
mg
1 1329229 0,924 18,477 3,695
27,3 3,699
1 1331891 0,926 18,514 3,703
2 545,8 25 1373642 0,955 19,085 3,817 3,797 0,089 2,335
27,3 3,821
2 1376725 0,957 19,128 3,826
3 1396152 0,970 19,394 3,879
27,3 3,871
3 1390773 0,966 19,320 3,864
Tabla 4. Determinacion contenido de Tiocolchicdsido para el medicamento 4.
mg THC | mg THC me Promedio THC
Medicamento | Peso de 5 Tableta | 1/4 Peso Tableta v (mL) Areas en 1/4 on 5 THCen de THC | Tableta DS oV
4 me (me) Tableta | Tabletas 1 Tabletas m
Tableta &
1 1393657 | 0,968 19,290 | 3,858
54,3 3,862
1 ’ 1396551 0,970 19,330 | 3,866 ’
2 1379982 0,959 19,139 | 3,828
1081,7 54,2 25 3,850 3,903 0,082 2,090
2 1396169 0,970 19,360 | 3,872
3 1447549 1,005 | 20,063 | 4,013
54,2 3,997
3 1436076 0,997 19,906 | 3,981
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Determinacion del %Disuelto . Perfiles de Disolucion de Tiocolchicésido por Espectofotometria UV-Visivle
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Tabla 1. Determinacion del %Disuelto de Tiocolchicdsido del medicamento innovador para el primer vaso del aparato
disolutor por UV-Visible.

Vaso 1
Tiempo (min) Volumen de Absorbancias Concentracion alicuota Masa THC masa THC Masa Total (mg) % Disuelto
medio (mL) (mg/mL) alicuota (mg) vaso(mg)
5 900 0,219 0,0060 0,0301 5,4216 5,4216 135,5420
10 895 0,173 0,0047 0,0239 4,2944 4,3246 108,1151
15 890 0,176 0,0048 0,0243 4,3416 4,3957 109,8938
20 885 0,172 0,0047 0,0238 4,2229 4,3014 107,5355
30 880 0,171 0,0047 0,0237 4,1756 4,2779 106,9493
45 875 0,166 0,0046 0,0230 4,0353 4,1613 104,0347
60 870 0,161 0,0044 0,0223 3,8963 4,0454 101,1368

Ecuacion de la Recta: y= 37,527x — 0,0071; Volumen de Toma de Muestra (Vtm)=5 mL

e Concnetracion THC en Alicuota= (Absorbancia — Pto.corte)/ Pendiente

e Masa THC en Alicuota= ( Concentracién Alicuota x Vtm)

e Masa THC= (Concnetracion Alicuota x Volumen de medio)

e Masa Total= Masa vaso + Masa Alicuota de Toma Anterior

e 9% Disuelto= (Masa Total x 100) / Cantidad Declarada




Apéndice C.

Determinacion del %Disuelto. Perfiles de Disolucidon de Tiocolchicésido por HPLC.
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Tabla 1. Determinacion del %Disuelto de Tiocolchicdsido del medicamento innovador para el primer vaso del aparato
disolutor por HPLC.

Vaso 1
Tiempo Volumen de i Concentracion masa THC alicuota masa THC vaso o M Promedio %

(min) medio(ml)  “™® alicuota (mg/mL) (mg) (mg) Masa Total (mg) 9 Disuelto Disuelto DS cv
5 900 250164 0,0027 0,0055 2,5015 2,5015 62,54 62.73 0.26 0.42
5 900 251655 0,0028 0,0056 2,5165 2,5165 62,91
10 897 372474 0,0041 0,0083 3,7181 3,7236 93,09 93.14 0.06 0,07
10 897 372839 0,0041 0,0083 3,7217 3,7273 93,18
15 894 402552 0,0044 0,0089 4,0058 4,0197 100,49 100,73 0.34 0.34
15 894 404479 0,0045 0,0090 4,0251 4,0390 100,97
20 891 404405 0,0045 0,0090 4,0108 4,0337 100,84 100,72 0.16 0.16
20 891 403456 0,0045 0,0089 4,0014 4,0243 100,61
30 888 406160 0,0045 0,0090 4,0147 4,0466 101,16 101,14 0.04 0.04
30 888 405931 0,0045 0,0090 4,0125 4,0444 101,11
45 885 408800 0,0045 0,0091 4,0273 4,0681 101,70 101,83 0,18 0.18
45 885 409851 0,0045 0,0091 4,0376 4,0786 101,96

Ecuacion de la Recta: y= 9E+07x — 1200,4; Volumen de Toma de Muestra (Vtm)= 2 mL

e Concentracion THC en Alicuota= (Absorbancia —

Pto.corte)/ Pendiente

e Masa Alicuota= ( Concentracion Alicuota x Vtm)

e Masa THC = (Concentracion THC en Alicuota x

Volumen Vaso)

de Toma Anterior
% Disuelto= (Masa Total x 100) / Cantidad

Declarada.

