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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares comprenden diferentes patologias que afectan
desde sistema circulatorio hasta el corazon. Estas enfermedades se pueden presentar
con diversas manifestaciones clinicas y en algunos casos el primer indicio son las
arritmias. Uno de los farmacos empleados en nuestro pais es el Clorhidrato de
Propafenona, que es expendido en forma de tabletas recubiertas, su método de analisis
no aparece reportado en ninguna de las monografias oficiales, por lo tanto, en este
trabajo de investigacion se propuso desarrollar un método analitico empleando la

Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia.

Las condiciones cromatogréficas del método fueron las siguientes: se empled una
columna pBondapak, de fase inversa octadecilsilano, de 3,9 mm de diametro interno y
300 mm de longitud, un tamafo de particula irregular de 10 um. La fase mdévil estaba
compuesta por un buffer fosfato dibasico de potasio: acetonitrilo en una proporcion
(45:55), el flujo de la fase moévil de 1,5 mL/min, el volumen de inyeccion de 10 pL y la
longitud de onda de 248 nm. Al validar el método bajo el protocolo establecido por el
apartado <1225> USP 35-NF30 se consiguid que los procedimientos empleados

proporcionaron resultados con aceptable confiabilidad.

Ademas, se desarrollé y se validé un método para el ensayo de disolucion. Esta es una
prueba que permite evaluar la correcta liberacion del principio activo. Para el ensayo de
disolucion las condiciones del analisis fueron las siguientes: se emple6 como medio de
disolucién 900 mL de acido clorhidrico 0,1 N, a una temperatura de 37°C. El ensayo de
disolucién se realizé6 en 45 minutos y se analizaron las muestras obtenidas en un

espectrofotometro a una longitud de onda de 251 nm.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares comprenden diferentes patologias que afectan
desde sistema circulatorio hasta el corazon mismo. Segun los datos suministrados por
la Organizacion Mundial de la Salud, estas enfermedades constituyen hoy en dia la
principal causa de muerte en el mundo y se prevé que lo siga siendo, debido al
aumento de su incidencia en los paises con menos recursos, asi como, el aumento en
la expectativa de vida de la poblacion. Estas enfermedades pueden presentarse con

diversas manifestaciones clinicas, y en algunos casos el primer indicio son las arritmias.

El tratamiento para las arritmias ha cambiado radicalmente en los ultimos 15 afios. Se
han empleado una serie de farmacos antiarritmicos en pacientes cardidpatas con
historias de arritmias graves o en riesgo de sufrirlas. Por consiguiente, se hace
necesario garantizar que los medicamentos antiarritmicos cumplirdn con los parametros
de calidad establecidos por los entes reguladores de medicamentos, todo ello con la

finalidad de certificar que los mismos surtiran el efecto terapéutico esperado.

Uno de los farmacos empleados en nuestro pais es el Clorhidrato de Propafenona,
que es expendido en forma de tabletas recubiertas, su método de analisis no aparece
reportado en ninguna de las monografias oficiales, por lo tanto, en este trabajo de
investigacién se propone desarrollar un método analitico empleando la Cromatografia
Liquida de Alta Eficiencia para la determinacion de la cantidad de Clorhidrato de
Propafenona en tabletas recubiertas.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

II.1. Aspectos Generales de las enfermedades cardiovasculares

11.1.1. Enfermedades Cardiovasculares

La enfermedad cardiovascular comprende diferentes patologias que afectan al corazén
y al sistema circulatorio. 1 Los ataques al corazén ocurren cuando los vasos

sanguineos que lo inervan quedan obstruidos. (2!

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), sefala que las enfermedades
cardiovasculares (ECV) mas frecuentes son:

. La cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el
musculo cardiaco (miocardio);

. Las enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos sanguineos
que irrigan el cerebro;

. Las arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que
irrigan los miembros superiores e inferiores;

. La cardiopatia reumaética: lesiones del miocardio y de las valvulas cardiacas
debidas a la fiebre reumatica, una enfermedad causada por bacterias denominadas
estreptococos;

. Las cardiopatias congénitas: malformaciones del corazon presentes desde el

nacimiento;
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. Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares: coagulos de
sangre (trombos) en las venas de las piernas, que pueden desprenderse (émbolos) y

alojarse en los vasos del corazon y los pulmones.

Segun los datos suministrados por la OMS, estas enfermedades constituyen hoy en dia
la principal causa de muerte en el mundo. En 2002 fallecieron 16,7 millones de
personas por ECV, el 30 % de todas las defunciones. El primer lugar lo ocupoé la
enfermedad isquémica del corazén 87,2 millones de defunciones, seguida por las

cerebro vasculares, aungue con algunas variaciones segun los paises.

Los ataques al corazén y los accidentes cerebro vasculares (ACV) suelen ser
fenbmenos agudos que se deben sobre todo a obstrucciones que impiden que la
sangre fluya hacia el corazén o el cerebro. La causa mas frecuente es la formacion de
depdsitos de grasa en las paredes de los vasos sanguineos que irrigan el corazén o el
cerebro. Los ACV también pueden ser ocasionados por hemorragias de los vasos

cerebrales o coagulos de sangre. !

Con el proposito de comprender la situacion de estas enfermedades en diferentes
paises del mundo, Omran propuso en 1971 el siguiente modelo de transicion

epidemiolégico ™ (ver tabla 1).

Tabla I. Modelo de la transicion epidemiol6gica

Las enfermedades cardiovasculares se deben a infecciones y

Primera fase defectos de la nutricion.

El desarrollo socioeconémico modifica la composicion de la dieta
Segundafase |y aumenta el contenido de sal de los alimentos. Origina
hipertension y accidentes cerebrovasculares.
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Una dieta rica en calorias y grasas saturadas, la introduccion del
hébito de fumar cigarrillos, la reduccion de la actividad fisica y el
aumento del estrés mental preceden a la aparicion de la
cardiopatia coronaria.

Tercera Fase

La reduccion de los factores de riesgo y otras medidas retrasan la
Cuarta fase edad de aparicion de la clinica de las enfermedades
cardiovasculares degenerativas.

La mayoria de las ECV pueden prevenirse actuando sobre los factores de riesgo
mencionados en la tabla |, ya que estas enfermedades constituyen la primera causa de
defuncion en el mundo y se prevé que lo sigan siendo, debido al aumento de su

prevalencia en los paises con menos recursos Yy al envejecimiento de la poblacion. !

Las enfermedades cardiovasculares pueden presentarse con diversas manifestaciones
clinicas. En algunos casos, el primer indicio es una complicacion cardiovascular grave,
como un infarto agudo de miocardio; una arritmia. Lo mas habitual es que los pacientes
empiecen a sentir algin sintoma leve, que indica que el organismo ya no es capaz de
compensar el mal funcionamiento del sistema cardiovascular €. Entre estos sintomas
leves se encuentran ciertos tipos de dolor, disnea (sensacion de falta de aire),
palpitaciones (la sensacion de un latido lento, rapido o irregular), fatiga, sensacion de
mareo y desmayos. Sin embargo, el dolor toracico puede indicar una enfermedad del
corazon, pero también un puede ser debido a un trastorno gastrointestinal, un dolor

mecanico o un sintoma de ansiedad. []

Dado que las ECV guardan una estrecha relacion con los factores socioeconémicos, su
prevalencia varia segun el momento histérico y el pais. En la actualidad, mas del 80%
de las defunciones por ECV se producen en los paises de ingresos econémicos bajos y
medios; en los paises mas desarrollados, en cambio la mortalidad por dichas

enfermedades esta descendiendo debido a la mejora en la asistencia sanitaria. 1!
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La OMS ha identificado intervenciones muy costosas y eficaces para prevenir y
controlar las ECV, cuya aplicacion es factible incluso en entornos con escasos recursos.
Es posible reducir el riesgo de ECV realizando actividades fisicas de forma regular;
evitando la inhalacién activa o pasiva de humo de tabaco; consumiendo una dieta rica
en frutas y verduras; evitando los alimentos con muchas grasas, azlcares y sal,

manteniendo un peso corporal saludable y evitando el consumo nocivo de alcohol. !

11.1.2. Enfermedades cardiovasculares en Venezuela

Desde 1959, las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de
muerte de la poblacién venezolana, observandose un ascenso progresivo en la tasa de
morbi-mortalidad. Para el afio 2000, de acuerdo al reporte realizado por el Ministerio de
Salud y Desarrollo Social, la tasa de mortalidad por ECV disminuyé a 91,4 por cada
100.000 habitantes, aunque todavia continua siendo la primera causa de mortalidad de
la poblacion venezolana. Dentro de este tipo de enfermedades, el infarto al miocardio
tiene la mayor incidencia con 12,87 %, segun datos del Ministerio del Poder Popular
para la Salud. Las enfermedades cardiovasculares no s6lo cobran millones de vidas en
todo el mundo sino que también son causantes de incapacidad, situacién que genera
sufrimiento entre los familiares del paciente; ademas de disminuir su calidad de vida,
pues este tipo de tratamiento suele ser muy costoso. Por tal razén, es primordial tomar
consciencia y comprender que la prevencién cardiovascular es un tema de atencion

primaria. [l

Actualmente, en el mercado venezolano existe un gran numero de farmacos destinados

a ayudar al paciente en la prevencién de eventos cardiovasculares.
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I1.2. Generalidades de las arritmias cardiacas

11.2.1. Arritmias

Las arritmias cardiacas se definen como trastornos del ritmo cardiaco y pueden
atribuirse a un aumento (taquiarritmia) o a una disminucién (bradiarritmia) anormal de la
frecuencia cardiaca, acompafiados o no de irregularidad del ritmo. En ausencia de
cardiopatia estructural, las arritmias pueden producir graves alteraciones funcionales,
como taquicardias paroxisticas e incluso muerte subita. Ciertas arritmias, especialmente
aquellas que duran lo suficiente como para afectar el funcionamiento del corazén,

pueden ser serias o fatales. [°!

La mayoria de las personas adultas, en algin momento, experimenta cambios breves e
inofensivos del ritmo del corazén. El envejecimiento de la poblacion y alta prevalencia
de cardiopatia isquémica y de insuficiencia cardiaca aumenta el riesgo de muerte subita

por arritmias ventriculares. °]

El tratamiento de las arritmias ha cambiado de forma radical en los ultimos 15 afos con

el desarrollo de:

a) La ablacién con catéter, capaz de eliminar el sustrato de taquicardias nodales, vias

accesorias, arritmias auriculares focales y algunas taquicardias ventriculares.
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b) La implantacion de desfibradores que reducen el riesgo de muerte arritmica en

pacientes con cardiopatia estructural grave. °!