Masa Total= Masa THC + Masa THC en Alicuota
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Linealidad

Tabla 1. Representacion de la linealidad de las curvas de calibracién de Tiocolchicésido.
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Desviacion Estandar Factor de Respuesta
LINEALIDAD | Ecuacion de la Recta R2 R Error Tipico P

Pendiente Pto. Corte F cv

1 y=9E+07x -1690,8 0,9999 0,9999 | 147936,8805 | 24621924 | 89167,52105 88173960,1 0,53

2 y = 9E+07x + 1251,2 0,9996 0,9998 | 146292,8792 | 24348304,1| 96010,00158 87320833,1 0,89

3 y =9E+07x - 2631,5 0,9997 0,9998 | 146626,5898 | 24403845,4 | 96229,01126 86518521,5 1,55

Tabla 2. Célculos para la determinacion de los factores de respuestas para determinacion de la linealidad. Curva de
calibracion 1.

Patron Xi Yi Xi2 (X-Xpro) (Xi-Xpro)2 Yi-Yprom (Yi-Yprom)2 (Xi-Xpro)(Yi-Ypro) Yi-/xi
1 0,001007 87915 1,01405E-06 -0,0026 6,85497E-06 -232212,07 53922443906 607,9776329 87303872,9
1 0,001007 88844 1,01405E-06 -0,0026 6,85497E-06 -231283,07 53491856927 605,5453251 88226415,1
2 0,002014 176328 4,0562E-06 -0,0016 2,59597E-06 -143799,07 20678171574 231,6890562 87551142
2 0,002014 176108 4,0562E-06 -0,0016 2,59597E-06 -144019,07 20741491564 232,0435202 87441906,7
3 0,003021 265905 9,12644E-06 -0,0006 3,65058E-07 -54222,067 2940032514 32,76097268 88018867,9
3 0,003021 266149 9,12644E-06 -0,0006 3,65058E-07 -53978,067 2913631681 32,61354788 88099635,9
4 0,004028 356608 1,62248E-05 0,0004 1,62248E-07 36480,9333 1330858497 14,69451995 88532274,1
4 0,004028 354321 1,62248E-05 0,0004 1,62248E-07 34193,9333 1169225077 13,77331635 87964498,5
4 0,004028 355941 1,62248E-05 0,0004 1,62248E-07 35813,9333 1282637821 14,42585235 88366683,2
4 0,004028 358295 1,62248E-05 0,0004 1,62248E-07 38167,9333 1456791135 15,37404355 88951092,4
4 0,004028 355721 1,62248E-05 0,0004 1,62248E-07 35593,9333 1266928090 14,33723635 88312065,5
5 0,005035 444703 2,53512E-05 0,00141 1,98754E-06 124575,933 15519163166 175,6271508 88322343,6
5 0,005035 445977 2,53512E-05 0,00141 1,98754E-06 125849,933 15838205720 177,423236 88575372,4
6 0,006042 532648 3,65058E-05 0,00242 5,84092E-06 212520,933 45165147105 513,6205917 88157563,7
6 0,006042 536443 3,65058E-05 0,00242 5,84092E-06 216315,933 46792583014 522,7923477 88785667

N Promedio Factor de Respuesta CVf
15 88173960,1 0,53
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., SSg
Donde Fregresion = ———— (ec.l)

SSE/(n-2)
SSr = Fuente de variacion de Regresion.
SSe= Fuente de variacion de Residual.

n = NUumero total de inyecciones.

La suma de cuadrados de regresion (SSr) y de residual (SSe) puede determinarse a partir de las siguientes ecuaciones:

S
SSp = Sﬂ Syy (ec.2)  SSp = SSy — SS (ec.3)
XX

Las desviaciones estandares de la regresion, del conjunto de datos de x, y del conjunto de datos de y se representan con
las ecuaciones a continuacion:

n

Syy = E(Xi —X,)(Y; = Yp) (ec.4) Sxx = Z(Xi —Xp)? (ec.5) Syy = Z(Yz - Yp)z(ec' 6)
i=1 i=1

=1

La prueba realizada para el andlisis de la varianza por regresion fue empleada como prueba en la evaluacion de la linealidad
de las curvas de calibracion. Esta prueba nos permitio establecer que el modelo de regresion lineal simple empleado es el
correcto.



Apéndice E.

Precisién

Tabla 1. Precision Intermedia Dia 1. Curva de calibracion.

Conc. (mg/mL) Areas
25% 0,001007 87428
25% 0,001007 87364
50% 0,002014 176348
50% 0,002014 176940
75% 0,003021 259623
75% 0,003021 2599914
100% 0,004028 351905
100% 0,004028 352260
100% 0,004028 353520
100% 0,004028 352104
100% 0,004028 353828
125% 0,005035 441025
125% 0,005035 448813
150% 0,006042 527695
150% 0,006042 525111
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Tabla 2. Precision intermedia muestras de Tiocolchicdsido a los 10 minutos de disolucion.

Tiempo Tomas Tiempo de . . Promedio
de Muestra Muestras Retencién Areas Concentracion Masa (mg) Porcentaje Porcentaje
(min) (min) (mg/mL) Disuelto Disuelto
1 5,131 370692 0,00424 3,81396 95,349
1 5,131 375028 0,00429 3,85842 96,460 95,905
2 5,133 371937 0,00425 3,82672 95,668
2 5,128 368947 0,00422 3,79606 94,902 95,285
3 5,127 402680 0,00460 4,14197 103,549
3 5,128 403413 0,00461 4,14948 103,737 103,643
10 4 5,128 390904 0,00447 4,02121 100,530
4 5,128 389966 0,00446 4,01160 100,290 100410
5 5,127 349601 0,00400 3,59769 89,942 90,236
5 5,133 351892 0,00402 3,62118 90,529
6 5,128 378833 0,00433 3,89744 97,436 97,563
6 5,13 379823 0,00434 3,90759 97,690
Promedio 5,129 377809,667 0,004 3,887 97,174 97,174
Desviaciéon estandar 0,002 17155,151 0,000 0,176 4,398 4,600
Coeficiente de variacion 0,043 4,541 4,526 4,526 4,526 4,734
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Tabla 3. Precision intermedia Dia 1. Muestras de Tiocolchicdsido a los 20 minutos de disolucion.

Tiempo Tomas Tiempo de . . Promedio
., p Concentracion Porcentaje .
de Muestra Muestras Retencion Areas Masa (mg) . Porcentaje
) . (mg/mL) Disuelto .
(min) (min) Disuelto
1 5,131 397653 0,0045 4,0898 102,2451 102.327
1 5,132 398286 0,0046 4,0964 102,4095 '
2 5,135 382947 0,0044 3,9394 98,4843 98 847
2 5,134 385787 0,0044 3,9684 99,2090 ’
3 5,136
403254 0,0046 4,1478 103,6960 104,084
20 3 5,135 406284 0,0046 4,1789 104,4714
4 5,138 396453 0,0045 4,0780 101,9497 102.038
4 5,139 397149 0,0045 4,0851 102,1272 !
5 5,139 386118 0,0044 3,9713 99,2826 99,191
5 5,133 385396 0,0044 3,9640 99,0993 ’
6 5,132 391847 0,0045 4,0306 100,7647 100 817
6 5,139 392251 0,0045 4,0347 100,8686 ’
Promedio 5,135 393618,750 0,004 4,049 101,217 101,217
Desviaciéon estandar 0,003 7482,755 0,000 0,077 1,922 2,000
Coeficiente de variacion 0,058 1,901 1,895 1,899 1,899 1,976
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Tabla 4. Precision intermedia Dia 1. Muestras de Tiocolchicésido a los 30 minutos de disolucion.