Sin embargo, el uso de farmacos antiarritmicos sigue aumentando, fundamentalmente,
por el incremento en la prevalencia de la fibrilacidn auricular, las arritmias mas

frecuentes y la que mayores costes sanitarios ocasiona. [°

I1.2.2. Farmacos cardiovasculares

Para cada indicacion existen distintos tipos de farmacos que pueden ser eficaces y
dentro de cada clase hay muchas opciones. Los factores que llevan a la seleccion de
un farmaco especifico para un paciente dado son muchos e implican tanto la ciencia
como el arte de la medicina. Incluidos en el proceso de toma de decisiones estan la
experiencia del médico, la respuesta terapéutica deseada, la administracion, los efectos
secundarios, el coste y las interacciones potenciales con otros farmacos. Ademas, la
industria farmacéutica puede tener influencias sutiles y no sutiles en la seleccion de
farmacos especificos mediante el empleo de anuncios inteligentes, vendedores

convincentes, y exposiciones en reuniones cientificas. [0

Las distintas indicaciones clinicas para iniciar la farmacoterapia en ECV son las

siguientes:
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o Alivio de la angina de pecho.
o Tratamiento de una insuficiencia cardiaca.
. Tratamiento de la hipertension. 119

Entre todas las indicaciones anteriores, las arritmias cardiacas son motivo de consulta
frecuente, tanto en las urgencias como en la practica clinica diaria, y contindan siendo

un reto para el diagndéstico y manejo apropiado. (1]

11.2.3. FArmacos antiarritmicos

Los farmacos antiarritmicos forman un grupo heterogéneo de sustancias, tanto en su
estructura quimica como en su mecanismo de accion [°l. Han sido desarrollados con la
esperanza de mejorar el prondéstico de los pacientes cardidépatas con historia de
arritmias graves o en riesgo de sufrirlas; sin embargo, estos farmacos no estan exentos
de un efecto proarritmico y poseen una toxicidad no desdefable. En los estudios sobre
mortalidad no se han demostrado beneficios claros e incluso con diversos farmacos se

ha observado empeoramiento de las tasas de mortalidad. 14

La clasificacion de los farmacos antiarritmicos, propuesto en 1984 por Vaughan William,

es la siguiente:
Grupo I. Blogueantes de los canales de sodio dependientes de voltaje.

Clase IA: quinidina, procainamida,disopiramida.
Clase IB: lidocaina, mexiletina,fenitoina.

Clase IC: flecainida, encainida, propafenona.
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Grupo Il. Antagonistas de receptores 3-adrenérgicos.

Grupo lll. Farmacos que prolongan la duracion del potencial de accion y el periodo
refractario cardiaco.

Grupo IV. Farmacos bloqueantes de los canales de calcio tipo L dependientes de

voltaje.

Una de las reacciones adversas mas peligrosas de los antiarritmicos es el agravamiento
de la arritmia original o la induccién de nuevas arritmias que pueden ser incluso
mortales (efectos proarritmicos). La depresibn de la excitabilidad constituye,
simultaneamente, el origen de los efectos antiarritmicos y proarritmicos de los
antiarritmicos del grupo I, y cuanto mas deprimen la excitabilidad mas potentes son sus

efectos antiarritmicos, mayor riesgo entrafian. [

Las acciones proarritmias de los antiarritmicos del grupo | son mas acusadas en los
individuos con cardiopatia isquémica, que han sufrido previamente un infarto o que
tienen insuficiencia cardiaca; por todo ello, los antiarritmicos mas potentes del grupo |,

propafenona y flecainida, s6lo se utilizan en pacientes sin cardiopatia asociada.

Todos los antiarritmicos del grupo | son bases débiles. Estos presentan importantes
diferencias farmacologicas entre si, que no se limitan al tipo de bloqueo del canal de
sodio que producen. Exceptuando la lidocaina, todos ellos bloquean en mayor o menor
medida algunos de los canales de potasio y/o calcio. Utilizando como criterio el tiempo
gue prolongan la reactivacion del canal de sodio, estos se han subclasificado en tres
grupos mencionados anteriormente: IA, IB, y IC. Los agentes mas eficaces del grupo I,
son los agentes IC, la flecainida y la propafenona. Aunque ninguno de estos 2 farmacos
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deben ser utilizados en pacientes con cardiopatia sobre todo si han tenido un infarto
previo. Estos son los que mas retrasan la reactivacion del canal, llegando hasta
aproximadamente 12 segundos. Por ello deprimen la velocidad de conduccion
intracardiaca y prolongan el intervalo QRS (representacion gréafica de la activacion de
los ventriculos del corazon formando una estructura picuda en el electrocardiograma)

cuando el paciente esta en ritmo sinusal. [

La propafenona es efectiva para tratar una amplia variedad de arritmias

supraventriculares y ventriculares.

[1.3. Clorhidrato de Propafenona

11.3.1 Generalidades

El clohidrato de propafenona o Clorhidrato de 1-[2-[(2RS)-2-Hidroxi-3-(propilamino)
propoxi] fenil] -3-fenilpropan-1-ona y de formula condensada: C21H27NOs e HCI, fue
sintetizada en 1970. 2 Es soluble en agua caliente, alcohol y ligeramente soluble en

agua fria. La estructura quimica del clorhidrato se muestra en la figura I. [13]

0

|
C_CHI_CHI© ! HC].

0—CHy CH—CHy NH—CHy~CHy~CHs
OH

Figura I. Estructura quimica de Propafenona.
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El clorhidrato de propafenona es un farmaco antiarritmico clase |, con accion anestésica
local. 4 Es un bloqueador de los canales de sodio con una constante de tiempo
relativamente lenta para la recuperacion luego del bloqueo. Al igual que la flecainida,
este también bloguea los canales de potasio, en menor grado disminuye también la

corriente de entrada de calcio y presenta propiedades B-bloqueantes. [1]

En cardiologia, los farmacos B-bloqueantes se utilizan como antihipertensivos en la
cardiopatia isquémica, en la insuficiencia cardiaca y como antiarritmicos. Como

antiarritmicos, sus principales usos son:

1- Tratamiento de la taquicardia sinusal inapropiada.
2- Tratamiento de la extrasistolia supraventricular y ventricular.
3- Tratamiento de taquicardias auriculares (sobre todo si son desencadenadas por

esfuerzo, emocioén o ansiedad). [*2

El medicamento se prescribe como un racemato; en tanto a los enantibmeros no
difieren en cuanto a sus propiedades bloqueadoras de los canales de sodio, pero la
actividad B-blogueante de (+)-S-propafenona es 50-100 veces mayor que la (-)-R-
propafenona 8], Reduce la velocidad de incremento del potencial de accién y por eso
disminuye la conduccion de los impulsos. Prolonga los periodos refractarios en la

auricula, en el nédulo auriculoventricular y en los ventriculos. 7]

Se puede administrar por via oral e intravenosa. Por via oral se absorbe mas del 95 %.
Se metaboliza rapidamente y menos de un 1 % se excreta sin metabolizar por el rifion.

La vida media del farmaco es de 7 horas, pero existe una gran variabilidad individual.
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Por via oral se suministra dosis de 150-300 mg cada 8 horas; y por via intravenosa, la
dosis es de 1- 2 mg/kg. 112!

I1.3.2 Propiedades farmacocinéticas

La propafenona se elimina por biotransformacion oxidativa en el higado, a través de la
isoenzima CYP2D6 del citocromo P-450, con produccion de 5-hidroxi propafenona, que
es mas potente como bloqueador de los canales de sodio pero menos antagonista de
los receptores a-adrenérgicos que la propafenona. Otras rutas oxidativas hepaticas dan

lugar a N-desalquilpropafenona, menos activa que la propafenona.

El farmaco es metabolizado de forma rapida y extensa en mas del 90 % de los
pacientes, con una semivida de eliminacion de 2 a 10 horas. Estos pacientes
metabolizan el clorhidrato de propafenona en dos metabolitos activos: 5-
hidroxipropafenona (formado por la isozima CYP2D6) y N-depropilpropafenona o
norpropafenona (formado por las isozimas CYP3A4 y CYP1A2). Menos del 10 % de los
pacientes experimenta un metabolismo mas lento, esto puede atribuirse al hecho de
que no se forma el 5-hidroxipropafenona o se produce en minima cantidad, este posee

un efecto antiarritmico comparable al de la sustancia intacta. 171

11.3.3 Contraindicaciones

Se han reportado una serie de contraindicaciones producto de la administracion de

propafenona, estas son:
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o Hipersensibilidad a cualquiera de los excipientes.

o Enfermedad pulmonar obstructiva grave.

o Hipersensibilidad al Clorhidrato de propafenona.

o Enfermedad cardiaca estructural significativa como:

- Incidente de infarto de miocardio dentro de los ultimos 3 meses.

- Insuficiencia cardiaca congestiva no controlada donde la fraccion de eyeccioén del
ventriculo izquierdo es menor del 35 %.

- Bracardia sintomatica grave.

- Hipotensioén severa. [17]

[1.3.4. Advertencias y precauciones especiales de empleo

Es esencial que cada paciente sea evaluado clinicamente con un electrocardiograma,
antes y durante la terapia para determinar si la respuesta a la propafenona justifica el
tratamiento continuado. Debido al efecto B-bloqueante, debe tenerse precaucion con
pacientes que presenten obstruccion de las vias aéreas, por ejemplo, personas con

asma. [7]

Como sucede con otros antiarritmicos de clase IC, los pacientes con enfermedad
cardiaca estructural significativa pueden estar predispuestos a acontecimientos
adversos graves, por lo tanto esta contraindicada en estos pacientes. El tratamiento
puede afectar los umbrales de estimulacion y deteccion de los marcapasos artificiales.
En consecuencia, los marcapasos deben monitorizarse y programarse durante el

tratamiento. [17]
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Las reacciones adversas mas graves no son las digestivas (sabor metélico, anorexia) ni
las neurolégicas (mareos, temblor, parestesias, visibn borrosa), sino las
cardiovasculares. La propafenona puede producir hipotensién, depresion de la
contractilidad, bradicardia, bloqueo de la conduccion intraventricular, asi como arritmias
cardiacas. Sus acciones proarritmicas se manifiestan en el 5 - 15 % de los enfermos y
son mucho més frecuentes en los pacientes que mas necesitan el tratamiento
antiarritmico (los que presentan trastornos de la conduccion intracardiaca, isquemia,

insuficiencia cardiaca). (7]

[1.3.5. Método analiticos para la determinaciéon de Clorhidrato de Propafenona

El andlisis de Clorhidrato de Propafenona en tabletas recubiertas no aparece reportado
en ninguna de las monografias oficiales. Sin embargo, se han descrito varias
metodologias analiticas para la determinacion del mismo en una variedad de matrices,
entre las técnicas analiticas reportadas se encuentran: espectroscopia molecular UV y
el HPLC.

La técnica de HPLC es una de las adecuadas debido a su capacidad de separacion,
gran aplicabilidad a diferentes tipos de sustancias, y su capacidad para realizar
determinaciones cuantitativas exactas. '8  De hecho, es la técnica reportada en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y la Farmacopea Britanica (BP) para la

estudio de las sustancias relacionadas del clorhidrato de propafenona en materia prima.
[33, 34]

Del parrafo anterior se puede inferir que si HPLC es la técnica mas conveniente para la
determinacién de las sustancias relacionadas del clorhidrato de propafenona en materia

prima, mas aun, para el analisis del mismo en farmacos, ya que pueden existir
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compuestos que pudiesen interferir con una medida directa por espectroscopia
molecular UV.