Tiempo . .
Tiempo de ., . Promedio
Tomas de ., " Concentracion Porcentaje )
Muestras | Retencion Areas Masa (mg) . Porcentaje
Muestra . (mg/mL) Disuelto .
. (min) Disuelto
(min)
1 5,144 397672 0,0045 4,0900 102,2500 102.126
1 5,127 396686 0,0045 4,0800 102,0012 !
2 5,108 385978 0,0044 3,9703 99,2578 99,759
2 5,123 389904 0,0045 4,0104 100,2597 ’
3 5,119
403138 0,0046 4,1467 103,6664 104,247
30 3 5,123 407676 0,0047 4,1931 104,8267
4 5,124 397937 0,0045 4,0931 102,3284 102.765
4 5,128 401359 0,0046 4,1281 103,2016 !
5 5,127 385501 0,0044 3,9650 99,1252 99,346
5 5,129 387231 0,0044 3,9827 99,5676 !
6 5,140 402552 0,0046 4,1399 103,4967 103.743
6 5,178 404479 0,0046 4,1596 103,9893 ’
Promedio 5,131 396676,083 0,005 4,080 101,998 101,998
Desviacidn estandar 0,017 7728,814 0,000 0,079 1,984 2,037
Coeficiente de variacion 0,340 1,948 1,942 1,945 1,945 1,997




Apéndice F.

Repetibilidad

Tabla 1. Determinacion Porcentaje disuelto a los 10 minutos para el analisis de repetiilidad 1.

Tiempo L . Promedio
< Concentracion Porcentaje .
Tomas de Muestras Areas (mg/mL) Masa (mg) Disuelto Porcentaje
Muestra (min) & Disuelto
1 4,00234881 | 100,05872
387467 0,004447054 100,018567
1 387153 0,004443485 |3,99913655(99,9784137
2 382283 0,004388129 |3,94931 , 732897
3,94931588 | 98,73289 99,2937632
2 386669 0,004437984 |3,99418517 |99,8546293
3 388179 0,004455147 |[4,00963265 [ 100,240816
100,542349
10 3 390537 0,00448195 |4,03375526(100,843882
4 374145 0,004295626 |3,86606319|96,6515798
96,8143665
4 375418 0,004310096 |3,87908613|96,9771533
5 371315 0,004263458 |3,83711196|95,9277991
96,1664165
5 373181 0,004284668 |3,85620136 | 96,405034
6 383310 0,004399802 |3,95982221|98,9955553
99,1330225
6 384385 0,004412022 |3,97081959 |99,2704897
Promedio 382003,500 0,004 3,946 98,661 98,661
Desviacion estandar 6699,752 0,000 0,069 1,713 1,769
Coeficiente de variacién 1,754 1,737 1,737 1,737 1,793
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Tabla 2. Determinacion Porcentaje disuelto a los 10 minutos para el analisis de repetiilidad 2.

Tiempo .
. . Promedio
Tomas de < Concentracion Porcentaje .
Muestras Areas Masa (mg) . Porcentaje
Muestra (mg/mL) Disuelto .
. Disuelto
(min)
1 3,9799 99,4971
385271 0,0044 99,7219
1 387029 0,0044 3,9979 99,9467
2 385713 0,0044 ,9844 ,6101
3,98 99,610 99,3753
2 383877 0,0044 3,9656 99,1406
3 372063 0,0043 3,8448 96,1191
96,0870
10 3 371812 0,0043 3,8422 96,0549
4 360961 0,0041 3,7312 93,2797
93,8080
4 365092 0,0042 3,7734 94,3362
5 371804 0,0043 3,8421 96,0529
96,5467
5 375666 0,0043 3,8816 97,0406
6 383038 0,0044 3,9570 98,9260
99,1571
6 384845 0,0044 3,9755 99,3881
Promedio 377264,250 0,004 3,898 97,449 97,449
Desviacion estandar 8885,538 0,000 0,091 2,273 2,355
Coeficiente de variacién 2,355 2,332 2,332 2,332 2,416
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Tabla 3. Determinacion Porcentaje disuelto a los 10 minutos para el analisis de repetiilidad 3.

Tiempo .
., . Promedio
Tomas de p Concentracion Porcentaje .
Muestras Areas Masa (mg) . Porcentaje
Muestra (mg/mL) Disuelto .
. Disuelto
(min)
1 4,0359 100,8968
390744 0,0045 100,5742
1 388221 0,0045 4,0101 100,2516
2 375424 0,0043
3,8791 96,9787 96,8442
2 374372 0,0043 3,8684 96,7096
3 360223 0,0041 3,7236 93,0910
92,9111
10 3 358816 0,0041 3,7092 92,7311
4 380926 0,0044 3,9354 98,3858
98,0727
4 378477 0,0043 3,9104 97,7595
5 382119 0,0044 3,9476 98,6910
98,4388
5 380147 0,0044 3,9275 98,1866
6 388161 0,0045 4,0094 100,2362
99,6785
6 383800 0,0044 3,9648 99,1209
Promedio 378452,500 0,004 3,910 97,753 97,753
Desviacidn estandar 10160,162 0,000 0,104 2,598 2,702
Coeficiente de variacion 2,685 2,658 2,658 2,658 2,764
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Tabla 4. Comparacion de los porcentajes disueltos entre los analisis de repetibilidad.

. Perfil 1 Perfil 2 Perfil 3 | 9% Disuelto| Desviacién
Tiempos . . cv
Promedio Estandar
% Disuelto de Tiocolchicésido
10 min 98,57 97,11 97,37 97,68 0,78 0,80
20 min 102,16 100,40 100,75 101,10 0,93 0,92
30 min 104,18 101,14 101,08 102,13 1,78 1,74
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Apéndice G.

Exactitud

Tabla 1. Contenido de Tiocolchicésido en las muestras control sin enriquecimiento.
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CONTROL Tabletas Areas Concentracioén Final Promedio DS cV
(mg/mL) (mg/mL)

626019 0,0045

1 Primera serie 0,0046 6,5E-06 0,14
627282 0,0046
624750 0,0046

2 Segunda Serie 0,0046 3,6E-05 0,77
631607 0,0046
626983 0,0046

3 Tercera Serie 0,0046 1,9E-05 0,41
632216 0,0046




Tabla 2.

Determinacién del porcentaje de recuperacion en las muestras enriquecidas con patréon.

Nivel de

Masa de Tableta (x

Recuperacién

Nivel de

Enriquecimiento Area sefal mg/mL de THC o Rp (%) concentracién
% 0,01 mg) (%) estimada (%)
312835 0,0057 102,81
163,9
311508 0,0057 100,62
312668 0,0057 101,53
50 169,8 103,66 50
314889 0,0058 105,19
316376 0,0058 106,71
167,2
315420 0,0058 105,13
483777 0,0059 98,86
165,4
487728 0,0059 102,48
483777 0,0059 97,77
75 164,8 99,34 78
487869 0,0060 101,77
483069 0,0059 96,59
165,2
485225 0,0059 98,57
611054 0,0064 101,60
157,7
609806 0,0064 100,87
612103 0,0064 101,59
100 170,1 100,84 98
614253 0,0064 102,86
606829 0,0064 97,89
157,8
610748 0,0064 100,21
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Apéndice H.

Muestra Vencida

Tabla 1. Curva de calibracién. Muestra vencida

Concentracion Patrén Areas
(mg/mL)

25% 0,001007 87915
25% 0,001007 88844
50% 0,002014 176328
50% 0,002014 176108
75% 0,003021 265905
75% 0,003021 266149
100% 0,004028 356608
100% 0,004028 354321
100% 0,004028 355941
100% 0,004028 358295
100% 0,004028 355721
125% 0,005035 444703
125% 0,005035 445977
150% 0,006042 532648
150% 0,006042 536443
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Apéndice I.

Pruebas de 24 horas luego del ensayo de disolucion

Tabla 1. Curva de calibracion primer dia analisis.

Concentracion Areas

Patron (mg/mL)
25% 0,001007 84969
25% 0,001007 85046
50% 0,002014 172015
50% 0,002014 169254
75% 0,003021 261040
75% 0,003021 262033
100% 0,004028 351297
100% 0,004028 351602
100% 0,004028 351015
100% 0,004028 356719
100% 0,004028 354295
125% 0,005035 438315
125% 0,005035 439508
150% 0,006042 525219
150% 0,006042 525132
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Grafico 1. Curva de calibracion. Primer dia.
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Tabla 2. Curva de calibracion segundo dia analisis a muestras después de 24 horas del ensayo de disolucion.

Concentraciéon Patron A
reas
(mg/mL)
25% 0,001007 87915
25% 0,001007 88844
50% 0,002014 176328
50% 0,002014 176108
75% 0,003021 265905
75% 0,003021 266149
100% 0,004028 356608
100% 0,004028 354321
100% 0,004028 355941
100% 0,004028 358295
100% 0,004028 355721
125% 0,005035 444703
125% 0,005035 445977
150% 0,006042 532648
150% 0,006042 536443

202



203

Grafico 2. Curva de calibracion.
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Apéndice J.