I1.4. Métodos Cromatograficos

Segun la definicién establecida por la IUPAC (Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada) “La cromatografia es un método, usado principalmente para la separacion de
los constituyentes de una muestra, en la cual los componentes de la muestra se
distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra es movil. La
fase estacionaria puede ser un solido, o un liquido retenido sobre un soporte sélido o
gel. La fase estacionaria puede estar extendida como una capa o distribuida como una
pelicula. (1]

La muestra es introducida y transportada por la fase mévil a través de la fase
estacionaria, y al estar en contacto con ambas fases la muestra va a experimentar
repetidas interacciones de orden fisico-quimico. Aquellas componentes de la muestra
gue interacciones mas con la fase estacionaria seran mas retenidos, con respecto a los

que interaccionaron menos, produciendo la consiguiente separacion.

Los meétodos cromatograficos se pueden clasificar de distintas formas. Una disposicion
basica, es por la forma del contenedor donde es colocada la fase estacionaria,
distinguiéndose la cromatografia en columna y la cromatografia en un plano o también
conocida como “planar”. En la primera de ellas, por un tubo que contiene la fase
estacionaria se hace pasar la fase movil ejerciendo presibn o no, segun sea por

gravedad o por empuje mediante dispositivos para tal fin. Mientras que, en la
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cromatografia “planar” la fase estacionaria se fija sobre una placa altamente plana o un

papel y la fase moévil se desplaza por capilaridad.

Una clasificacién més idénea puede realizarse en funcion al tipo de fase movil utilizada,
distinguiéndose la cromatografia de gases, liquidos y de fluidos supercriticos, de ellas,
las dos primeras son las mas empleadas. '8 Nuestro interés particular esta dirigido a
la cromatografia de liquidos, debido a la naturaleza de baja volatilidad del analito en
estudio, que imposibilita analizar el compuesto de interés por cromatografia de gases.

[1.4.1 Cromatografia liquida

Como mencionamos anteriormente, la cromatografia liquida en columna (CLC) es una
variedad de la cromatografia en la que la fase mévil es liquida y pasa a través de la
fase estacionaria, sélida o liquida, que esta sostenida en un recinto cilindrico. Con
frecuencia también es llamada “cromatografia en columna” (CC) o “cromatografia
liquida” (CL). 129

La CLC consiste en hacer pasar por gravedad la fase liquida sobre el soporte sélido (de
diametro de particulas grande) retenido en una columna recta, generalmente de vidrio,
de dimensiones considerables (varios centimetros de diametro y una altura de 5 a 10
veces el diametro). La muestra es arrastrada por la fase moévil a través de la fase
estacionaria ocurriendo la separacion, para finalmente recoger las fracciones de los

componentes separados. [0
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Desde el principio del desarrollo de la cromatografia de liquidos se constatd, que se
conseguirian importantes aumentos en la eficacia de la separacion disminuyendo el
tamafo de particula de los empaques. Esto fue posible a finales de los afios 1960,
cuando se desarrollé una tecnologia capaz de producir y usar empaques de diametro
de particula tan pequefio como 10 um. Esta tecnologia necesitd de dispositivos mas
sofisticados, columnas de menor diametro y longitud, bombas que proporcionaran alta
presion, etc. Debido a la alta presion requerida para hacer pasar la fase moévil a través
de menor diametro de particulas y menor didmetro de columnas, la técnica en un
principio fue reconocida como Cromatografia de Liquidos de Alta Presion (HPLC). 21
Con el pasar del tiempo el término de Presién cambi6 a Performance o Eficiencia.

HPLC es la técnica analitica de separacion mas utilizada en la actualidad debido a su
gran aplicabilidad a diferentes tipos de sustancias (aminoécidos, proteinas, acidos
nucleicos, hidrocarburos, farmacos, carbohidratos, entre otros), alta capacidad de
separar mezclas de analitos y determinaciones cuantitativas exactas. 18 Esta técnica
utiliza una presion elevada para forzar al disolvente a que pase por una columna que

contiene particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de gran resolucion. (22

HPLC no requiere de la volatilidad y estabilidad térmica de las sustancias a analizar, por
otra parte, la fase mdvil participa extensamente en el proceso de separacion y existe
una gran variedad de fases estacionarias, por lo tanto, es mas versatil que la

cromatografia de gases. 13
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[1.4.2 Modos de separacion por HPLC

Los distintos modos o procedimientos de separacion que se utilizan en HPLC tienden a
ser muy variados y complementarios, por lo que suele clasificarse por los tipos de

interaccidon que ocurren, entre ellas tenemos:

Cromatografia HPLC en el modo adsorcidon: Se utliza para la separacién 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.
Los geles de silice y la alimina constituyen las fases més utilizadas, pero, la silice es
mas empleada debido a su mayor capacidad de carga y su mayor diversidad de
presentaciones. La Unica variable que se puede utilizar para optimizar el factor de
retencion (k) y el factor de separacion (o) es la composicion de fase movil. Si los
valores de k son muy grandes (los componentes de la muestra eluyen muy
lentamente), se cambia el eluente por uno de mayor fuerza eulotropica. Aplicable
fundamentalmente a muestras solubles en solvente no polares o moderadamente
polares, es capaz de separar mezclas de compuestos isdbmeros posicidnales.
Practicamente esta fuera de uso, ya que ha sido sustituida por la cromatografia de

reparto en fase normal.

Cromatografia HPLC en el modo exclusién por tamafio: Es una técnica de analisis
gue se aplica particularmente a especies de elevado peso molecular, con masas
moleculares superiores a 10.000 Dalton. No hay interaccion quimica entre los analitos
y la fase estacionaria, ya que el tiempo de residencia va a depender del tamafio
efectivo de las moléculas de los analitos. El relleno estd hecho por particulas de

polimeros o silice que contiene una red de poros uniformes donde son atrapados los
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componentes de la muestra. Las moléculas que son mas grandes con respecto al
tamafio promedio de poro del relleno son excluidas, no seran retenidas y por lo tanto
son las primeras en ser eluidas, mientras que las moléculas que poseen diametros
significativamente menores, resultan atrapadas por mayor tiempo. Existen dos tipos:
Cromatografia de Filtracion de Gel (GFC) para polimeros solubles en agua, la fase
movil es acuosa y el empaque es un Gel hidrofilico. Mientras que la Cromatografia de
Permeacion de Gel (GPC) para polimeros solubles en solventes organicos, la fase
movil es organica y el empaque es poliestireno entrecruzado (hidrofébicos). En GFC y
GPC emplean el mismo mecanismo de separacion. Entre las aplicaciones, tenemos la
separacion de polimeros, biomoléculas de alto peso molecular, etc. Una ventaja
adicional, es que para series homologas, el tiempo de retencion (volumen) puede ser

relacionado con el logaritmo de peso molecular.

Cromatografia HPLC en el modo de intercambio i6nico: La separacion por este
método se fundamenta en el intercambio idnico que ocurre entre iones de la muestra
con los grupos iénicos enlazados al material polimétrico del soporte. La magnitud de la
interaccion esta fundamentada por el tamafio, la carga, polarizabilidad y fuerza acida o
basica de la especie. Se divide en cromatografia de intercambio catidénico y
cromatografia intercambio anidnico, segun se analicen aniones o0 cationes
respectivamente. Muy aplicable para cationes y aniones inorganicos e iones organicos
de relativo bajo peso molecular.

Cromatografia HPLC en el modo de exclusidn idnica: Es el término empleado para
describir el proceso de separacion de especies neutras e ionicas empleando fases
estacionarias de intercambio iénico. Esta gobernado por mecanismos de exclusiéon
Donnan, estéricos y procesos de adsorcion. De acuerdo con la segunda ley de la

termodinamica, todas las sustancias en solucion tienden a difundir hasta alcanzar un
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estado homogéneo donde cualquier punto en la solucion, la concentracion es la misma.
Sin embargo, este hecho no es tan simple si existe una barrera que restrinja al paso de
las substancias. En ocasiones existe lo que se conoce como membrana
semipermeable, que no es otra cosa que una barrera fisica para cierto tipo de
substancias. Por ejemplo, puede tratarse de una membrana que tenga poros de un
diametro pequefio, los cuales s6lo permiten el paso de substancias de un diametro
menor al de los poros; las moléculas de las substancias que tengan un tamafio mayor
no podran difundir libremente. Esta situacion se vuelve mas compleja si las substancias
en solucion poseen carga neta, porque entonces la difusion tendera a reducir también
la diferencia de cargas a ambos lados de la barrera. Cuando la diferencia de potencial
eléctrico se establece este alcanza un equilibrio en el cual existe una diferencia de
potencial constante, llamado Potencial Donnan. Se aplica para acidos inorganicos

débiles, acidos orgénicos, aldehidos, amino &cidos, alcoholes y carbohidratos.

Cromatografia de modo de afinidad: Se trata de un tipo especial de cromatografia de
adsorciéon sélido-liquido en la que la sustancia de naturaleza bioguimica (anticuerpos,
cofactores, inhibidores enzimaticos, lectinas y otras moléculas) denominadas ligandos
de afinidad y enlazados quimicamente en soportes soélidos adecuados, retienen a los
solutos (analitos), también de naturaleza bioquimica, de manera reversible y selectiva.
Las separaciones se basan en el acoplamiento “llave-cerradura” tipico de la biologia

molecular.

En HPLC, cuando la fase estacionaria es un liquido unido a un sodlido inerte, es
conocida como cromatografia de reparto, pero también es nombrada como
cromatografia de fase enlazada, ya que en la actualidad la totalidad de las fases
estacionarias se encuentra unida al soporte sélido mediante un enlace covalente

(minimo sangrado). Entre ellas tenemos:
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Cromatografia HPLC en fase normal: En este caso el grupo activo unido a la particula
de soporte es polar. Normalmente se comienza una fase mévil poco polar, como
heptano, hexano, tetrahidrofurano, etc y se va afladiendo solventes mas polares como
cloruro de metileno, cloroformo. Normalmente se utiliza para la separacion de
compuestos polares, como aminas, anilinas, nitrogenados arométicos, fenoles,
pesticidas, etc. Los métodos de Cromatografia de Reparto en Fase Normal y
Cromatografia de Adsorcion tienden a ser complementarios y en muchos casos se

superponen.

Cromatografia HPLC en fase inversa: El grupo activo unido a la particula de soporte
es un liquido no polar. Se utiliza para la separacion de compuestos no polares o de
moderada polaridad. En la mayoria de las aplicaciones de fase inversa, la elucién se
lleva a cabo comenzando con una fase de elevada polaridad, como es el caso de una
disolucion acuosa conteniendo concentraciones diversas de un solvente de menor
polaridad como metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano (THF). Posteriormente se va
afadiendo solventes menos polares. El 90 % de las separaciones analiticas de bajo
peso molecular son llevadas a cabo por cromatografia en fase inversa, debido
fundamentalmente al amplio rango de analitos que puede disolver la fase mouvil,
versatilidad y amplio rango de aplicacién. Tiene aplicacién para compuestos no iénicos,

iénicos, polares y no polares.

Cromatografia HPLC en el modo de par iénico: Es un tipo de Cromatografia de
Reparto en fase inversa que se utiliza para la separacion de especies ionicas. La fase
inversa se recubre dinamicamente por grupos ionicos, los cuales son afiadidos a través
de la fase movil. En este tipo de cromatografia la fase mdvil esta constituida por un

buffer y un reactivo iénico (Par I6nico). El contraibn es de una cadena organica
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relativamente larga y de carga opuesta al ion del analito que se desea determinar. En

su area de aplicacién compite con la cromatografia de intercambio i6nico.

Cromatografia HPLC en el modo HILIC: Conocida como Cromatografia de
Interaccion Hidrofilica, es una variacion de la cromatografia en fase normal. El principal
mecanismo de retencidn es la separacion de los analitos polares entre la fase
estacionaria polar y la fase movil no polar. El grado de elucion es similar a aquel de la
fase normal y la elucion de la muestra estara en el mismo orden en que se incremente
la hidrofilicidad. Se retienen analitos altamente polares que no serian retenidos con
cromatografia de fase reversa. También presenta un débil mecanismo de intercambio
aniénico con la fase estacionaria cargada positivamente, y en consecuencia los

compuestos 4cidos son fuertemente retenidos.

Como la cromatografia de reparto en fase inversa, es el método que proponen la
mayoria de las monografias para la determinacion de clorhidrato de propafenona, se

har& énfasis en ese modo de separacién por HPLC.

[1.4.3. Cromatografia de reparto en fase inversa

En la cromatografia de reparto, un material sélido inerte, tal como gel de silice o tierras
de diatomeas, sirven para sostener una capa delgada de liquido, la cual es la fase
estacionaria. A medida que la fase movil transporta los analitos de la muestra a través
de la fase estacionaria, se produce la retencidén y separacion a causa de la interaccion
relativa de los componentes con ambas fases liquidas. Esto motiva un reparto de

concentracion que viene determinado por sus respectivos coeficientes de particion. 21



36

Los soportes para casi todos los rellenos de fases unidas quimicamente se preparan
con silice rigida o composiciones constituidas basicamente por silice. Estos soélidos
estan formados en su mayoria por particulas mecanicamente resistentes, porosas y
uniformes, con diametros de 3, 5 0 10 um. Para la preparacion de la superficie de silice,
esta es totalmente hidrolizada por calentamiento con HCI 0,1 M durante uno o dos dias.

Quedando constituida por puros grupos silanoles quimicamente reactivos (ver figura II).

(21]

OH OH OH OH
O O O
.':ln iln 'Tl ?1

Figura Il. Silice hidrolizada

Los recubrimientos de fase unida quimicamente mas utilizados son los siloxanos, que
se forman por reaccion de la superficie hidrolizada con un organoclorosilano, ver figura

I1l. Donde R = grupo alquilo o un grupo alquilosustituido. 24

CH, CH,

v Ve Ve S
—SiOH +Cl—Si—R — —8i—0—Si—R
N

A

CH, CH,
Figura lll. Siloxanos
En la cromatografia de fase inversa, la fase estacionaria es no polar, por ejemplo: butil,

fenil, ciclohexil y mas comun cadenas lineales de Cs, Cis. La fase movil es polar y los

compuestos no polares son retenidos de manera fuerte por el sistema, mientras que los
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solutos polares eluyen de primero. Las separaciones en fase inversa son los métodos

que se usan con mas frecuencia en la HPLC. 19

En cuanto al mecanismo de separacion se refiere, aunque ha sido ampliamente
estudiado, aun no se comprende totalmente. Como la fase estacionaria es no polar, las
Unicas fuerzas de interaccion posible deberian ser las de Van der Waals. Sin embargo,
estas fuerzas no bastan por si mismas para justificar la retencion observada. La teoria
“solvofdbica” de Horvath, es probablemente la de mayor aceptacién. Segun esta teoria,
la fuerza de retencién en fase inversa se debe a un aumento de entropia que acompara
a la transferencia del soluto de la fase mévil (polar) a la fase estacionaria (no polar).
Dicho de otro modo, la interaccion entre moléculas de soluto y el eluente es mucho méas
débil que la interaccién de las moléculas de los eluentes entre si. Como consecuencia,
el soluto es expulsado de la fase mévil y forzado a penetrar en la fase estacionaria, que

actian como receptor pasivo. [

En HPLC en fase inversa (RP-HPLC), se observa que al aumentar la longitud de la
cadena hidrocarbonada de Ci a C22, la retencion aumenta como maximo en un factor
de 10, a diferencia de la variacion de retencién que puede obtenerse por adicién de un
modificador organico, en cuyo caso la retencidon se reduce en un factor de 2 a 3 por
cada 10 % de modificador agregado. El tipo de sustituyente mas empleado en fase
reversa es de tipo alquilico, especialmente Cis y en menor proporcion Cs, con menor o

mayor grado de cobertura (capa monomeérica o polimérica). [*°]

La fase movil esta constituida por un solvente polar, mezcla de agua y un modificador
organico, a los que se le podra agregar aditivos, sales o buffer. A mayor proporcion de

modificador organico corresponde menor retencion, y a mayor proporcion de agua,
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mayor retencioén. Los solventes de mayor empleo en RP-HPLC son: el agua, metanol,
acetonitrilo y tetrahidrofurano. Los modificadores orgénicos (metanol, acetonitrilo, etc.)
actuan como inhibidores del crecimiento bacteriano. Se considera que el agua actua
como transporte y no aporta selectividad al sistema, la cual estara dada por el

modificador organico, los aditivos, el valor de pH, etc. 19

Numerosos métodos cromatograficos requieren el uso de sales en la fase mouvil,
generalmente para el control y regulacion del pH o de la fuerza iénica. Estos aditivos, al
igual que los solventes, deberan tener un alto grado de pureza 9. Anadir sales
inorganicas causa un incremento lineal en la tensién superficial de soluciones acuosas,
incrementando el tiempo de retencién. Los fosfatos son muy usados en cromatografia
de fase inversa como sales de sodio o potasio debido a su baja absorcién en el UV aln
a longitudes de onda cortas. El pH también es importante porque modifica la hidrofobia

del analito, por eso se suele usar un buffer como fosfato sddico para controlar el pH. 23l

11.5 Validacion de métodos analiticos

La validacion de un método analitico permite conseguir objetivos técnicos y al mismo
tiempo exigencias legales en la industria farmacéutica. Garantiza que los
procedimientos empleados proporcionan resultados con aceptable confiabilidad,

exactitud y precision para el fin previsto.

Segun el compendio de validacion de métodos <1225> USP 35-NF30, la validacién de
un metodo analitico es un proceso que establece, mediante estudios de laboratorio, que

las caracteristicas de desempeiio de un procedimiento cumplen los requisitos para las
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aplicaciones analiticas previstas. Los aspectos tipicos que se evallan en una validacion

de un método analitico se presentan en la tabla Il.

Tabla Il. Caracteristicas analiticas tipicas utilizadas para la validacién de métodos.

Exactitud
Precision
Especificidad
Limite de deteccién
Limite de cuantificacion
Linealidad
Intervalo
Robustez

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas
muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Considerando esta amplia
variedad es légico que diferentes procedimientos de prueba requieran diferentes

esquemas de validacion. 24

Las categorias de las pruebas habituales son las siguientes:

Categoria |: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos en productos farmacéuticos

terminados.

Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas en

farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.
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También se utilizan para pruebas de verificacion de procesos de limpieza. Estos
métodos pueden subdividirse en dos: pruebas cuantitativas y pruebas de limite. En el
primer caso se aplica a la determinacion de impurezas y productos de degradacion a
niveles de trazas, donde los componentes presentes se encuentran en menos de 1% de
la concentracion analitica del farmaco a granel o lo indicado en la etiqueta del producto
farmacéutico terminado. Todos los parametros requeridos para la categoria | son
aplicables a la categoria Il: adicionalmente se debe evaluar limite de deteccion y limite
de cuantificacion (Tabla Il). Para el segundo caso s6lo se compara la muestra contra un
patron de referencia, ambos preparados bajo las mismas condiciones, se pretende
evaluar la especificidad, por tal motivo la cuantificacion no sera necesaria. El resultado
se expresa en funcién de la conformidad de la prueba. En algunos casos, podria
evaluarse la exactitud y el rango, dicha evaluacion podria depender de la naturaleza del

método.

Categoria lll: procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de

desempefio. La precision es el Unico parametro requerido para estos procedimientos.

Categoria IV: pruebas de identificacién. Para esta categoria so6lo se requiere la prueba
de especificidad. Una de las pruebas de identificacion puede ser el HPLC, usualmente
consiste en la comparacion del tiempo de retencién o el tiempo de retencion relativo de
una muestra comparada con un estandar bajo las mismas condiciones cromatograficas
y el mismo dia. El incremento en el uso de detectores de arreglos de diodos (PDA)
acoplados a HPLC permiten adicionalmente la comparacion de espectros UV de

estandares y muestras. 24
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En la tabla lll se presentan los datos requeridos para cada una de las categorias

mencionadas:

Tabla lll. Datos requeridos para la validacion

Caracteristicas | Categoria Categoria ll Categoria Categoria
de desempefio I Andlisis Prueba de i v
analitico cuantitativos limite
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de No No Si * No
deteccion
Limite de No Si No * No
cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No

* pueden requerirse, dependiendo de la naturaleza de la prueba especifica

11.5.1 Parametros de validacién

11.5.1.1. Exactitud

Es la proximidad entre los resultados de

procedimiento y el valor verdadero. [2°]

la prueba obtenidos mediante ese

En la valoracion de un farmaco, la exactitud puede determinarse mediante la aplicacion

del procedimiento analitico con respecto a un analito de pureza conocida, o
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comparando los resultados del procedimiento con los de un segundo procedimiento
bien caracterizado, cuya exactitud se haya comprobado o definido. 2]

También puede determinarse mediante la aplicacién del procedimiento analitico a
mezclas sintéticas de los componentes del producto farmaceéutico al que se hayan
afiadido cantidades conocidas de analito dentro del intervalo del procedimiento. Si no
resulta posible obtener muestras de todos los componentes del producto farmacéutico,
se puede aceptar tanto el agregado de cantidades conocidas del analito al producto
farmacéutico (spike). [?°]

La exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion de la cantidad valorada con
respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, o como la diferencia
entre la media de la valoracién y el valor verdadero aceptado, considerando los

intervalos de confianza. [29

11.5.1.2 Precisién

La precisidbn de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente

a multiples muestreos de una muestra homogénea. [?°]

Se evalta determinando la repetibilidad, reproducibilidad y la precision intermedia.
Generalmente se expresa como la desviacion estandar o la desviacion estandar relativa

de una serie de mediciones. [23]
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La repetibilidad se refiere a la utilizacion de procedimiento analitico en un laboratorio
durante un periodo corto por el mismo analista con el mismo equipo. La reproducibilidad
se refiere al uso del procedimiento analitico en diferentes laboratorios; y La precision
intermedia (conocida como tolerancia) estudia las variaciones tipicas, por ejemplo

diferentes dias, analistas, equipos, etc dentro de un mismo laboratorio. [1°]

[1.5.1.3 Especificidad

Es la capacidad de un método de discriminar entre el analito de interés y otros
componentes presentes en la muestra. Las pruebas se disefian a fin de evaluar el
grado de interferencia de impurezas, productos de degradacion, excipientes u otros

analitos. [24

La especificidad podria ser evaluada continuamente durante el proceso de desarrollo
del medicamento y posterior validacién del método analitico. El nivel de las pruebas de
especificidad dependera de la fase en la cual se encuentre el método. Las pruebas mas

comunes aplicadas para evaluar la especificidad son:

- No interferencia del placebo: Los excipientes presentes en una formulacion
podrian ser evaluados, a fin de conocer sin interfieren en la deteccion del analito, para
ellos se prepara una solucién con placebo bajo las mismas condiciones de la muestra,
de la misma forma se prepara una solucion de referencia (patrén), ambas soluciones se
analizan segun el método. La ausencia del pico en la regién donde aparece la seal
correspondiente al analito en estudio es una prueba suficiente para demostrar que los

excipientes no interferirdn en la lectura de la sefial del analito.
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- Desafio del método: Consiste en inyectar soluciones conocidas de impurezas,
productos de degradacion, intermediarios, homdlogos, dimeros, etc, que podrian dar
informacion acerca de la presencia de este tipo de sustancias en la muestra, al igual
gue en el caso anterior se preparan las soluciones con los patrones de las sustancias
mencionadas y paralelamente se prepara una solucion patrén, se comparan ambos
resultados a fin de reconocer si existe la presencia de alguna de estas sustancias en la

muestra.