Analisis de Medicamentos de distintas marcas comerciales

Tabla 1. Medicamento 1. Primer vaso del aparato disolutor.
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. Concentracion -
Tlempo Volgmen Areas THC alicuota Masa THC % Disuelto Prornedm % DS %CV
(min) Medio (mL) Total (mg) Disuelto
(mg/mL)
5 900 345201 0,003809345 3,4284 85,7102 85,9957 0,4036 0,4694
5 900 347513 0,003834719 3,4512 86,2811
1 7 4 4 7 1
0 89 390395 0,004305348 3,8733 96,333 96,9906 0,2227 0,2296

10 897 391667 0,004319308 3,8859 97,1480
15 894 389734 0,004298094 3,8668 96,6709 96,7673 0,1363 0,1408
15 894 390508 0,004306588 3,8745 96,3638
20 891 390531 0,004306841 3,8746 96,8658 96,9324 0,0941 0,0971
20 891 391061 0,004312657 3,8799 96,9989
30 888 389899 0,004299904 3,8684 96,7118 96,7988 0,1231 0,127
30 888 390597 0,004307565 3,8754 96,8859
45 885 414908 0,004574377 4,1114 102,7845 102,7612 0,0329 0,0321
45 885 414697 0,004572062 4,1095 102,7379

Tabla 2. Medicamento 2. Primer vaso del aparato disolutor.
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Concentracion THC

Masa THC Total

Promedio %

. . Fe 0, . 0,
Tiempo (min) Areas alicuota (mg/mL) (me) % Disuelto Disuelto DS %CV
227431 0,003391093 3,0519 76,29959
76,6706 0,5247 0,6844
229740 0,003424077 3,0816 77,04172
10 227414 0,00339085 3,0517 76,29414
84,2211 11,2105 13,3108
10 276846 0,004096971 3,6859 92,14820
15 306956 0,004527083 4,0698 101,7457
104,4098 3,7675 3,6084
15 323492 0,004763295 4,2829 107,0738
20 334566 0,004921483 4,4224 110,5606
110,1544 0,5743 0,5214
20 331869 0,004882958 4,3899 109,7483
30 334098 0,004914798 4,4164 110,4115
110,1367 0,3885 0,3527
30 332226 0,004888057 4,3944 109,8620416
45 330257 0,004859931 4,3676 109,1907
108,8594 0,4685 0,4304
45 328029 0,004828104 4,3411 108,5280
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Tabla 3. Medicamento 3. Primer vaso del aparato disolutor.

. 1 o)
Tiempo (min) Areas Co?centrauon THC | Masa THC % Disuelto Promedlo % DS %Cy
alicuota (mg/mL) Total (mg) Disuelto
10 265706 0,00390051 3,5104 87,7614
87,8436 0,1161 0,1322
10 266200 0,00390781 3,5170 87,9257
20 270464 0,00397082 3,5735 89,3399
89,6159 0,3903 0,4356
20 272127 0,003995394 3,5956 89,8919
30 272989 0,004008132 3,6070 90,1757
89,9289 0,3490 0,3881
30 271493 0,003986025 3,5872 89,6821
40 278395 0,004088017 3,6784 91,9611
92,3623 0,5673 0,6142
40 280823 0,004123896 3,7105 92,7635

Tabla 4. Medicamento 4. Primer vaso del aparato disolutor

p Concentracion THC | Masa THC Promedio
Ti i A % Di [ D 9
lempo (min) reas alicuota (mg/mL) | Total (mg) % Disuelto % Disuelto > eV

10 109519 0,001592513 1,4332 35,8315

35,8361 0,0065 0,0183
10 109547 0,001592926 1,4336 35,8408
20 185481 0,002715014 2,441 61,0316

60,8581 0,2453 0,4031
20 184435 0,002699557 2,427 60,6846
30 252523 0,003705703 3,328 83,2231

82,9228 0,4246 0,5120
30 250711 0,003678927 3,304 82,6225
40 288831 0,004242231 3,808 95,2145

95,3888 0,2465 0,2584
40 289893 0,004257925 3,822 95,5631
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