- Estudios de degradacién forzada: Consisten en la exposicion de la muestra a
una variedad de condiciones de estrés con el propdsito de evaluar la presencia de
productos de degradacion. Es particularmente Util cuando no se cuenta con patrones de
sustancias relacionadas. Las condiciones de estrés mas evaluadas son el sometimiento
de la muestra al calor, luz, medio &cido, medio basico y ambientes oxidativos. Otras

condiciones podrian evaluarse, dependiendo de la naturaleza de la muestra. 124

[1.5.1.4. Limite de deteccién (LD)

Es la cantidad minima de analito que puede detectarse en una muestra, aunque no
necesariamente cuantificarse, en las condiciones experimentales indicadas. [1°! Puede

determinarse a través de una estimacion estadistica con la siguiente expresion:

_338y/x

LD 5

Donde Sy/x = desviacion estandar de la respuesta.

S = pendiente de la curva de calibracion.
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[1.5.1.5. Limite de Cuantificacién (LC)

Corresponde a la menos concentracion de analito que puede determinarse con
precision y exactitud razonables en las condiciones establecidas y se expresa también
en unidades de concentracion. [*°! Puede determinarse a través de una estimacion
estadistica y se expresa como:

_10Sy/x
S

LC

Donde Sy/x = desviacion estdndar de la respuesta.

S = pendiente de la curva de calibracién.

11.5.1.6. Linealidad

Es la capacidad de un procedimiento analitico para obtener resultados de prueba que
sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una transformacion
matematica bien definida, a la concentracion de analito en muestras dentro de un

intervalo dado. [2°!

Los resultados deben ser evaluados por métodos estadisticos apropiados, por ejemplo,
mediante el calculo de una linea de regresiéon por el método de los minimos cuadrados.
En algunos casos, para obtener linealidad entre ensayos y concentraciones de la

muestra, los datos de prueba podran requerir una transformacion matematica antes del
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andlisis de regresion. Los datos de la linea de regresion en si pueden ser Utiles para

proporcionar estimaciones matematicas del grado de linealidad. [?°

1.5.1.7. Rango

Es la amplitud entre las concentraciones inferior y superior del analito (incluyendo estos
niveles) en la cual se puede determinar al analito con un nivel adecuado de precision,

exactitud y linealidad. 2

11.5.1.8. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una medida de su capacidad para no ser
afectada por variaciones pequefias, aunque deliberadas, en los parametros del
procedimiento indicados en la documentacion, y provee una indicacion de su aptitud

durante condiciones normales de uso. [2°

En el caso de métodos analiticos realizados por cromatografia liquida, algunos de los

factores de estudio mas comunes son:

- Influencia de las variaciones de pH en la fase movil.

- Influencia de las variaciones en la composicién de la fase mavil.
- Temperatura.

- Velocidad de flujo. 19
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En la seleccion de variables a considerar debe utilizarse todo el conocimiento ya
adquirido durante el desarrollo analitico para minimizar el nimero de ensayos a realizar.
Cuando los factores a evaluar en el estudio de la robustez son muchos, se recurre a un

disefio global que permite agruparlos, reduciendo el niimero de ensayos a efectuar. [

Un disefio muy utilizado es el de Placket y Burman, que permite estudiar el efecto de n
variables en n+1 ensayos. El primer paso consiste en construir la matriz de disefio. La
matriz de disefio es la relacion que define el valor que deben tomar los factores en cada

uno de los experimentos a realizar. (19

Ejemplo: Niveles
Factores - +
Flujo (mL/min) a A
pH b B
Concentracion (g/L) C C

La letra minuscula corresponde al nivel mas bajo y la mayuscula al nivel mas alto. El
orden que se presenta la secuencia de experimentos a realizar se denomina orden
estandar de la matriz de disefio. En este orden es facil construir la matriz: para el primer
factor se van alterando los signos — y +, para el segundo se van alterando dos —y dos +
y para el tercero cuatro — y cuatro + y asi sucesivamente. Construyendo la matriz de
esta forma, se garantiza que no habra omision de ninguna combinacion de valores de
los factores de disefio y que tampoco se repetira ninguna. ° En la tabla IV se presenta
el disefio de la matriz de Plackett y Burman para evaluar la robustez del método

analitico.



Tabla IV. Disefio de la matriz Plackett y Burman

Experimento T pH C Resultado
1 a()| b() | c() S
2 A(#) | b(-) | c(-) T
3 a() | B(+) | c() U
4 A+) | B(+) | c(-) \
5 a() | b(-) | C#) W
6 A(#+) | b(-) | C(+) X
7 a() | B(+) | C(+) Y
8 A(+) | B(+) | C(+) z

Una vez efectuado el experimento, se procede a calcular la diferencias de medias para

cada parametro en forma individual (ver tabla V).

Tabla V. Calculo de la diferencia de respuesta para cada parametro.

Parametro Diferencia
A-a Va= Y4 (s+t+u+v) — Ya (WHx+y+z)
B-b Ve= Y4 (S+Ht+w+X) — ¥4 (U+v+y+2)
C-c V= Y (Stutw+v) — Y4 (t+Hv+x+2)

Para decidir si un parametro tiene influencia significativa sobre el resultado, se compara
la diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre ese pardmetro y el producto de s

(desviacion estandar del estudio de precision) y raiz de 2. 1]

Si | Vg |>s 2 = diferencia significativa
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I1.6. Perfiles de disolucion in vitro y su importancia

El proceso de absorcion de un farmaco contenido en una forma farmacéutica sélida,
después de la administracion oral depende, entre otros aspectos, de la liberacion del
principio del producto y de su disolucion o solubilizacion en las condiciones fisiologicas.
Debido a la naturaleza de estos factores, la evaluacion de la velocidad de disolucion in

vitro puede ser una prediccion del comportamiento in vivo. [26]

Las pruebas de disoluciébn farmacopeicas son pruebas limite puntuales, éstas
Gnicamente evallan la cantidad de principio activo disuelto en un tiempo determinado y
el criterio de aceptacién es util para el control de calidad del medicamento, pero no

proporcionan informacién de la velocidad a la cual el farmaco se disuelve. 26

La evaluacion de los perfiles de disolucion ha sido extensamente aplicada en el disefio
de medicamentos y manufacturas de tabletas y capsulas. Se utiliza durante la
optimizacién de la forma farmacéutica, pruebas de estabilidad, control del proceso de
produccion y el establecimiento de similitudes entre una nueva formulacion genérica y
una ya existente. Estas pruebas pueden ser una guia util para orientar el desarrollo de

una nueva formulacion, asi como una forma de control post-aprobacién. 1271

Adam y colaboradores 28l afirman que la via mas simple para establecer comparaciones
entre perfiles de disolucidén se realizan evaluando cada cierto tiempo el porcentaje de
principio activo que se ha disuelto en el medio de disolucion. A pesar de que en algunos

casos comparar con un solo punto de disolucion podria ser suficiente, es preferible
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realizar mediciones en varios puntos, especialmente para aquellos principios activos

gue se disuelvan lentamente o que tengan baja solubilidad en agua.

Debido a la naturaleza critica de la disolucion y permeabilidad, la disolucion in vitro
podria ser relevante en la prediccion del rendimiento in vivo. En funcidbn a esta
consideracion general, las pruebas de disolucion in vitro para las formas de dosificacion

oral sélidas pueden ser utilizadas para:

- Evaluar la calidad de un medicamento lote a lote.
- Asegurar la calidad y el rendimiento continuados del producto después de la
realizacion de cambios menores en la formulacion, en el proceso de fabricacion,

en el lugar de fabricacién y en la extrapolacion del proceso de fabricacion.

En 1990 Skelley ?°! sefial6 que la importancia de las pruebas de disolucion in vitro se

debe a los siguientes aspectos:

- Proveen procesos necesarios de control.

- Determinan la estabilidad de la velocidad de liberacién caracteristica de un
producto.

- Facilitan ciertas determinaciones regulatorias y juicios concernientes a cambios

menores en la formulacién.
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11.6.1.Estudios de disolucién in vitro en Venezuela

El instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel”, a través de las normas de la junta
Revisora de Productos Farmacéuticos, contempla los ensayos de disolucién in vitro
como una de las evidencias aceptables para la aprobaciéon de un medicamento, si se
logra demostrar la similitud de las cinéticas de disolucion de un producto contra el

producto de referencia. 1271

Debido a las limitaciones de las pruebas de disolucion in vitro para determinar
bioequivalencia, su aplicacién para este propésito debera limitarse a principios activos
en suspension y formas farmacéuticas sélidas orales de liberacion convencional con
alta permeabilidad, cuyo factor limitante del comportamiento farmacocinético sea su

disolucién. 39

La evaluacién deberd realizarse mediante la obtencidbn de curvas que permitan
determinar la evolucién completa de la disolucién a partir de la forma farmacéutica

utilizada. (39

Para productos cuya prueba de disolucién se encuentra disponible en textos oficiales, o
en aquellos donde se encuentre publicamente, pero no en textos oficiales, se deberan
realizar perfiles de disolucion comparativos entre el producto de referencia vy el
producto en evaluacién, a intervalos de 15 minutos 0 menos, con un minimo de tres
puntos y siguiendo la metodologia descrita. En el caso de aquellas referencias
publicadas de manera no oficial, el INH podria solicitar la presentacion de informacion

adicional para sustentar los resultados. En la mayoria de los casos, las aprobaciones de
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registro sanitario de productos de categoria C (conocidos) en Venezuela se realizan en
funcion a los resultados de los perfiles de disolucion comparativos, ya que en la
actualidad no disponemos de infraestructura suficiente para la realizacion de pruebas
de bioequivalencia. Por tal motivo, las exigencias de las pruebas de perfiles de
disolucion son cada vez mas estrictas y se han convertido en un requisito indispensable

a la hora de registrar un medicamento. [27]

[1.6.2. Metodologia estadistica utilizada para la comparacién de perfiles de
disolucién

Los perfiles de disolucion deben hacerse sobre 12 tabletas como minimo. Se deberan
tomar muestras en un numero suficiente de intervalos que permita caracterizar el perfil
de disolucién del medicamento, por ejemplo: 10, 15, 20 y 30 minutos. Esto debe
hacerse asi para tener una serie de datos estadisticamente validos. Una vez
recopilados los datos se procede aplicar métodos de comparacién. El método
especifico utilizado para la comparacién de perfiles de disolucion se explica a

continuacion:

[1.6.2.1 Método del modelo independiente

En 1998 Shah, Tsong y Sathe Bl afirmaron que este modelo permite caracterizar
productos de manera mas precisa que una prueba de disolucién de punto Unico o de
dos puntos, también se puede establecer la diferencia y la semejanza entre el
comportamiento de la disolucién de diferentes productos y arroja sefiales sobre

bioinequivalencia. Permite comparar la diferencia en el porcentaje de farmaco disuelto
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por unidad de tiempo entre una formulacion de referencia y una formulacion de prueba.
Los factores de ajuste son denotados por f1 (factor de diferencia) y f2 (factor de similitud)

y pueden ser definidos por:

f1: {[thln Rt‘TT] / [Zt=1n Rt] } [ ] 100
Ecuacion 3. Factor de diferencia
f2=50 e log { [ 1+ (1/n) ;=1 n (R-T)?> ]°> e 100}

Ecuacioén 4. Factor de similitud

Donde n es el numero de puntos de muestreo, Rt es el valor de disolucion en cada
punto de muestreo para la formulacion de referencia y Tt es el valor de disolucion en

cada punto de muestreo para la formulacién de prueba.

El factor f1 calcula la diferencia en porcentaje entre las dos curvas en cada punto de
muestreo y es una medida del error relativo entre las dos curvas. El calculo del factor f1
permite estimar el porcentaje de diferencia acumulativa entre las dos curvas
comparadas a todos los puntos de tiempo y es una medida del error relativo entre las
dos curvas. Conceptualmente f1 es una funcién de la diferencia absoluta promedio entre

los dos perfiles.

El f2 es una transformacion logaritmica del reciproco de la raiz cuadrada de la suma del
cuadrado del error y es una medida de la similitud en el porcentaje de disolucidon entre

ambas curvas.
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En 2002 Garcia, Lara y Jiménez 32 sefialan que un procedimiento especifico para

determinar los factores f1y f2 es el siguiente:

- Determinar los perfiles de disolucion (12 unidades) para el producto prueba y el
producto de referencia.

- Calcular los factores de diferencia y similitud a partir de los valores medios de
disolucion de ambas curvas en cada intervalo de tiempo, usando para ello las

ecuaciones 3y 4.

Dos curvas pueden ser consideradas similares cuando el valor de f1 esté cercano a 0,
aunque puede encontrarse en el intervalo de 0-15 y el valor de f2 esté cercano a 100, en

un intervalo entre 50 y 100.

La ecuacion 4 s6lo puede aplicarse cuando la diferencia en el porcentaje liberado entre
la formulacién de referencia y la formulacion de prueba no sea =100, ya que se
obtendria como resultado un valor negativo. La comparacion se basa en la fijacion de

modelos y rangos de aceptabilidad.
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[ll. ANTECEDENTES

l1l.1. Farmacopea Britanica. Volumen | & II. 2012. 33

La Farmacopea Britanica (BP) describe el andlisis para la determinacion de la pureza
de clorhidrato de propafenona por potenciometria y realizan un analisis de las
sustancias relacionadas que pueden estar asociadas a dicha molécula. Consiste en un
andlisis por HPLC, para materia prima que contiene clorhidrato de propafenona del 99

al 101 % (sobre la base seca).

A continuacion se presentan las condiciones analiticas recomendadas en esta

monografia.

HPLC:

Fase movil:

Solucion A: 3,42 g/L de K2HPOa4. Ajustado con acido fosforico a pH de 2,5.
Solucién B: Acetonitrilo.

Columna: Octasilano 4,6 mm x 15 cm; 5 pm.

Temperatura: 30 °C.
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Tabla VI. Gradiente de eluente.

Tiempo (minutos) Solucién A (%) Solucién B (%)
0-8 65 35
8-20 65 30 35—+ 70
20-30 30 70

Flujo: 1 mL/min.

Equilibrio: se hace pasar por el sistema cromatografico la fase movil a la composicion
inicial (tabla VI), antes de cada serie de inyecciones durante 60 minutos.

Volumen de inyeccion: 20 pL

Detector: UV a una longitud de onda de 220 nm.

Soluciones:
Diluente: Solucién B y Solucion A (35:65 V/V)

Solucién de prueba: Disolver 50 mg de la sustancia a ser examinada en la mezcla de

solventes y aforar a 50 mL con dicha mezcla.

Solucién de referencia (a): diluir 1 mL de la solucién de prueba a 100 mL utilizando la

mezcla de solvente. Luego, diluir 1 mL de esta solucién a 10 mL con dicha mezcla.

Solucion de referencia (b): diluir 1 mL de la solucion de referencia (a) a 10 mL

utilizando la mezcla de solvente.
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Solucion de referencia (c): disolver 5 mg de la sustancia a ser examinada y 5 mg de
propafenona impura B! CRS en la mezcla de solvente y diluir a 50 mL con dicha

mezcla.

Las sustancias relacionadas al compuesto son las siguientes:

Impureza B:

(2E)-1-[2-[(2RS)-2-hidroxi-3(propilamino)propoxi]fenil]-3-fenilprop-2-en-1-ona

- S s T g ol T CH3
o 0 LY H -
Ll W oH

) |

S R and enantiomer

Impureza C:

R1+R2= O: 1-[2-[[(2RS)-oxiranilojmetoxi]fenil]-3-fenilpropan-1-ona.
Impureza D:

R1=R2=0H: 1-[2-[(2RS)-2,3-dihidroxipropoxi]fenil]-3-fenilpropan-1-ona
Impureza E:

R1= OH, R2= CI: 1-[2-[(2RS)-3-cloro-2-hidroxipropoxi]fenil]-3fenilpropan-1-ona.

and anantiomer



Impureza F:

1,1"-[2-hidroxipropano-1,3-diilbis(oxi-2,1fenileno)]bis(3-fenilpropan-1-ona).

Impureza G:

1,1"-[propilaminobis[(2-hidroxipropano-3,-diilo)oxi-2,-fenileno]bis(3-fenilpropan-1-ona).

Impureza H:

(2RS)-2-fenil-2,3-dihidro-4H-1-benzopirano-4-ona.

Q.

4

J\ e and enantiomer
i w.a/'l“‘«
L |
S
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[11.2. Farmacopea de Estados Unidos (USP). USP 35. 2012. 34

La USP 35 NF 30 describe el analisis para la determinacion de la pureza de clorhidrato
de propafenona y sustancias relacionadas que pueden estar asociadas a dicha
molécula. Consiste en un andlisis por HPLC, para una materia prima que contiene

Clorhidrato de propafenona del 99 al 101 % (sobre la base seca).

A continuacion se presentan las condiciones analiticas recomendadas en esta

monografia.

HPLC:
Solucién A: 3,42 g/L de K;HPO,. Ajustado con acido fosforico a pH de 2,5.

Solucién B: Acetonitrilo.

Tabla VII. Gradiente de eluentes:

Tiempo (minutos) Solucién A (%) Solucién B (%)
0 65 35
8 65 35
20 30 70
30 30 70
31 65 35
36 65 35
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Detector: UV 220 nm
Columna: Octasilano 4,6 mm x 15 cm; 5 pum.
Flujo: 1 mL/min.

Volumen de inyeccion: 20 L.

Soluciones:
Diluente: Solucion A 'y Solucién B (65:35)

Sistema de solucién estable: 0,1 mg/mL de clorhidrato de propafenona USP vy

propafenona relacionada al compuesto B* USP en el diluyente.
Solucién estandar: 0,001 mg/mL de USP clorhidrato de propafenona en el diluyente.

Solucién de muestra: 1 mg/mL de clorhidrato de propafenona en el diluyente.

Las sustancias relacionadas al compuesto son las siguientes:

Impureza B:

(2E)-1-[2-[(2RS)-2-hidroxi-3(propilamino)propoxifenil]-3-fenilprop-2-en-1-ona

I L W oH

b T and enantiomer



Impureza C:

R1+R2= O: 1-[2-[[(2RS)-oxiranilo]metoxi]fenil]-3-fenilpropan-1-ona.
Impureza D:

R1=R2=0H: 1-[2-[(2RS)-2,3-dihidroxiprpoxi]fenil]-3-fenilpropan-1-ona
Impureza E:

R1= OH, R2= ClI: 1-[2-[(2RS)-3-cloro-2-hidroxipropoxi]fenil]-3fenilpropan-1-ona.

and anantiomer

P
i

o
LY

Impureza F:

1,1"-[2-hidroxipropano-1,3-diilbis(oxi-2,1fenileno)]bis(3-fenilpropan-1-ona).

P T
Q o ]" o O
N N e
T T T T ey T T T T
I I | |
= A L - e L,
\'\"-'7-“.\-_,.-" i R H'--.__-.'f-": T

Impureza G:

1,1"-[propilaminobis[(2-hidroxipropano-3,-diilo)oxi-2,-fenileno]bis(3-fenilpropan-1-ona).

61
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Impureza H:

(2RS)-2-fenil-2,3-dihidro-4H-1-benzopirano-4-ona.

J\ i And anantioner

111.3. G.L. Hoyer. 1988. [

Este autor desarroll6 un método para la deteccion simultanea de propafenona y 5-
hidroxipropafenona usando la técnica RP-HPLC. El clorhidrato de propafenona y el
estandar interno (Li-1115) fueron suministrados por la divisiébn de investigacion clinica

de Knoll farmacéutica. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes:

Fase movil: Buffer K2HPO4 0,1 M, ajustado a pH 2,5 con &cido orto fosforico al 85 %,
acetonitrilo (63:37)

Flujo: 2 mL/min.
Volumen de inyeccion: 10 uL
Deteccion: UV a 210 nm.

Columna: Octadecilsilano (L1) 25 x 0,4 cm. 5 pm.
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Procedimiento experimental: Prepar6 una serie de patrones combinados de
propafenona y 5-hidroxipropafenona acidificados con HCI, a un pH 3,5 y construy6 una

curva de calibracion para determinar las concentraciones de cada muestra analizada.

Las muestras que se analizaron fueron las siguientes: En primer lugar, se tomo la
mezcla de suero humano sin propafenona y sin 5-hidroxipropafenona, la cual fue
utilizada como blanco. En la segunda muestra, afiadié 1,5 pug de propafenonay 0,75 ug
de 5-hidroxipropafenona a la mezcla de suero humano y por ultimo, analizé el suero de

algunos pacientes.

A las muestras anteriores se les realiz6 una extraccion liquido- liquido, a cada tubo se
le afiadi6é 0,5 mL del buffer, y 2 pg del estandar interno. Posteriormente se agregd una
alicuota de 7 mL de cloruro de metileno, y se agitd vigorosamente por 1 minuto. Estos
se centrifugaron para separar la capa organica de la acuosa, tomandose 5 mL de la
capa organica y transfiriéndola a un tubo de centrifuga, posteriormente se secaron los
extractos bajo corriente de nitrégeno en un bafio de agua (40°C). El extracto seco fue

reconstituido en 200 pL de fase mavil, y 100 uL fueron inyectados en la columna.

Se compararon los cromatogramas de cada muestra. Los picos fueron identificados
como propafenona, 5-hidroxipropafenona, y estandar interno. Estos compuestos eluyen

a 6; 2,9 y 4,3 minutos respectivamente.
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Fig. 1

Figura IV: Cromatogramas. A- Extracto de Suero humano con estandar interno. B- Extracto de
suero humano con propafenona, 5-OH propafenona y estandar interno. C- Extracto de Suero de
pacientes con estandar interno.

Al comparar los cromatogramas de la figura IV, se observd que hay varios picos
presentes en el extracto (C), los cuales no estan presentes en el extracto (A) ni (B).
Estos picos no fueron identificados, y tal vez se deban a metabolitos de propafenona.

La linealidad de este ensayo fue confirmada sobre el rango de 0,0075 a 1,5 pg para el
5-hidroxipropafenona y para la propafenona en 0,15 a 3 ug. La cual es suficiente para
cubrir el rango terapéutico de propafenona. La eficacia de la extraccion para la

propafenona y 5-hidroxipropafenona desde el suero, fue de 89 y 87%, respectivamente.

El método fue hallado efectivo para cualquier plasma o suero usado. Ademas, no es
necesario equilibrar la columna después de cada corrida cromatografica porque este

método usa condiciones isocraticas.
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I1.4 Juarez O Hugo y colaboradores (2009). [36]

El objetivo de estos autores fue desarrollar una formulacion extemporanea de
propafenona, evaluar su estabilidad fisicoquimica y microbioldgica para uso pediatrico.
Prepararon una formulacion con aspecto similar a una suspension, después de
pulverizar finamente el contenido de una tableta de 150 mg de propafenona, el polvo
fue pasado a través de una malla de niamero 100 (tamafio de particula 150 pum) para
tener el tamafio de particula homogéneo. Después agregaron 100 mL del jarabe de

granadina, para obtener una concentracion final de 1,5 mg/mL.

Para estudiar la estabilidad se prepararon 6 muestras y se colocaron en frascos a&mbar,
3 a temperatura ambiente y 3 en refrigeracion. Se tomaron muestras a los 10, 30, 60 y
90 dias y se cuantificaron por HPLC acoplado al sistema Millenium versién 3,2, y equipo
waters con deteccion fluorométrica a una longitud de excitacion de 200 nm y 210 nm de
emision, usando una columna Symmetry Cis (L1) de fase inversa de 5 um, y 150 x 3,9
mm 1.D. Se utilizé una fase movil compuesta por una solucién 50 mM de fosfato de
potasio monobéasico pH 3,2, y acetonitrilo en una proporcién 70:30, y un flujo de 1
mL/min. Para la extracciéon del farmaco se utiliz6 una mezcla de éter dietilico y
diclorometano en una proporcién 50:50. La fase orgénica fue separada y evaporada a
sequedad bajo flujo de nitrogeno, el residuo fue suspendido en 200 pL de fase movil
conteniendo propanol (3 mg/mL) como estandar externo y se inyectaron 100 pL.
Adicionalmente se determinaron los valores de pH. La estabilidad fue determinada de
acuerdo al porcentaje del contenido de propafenona que mantenian con respecto a los

valores iniciales ocurrido en las diferentes etapas de estudio.



66

Una vez que se determind su estabilidad, se prepar6 y se administré el medicamento a
los pacientes, posteriormente se tomaron muestras de sangre para la cuantificacion de
las concentraciones del medicamento en plasma. La curva estandar fue lineal en el
rango de concentraciones probado con un coeficiente de correlacion r? > 0,99. No se
observaron cambios en el pH (pH = 7), durante el periodo de estudio el porcentaje de
contenido se mantuvo mayor a 90% tanto en condiciones de refrigeracion como a

temperatura ambiente. (Ver tabla VIII)

Tabla VIII. Estabilidad de una formulacion extemporanea de propafenona sometida a

condiciones de temperatura ambiente y de refrigeracion

Concentracion | Temperatura | Concentracion | Concentracién | Concentracién | Concentracion | Concentracién

inicial Q) (pgmL™) (pgmL) (pgmL?) (pgmL") (pg mLY)

(pg mLY) Dia1 Dia10 Dia 30 Dia 60 Dia 90

6 35 596+018 | 6314004 |637+019 | 664011 6.09 + 0.5
1545 6.12+0.17 6.24+0.19 6.1+0.37 6.0+0.46 59503

12 35 12.09 + 1.02 12.84:0.31 | 12.81+0.32 13.98+0.26 13.26 + 0.89
1545 1230+0.82 | 12.34+046 | 12602054 12.87 + 0.08 1292 +0.18

18 35 18.43+0.53 17.85 +1.06 17.16 + 0.16 18.68 +2.57 18.44 +1.48
1525 1772+ 0.54 1796 + 1.24 18.43 £ 045 18.93+0.43 18.73 £ 0.26

Los valores representan promcdio + desviacién estindar

No se encontrd crecimiento bacteriano en ninguno de los dias del estudio de estabilidad
en sus diferentes condiciones de almacenamiento, manteniendo su estabilidad a lo
largo de los 90 dias. Estos resultados permitieron asegurar que el uso de esta
formulaciéon puede representar una opcion temporal de tratamiento en nifios que

requieran Su uso.
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Los parametros de la curva de calibracion y sus coeficientes de correlacion mostraron
una excelente linealidad en el rango de concentracion y el limite de cuantificacion fue
de 4 ug/mL para ambas precolumnas. La recuperacion del procedimiento del lavado de
muestra, para ambos, no difiere del 100 %. Las precolumnas fueron comparadas y se
demostré que el uso de precolumnas de acceso restringido provee la eliminacion
selectiva de proteinas y otros compuestos de la matriz. Los limites de cuantificacion

obtenidos fueron de (25 - 40) ng/mL para un volumen de inyeccion de 50 L.

[11.5. Dhandapani B y colaboradores. (2010). 7]

Desarrollaron tres métodos simples, precisos, rapidos y sensibles para la determinacién
de propafenona en tabletas. En el método A (espectroscopia UV), se prepard una
solucion de propafenona pesando 100 mg de la misma vy transfiriéndola a un matraz
aforado de 100 mL, se llevé a este volumen con etanol obteniendo una concentracion
final de 1000 pg/mL. Se tomaron diversas alicuotas de esta solucién (0,2; 0,4; 0,8; 1,2;
1,6 y 2 mL respectivamente) y se transfirieron a matraces aforados, se llevaron a un
volumen final de 10 mL con etanol, obteniendo asi una concentracion final de: 20
pug/mL; 40; 80; 120; 160; 200 pg/mL respectivamente. La absorbancia de la solucion
resultante se midié a 301 nm con espectrofotometro UV-Visible contra blanco (etanol).
La linealidad fue observada en el rango de concentracién de (20 - 200) pg/mL con un

coeficiente de correlacién de 0,9819.

En el método B (Estimacion espectrofotométrica) se prepar6 una solucion de
propafenona, al pesar 100 mg de la misma y transfiriéndola a un matraz aforado de 100
mL, se llevd a este volumen con etanol obteniendo asi una concentracion final de 1000

pMg/mL. Se tomaron diversas alicuotas de esta solucion (2; 4; 6; 8 y 10 mL,
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respectivamente) y se llevaron a diversos matraces aforados de 10 mL con etanol,
obteniendo asi una concentracion de 200; 400; 600; 800 y 1000 pg/mL
respectivamente. Estas soluciones se transfirieron a diferentes embudos de separacion,
los cuales contenian 10 mL de azul de metileno, 10 mL de cloroformo y 1 mL de buffer
de fosfato (pH 8), esta mezcla se agitdé durante 15 min, la capa organica fue separada y
se midio la intensidad del color verde azulado a 485 nm frente al blanco. La linealidad
fue observada en el rango de concentracion de 200 — 1000 pg/mL con un coeficiente de

correlacion de 0,9769.

En el método C (método hidrotrépico) consistio en el uso de un agente de disolucién
hidrotropico (citrato de difenhidramina), la propafenona es insoluble en agua y este
agente hace que sea soluble en esta, debido a la formaciébn de un complejo. La
absorbancia de la solucion resultante fue medida a 301 nm. La solucion patron fue
preparada disolviendo 250 mg de citrato de difenhidramina en 10 mL agua destilada y
llevada a un matraz aforado de 1000 mL. Luego, se afiadid 100 mg de propafenona y
esta solucion se calentd sobre un bafio de agua hasta que la solucién se aclaré, el
volumen del matraz se completé con agua destilada para obtener una concentracién
final de 1 pg/mL (solucion A). Se tomd una alicuota de 10 mL de esta solucion y se llevo
a un volumen de 100 mL con agua destilada para obtener una concentracion de 100
pug/mL. (Solucion B). Se tomaron diversas alicuotas de la solucién B (0,5; 1,0; 1,5; 2,0;
2,5y 3,0 mL respectivamente), llevandose a un volumen final de 10 mL con agua
destilada, para obtener concentraciones finales de: 5, 10, 15, 20, 25, y 30 pg/mL
respectivamente. La absorbancia de estas soluciones se midi6 a 301 nm frente al
blanco. La linealidad fue observada en el rango de concentracion de (15 - 150) pg/mL,

con un coeficiente de correlacion de 0,9985.
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Para cada método se midi6 la absorbancia de la solucion de la muestra y se determiné
la cantidad de propafenona, utilizando la curva de calibracion.



70

IV. JUSTIFICACION

En base a la revisidn bibliografica, se encontré que el andlisis de clorhidrato de
propafenona en tabletas recubiertas por HPLC no aparece reportado en ninguna de las
monografias estudiadas. Por lo tanto, es justificable el desarrollo y validacién de una
metodologia analitica para la determinacion de clorhidrato de propafenona en tabletas
recubiertas y la realizacion de su ensayo de disolucion. Dicha metodologia debe
garantizar que este medicamento cumpla con los pardmetros de calidad establecidos

por las autoridades regulatorias nacionales e internacionales.
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OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Desarrollar y validar una metodologia analitica para la determinacion y ensayo de

disolucién de clorhidrato de propafenona en tabletas recubiertas, utilizando la técnica de

cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

V.2. Objetivo Especificos

1.

Seleccionar las condiciones cromatograficas preliminares mas idoneas para la

cuantificacion de clorhidrato de propafenona.

2. Optimizar las condiciones cromatograficas encontradas.

Optimizar y evaluar el procedimiento de extraccion del clorhidrato de
propafenona que se encuentra dentro de la forma farmacéutica (tabletas
recubiertas).

Seleccionar las condiciones cromatograficas preliminares mas idéneas para la
realizacion del ensayo de disolucion de clorhidrato de propafenona en tabletas
recubiertas.

Realizar el perfil de disolucibn comparativo de tabletas de clorhidrato de

propafenona de 150 mg.
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VI. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

VI.1 REACTIVOS

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

Acetonitrilo grado HPLC. Mallinckrodt.

Fosfato dibasico de potasio grado analitico. Mallinckrodt.

Acido o-fosférico al 85 %. Fischer Scientific.

o Agua Destilada. Destilador Cascada Ro Waters (Pall corporation).
o Agua 18 mQ. Ultrapurificador de agua Barnstead (Nanopure).

. Acido clorhidrico al 37 %. Merck.

. Hidréxido de sodio. Merck.

o Peréxido de hidrogeno al 30 %. Riedel de Haén.

VI.1.1 Patrdn

El patron de referencia fue clorhidrato de propafenona, Recalcine, de una pureza sobre
la base seca del 99,3 % y una humedad del 0,12 %.
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VI.1.2 Muestras

Los medicamentos analizados de Clorhidrato de Propafenona fueron:

e Rytmonorm 150 mg, tabletas recubiertas Lote: 268048D. Fabricado por Abbott
Gmb H8 Co.KG. Alemania y distribuido en Venezuela.

e Normorytmin 150 mg. Lote: 27772QA. Fabricado por Abbott Gmb H8 Co.KG.

Alemania y distribuido en Argentina.

VI.2  INSTRUMENTACION

Para la realizacidon de los analisis de Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia se
empled un cromatdgrafo liquido de alta eficiencia de la casa comercial Waters ® (ver

figura V) conformado por:

1- Bomba, modelo 600E.

2- Inyector automuestreador, modelo 717.

3- Detector de arreglo de diodos, modelo PDA 996.

4- Columna cromatografica de fase inversa ubondapak C-18 (L1), 3,9 x 300 mm, 10
um, 125 A.

5- Software Millenium 32°.
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Figura V. Sistema HPLC.

e Los perfiles de disolucion fueron realizados en el disolutor, Hanson Research,

modelo SR8 plus, aparato Il (paletas). Una fotografia del mismo se muestra en la

figura VI

[ RESS- AR o)

SR2 o
R

Figura VI. Equipo Disolutor

e Los analisis espectrofotométricos se realizaron en un Espectrofotometro UV-
Visible, Shimadzu, modelo UV-1201 (ver figura VII). Con celdas de cuarzo de 1

cm de paso éptico.
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Figura VII. Espectrofotémetro UV-Visible.

Balanza analitica digital, Mettler Toledo, modelo AG 245.

pH meter, Orion Research, modelo 601 A.

Membranas de filtracion de nylon de 0,45 um, millipore.

Bafio de ultrasonido, Sonicor, modelo SC 200.
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VI.3 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO DE MEDIDA

VI.3.1 Condiciones Cromatograficas Preliminares

La primera etapa de esta investigacion consistio en ensayar una serie de experiencias
preliminares, a fin de evaluar la posibilidad de realizar el analisis del clorhidrato de
propafenona empleando la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia. Todo ello,

en base a los insumos y equipos disponibles en nuestros laboratorios.

Las condiciones operativas de partida para la corrida cromatografica fueron una
combinacion de la informacion encontrada en la revision bibliografica. En este orden de
ideas, se parti6 de un estandar puro de clorhidrato de propafenona y una vez
comprobada su retencion cromatografica, la aplicamos sobre una de las muestras

problemas.

En un principio, para determinar la longitud de onda de trabajo se empleé el detector de
arreglo de diodos del equipo de HPLC como espectrofotobmetro. Para ello, a una
disolucién del estandar puro de clorhidrato de propafenona se le realizé un barrido de
longitudes de ondas entre 200 y 400 nm respectivamente. Tal como se muestra en la
figura VIII, se observaron dos maximos, uno a 248,1 nm y otro de menor coeficiente de
absortividad a 303,7 nm. Se escogio la longitud de onda de 248,1 nm por ser la de

mayor coeficiente de absortividad y por consiguiente la de mayor sensibilidad.
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Figura VIII. Espectro de absorcion UV del patron de clorhidrato de propafenona.

Una vez escogida la longitud de onda de trabajo, se procedio a preparar la fase movil,
la cual consistio en una mezcla de un buffer de fosfato dibasico de potasio (3,42 g/L
ajustado a pH 2,5 con &cido o-fosférico) y acetonitrilo, en una proporcién de 40:60
respectivamente. Dicha fase mdvil fue filtrada por succion a través de un filtro de nylon

de 0,45 pym y posteriormente desgasificada por ultrasonido durante 20 min.

En un primer ensayo, se empled una columna cromatografica de fase inversa
octadecilsilano de 3,9 mm de diametro interno, 300 mm de longitud y con un tamafio de
particula de 10 um, muy similar a las reportadas en la literatura para dichos andlisis. Sin
embargo, dicha columna es de larga data, y se desconocian las condiciones operativas
de la misma. En todo caso, como se menciond anteriormente, servira como punto

referencial de partida para la futura optimizacion del sistema de medida.

Seguidamente, se disolvid el estandar de clorhidrato de propafenona en la fase movil
(condicidon descrita en la norma USP 35 NF 30, sugerida para la determinacion de
impurezas en la materia prima). El volumen de inyeccion fue de 40 pL (establecido por
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omision en el equipo), y el patron fue filtrado previo a la inyeccion en un disco con filtro

de nylon de 0,45 um.

El flujo volumétrico fue de 1,5 mL/min y una vez estabilizado el sistema, se procedio a

realizar la corrida del patrén, observandose el cromatograma mostrado en la figura IX.
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Figura IX. Cromatograma del estandar de clorhidrato de propafenona con las condiciones preliminares.

En el cromatograma de la figura IX, se presenta la corrida cromatogréafica de 6 min del
patrén en estudio, observandose una sola banda a un tiempo de retencion (tr) de 2,753
min, el cual debe corresponder al clorhidrato de propafenona. Aunque no disponemos
de un analito no retenido por la fase estacionaria para determinar el tiempo muerto (tm)
y a su vez el factor de retencion (k), podemos inferir que: a pesar de poseer un tr
relativamente corto, existe una retencion relativa aceptable, partiendo del hecho que la
mejor corrida cromatografica es aquella que realiza la mejor separacion en el menor
tiempo posible. Por otra parte, se puede notar una ligera cola en la banda
cromatografica, que conlleva a cierta asimetria de la misma, quizas atribuible a las

condiciones operativas de dicha columna.
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Seguidamente bajo las mismas condiciones cromatogréaficas anteriores, se procedio a
realizar una corrida sobre el tipo de muestras en estudio, para notar si algun
componente de la misma, pudiese interferir en el cromatograma y conllevar a
modificaciones operacionales del cromatégrafo. Lo ideal seria realizar el ensayo sobre
un estandar certificado de clorhidrato de propafenona en tabletas, pero debido a la
inexistencia del mismo, procedimos a preparar una “muestra de referencia”, que a pesar
de no conocer su concentracion exacta, servira como sistema de referencia para

efectos comparativos de las modificaciones experimentales.

La muestra de referencia fue preparada a partir de los medicamentos suministrados por
el mercado nacional, para ello se empled el Rytmonorm 150 mg en tabletas recubiertas.
Para disponer de una cantidad suficientemente grande, se seleccionaron 10 tabletas
para un peso promedio total de 300 mg aproximadamente. Se mezclaron y pulverizaron
en un mortero, obteniéndose un polvo muy fino y homogéneo. Sobre esta muestra de

referencia se hicieron los ensayos pertinentes al tratamiento de la misma.

Un cromatograma de la muestra de referencia disuelta “parcialmente” en la fase movil e
inyectada en el equipo HPLC se muestra en la figura X. La banda que aparece a un
tiempo de retencién de 2,756 min, debe corresponder al clorhidrato de propafenona y
aunque en la grafica se presenta una corrida de 6 min, se pudo observar que no
aparecieron compuestos adicionales dentro de los 15 min, lo que indica que las
condiciones cromatograficas, a pesar de tener un tiempo de retencién relativamente

corto son satisfactorias para la muestra de referencia.
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Figura X. Cromatograma de la muestra con las condiciones cromatograficas preliminares.

VI.3.2 Optimizacion de las Condiciones Cromatograficas Preliminares

A pesar de lograr condiciones cromatograficas relativamente aceptables en una
columna de dudosa condiciones de operacion, se procedié a optimizar las condiciones

con una columna nueva que garantizara el funcionamiento apropiada de la misma.

Se adquirié una nueva columna cromatogréfica provista por la casa Waters Corporation,
modelo pBondapak, de fase inversa octadecilsilano, quimicamente enlazada a una

silice porosa de 3,9 mm de diametro interno y 300 mm de longitud, un tamafio de
particula irregular de 10 pm.

Se decidié disminuir el volumen de inyeccién y cambiar las condiciones del modificador
organico con la idea de aumentar el tiempo de retencion. Después de una serie de

modificaciones las condiciones definitivas fueron las siguientes:
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Fase mdévil: Buffer fosfato dibasico de potasio: Acetonitrilo (45:55)
Volumen de inyeccion: 10 pL

Flujo de fase movil: 1,5 mL/min

Un cromatograma con las mejores condiciones cromatograficas se muestra en la figura
XI. Del mismo se puede observar que el clorhidrato de propafenona presenté un tiempo
de tr = 3,179 min y un factor de asimetria igual a 1,01, lo cual indicé un aumento de la
retencién relativa y una mejora fundamental de la simetria de la banda. Por otra parte,
las réplicas de las inyecciones de la muestra de referencia a arrojé un promedio del tr =
3,179 min, con un s de 0,001 min y un CV del orden del 0,2 %, considerados bastante

aceptables.
0,30
0,25+
] P
b M~
0,20 o |
5 o 3
= U,‘I5: i |
] =
0.10] 5
i L
B L
0,05 =
] o
4 o
] o N
0,00 — — S - -

1
D.50 1,00 1,50 2.00 2.50 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00
Minutes

Figura XI. Fase movil (45:55) con un volumen de inyecciéon de 10 pL.

Con las condiciones cromatograficas optimizadas se procedié a evaluar el sistema de

tratamiento de muestra.
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VI1.3.3 Procedimiento de tratamiento de muestra

Este procedimiento consiste basicamente en evaluar la efectividad de la extraccion en
la disolucion de la muestra. Para ello, se empleé la muestra de referencia y se

estudiaron dos metodologias clasicas para la extraccion de este tipo de muestra:

Método 1:

e Se pes6 alrededor de 1/4 de peso promedio de muestra (+ 0,01 mg) y se afiadio
una pequefia cantidad de fase movil.

e Se agit6 en el vortex durante 5 minutos.

e Se enraso a volumen en un balén de 25,00 mL.

e Se filtr6 con papel de filtro Whatman 40, donde se separé la fase liquida de los
residuos solidos (excipientes) y finalmente se realizé una dilucion de 3,00 en
20,00 mL respectivamente.

e Antes de inyectar la disolucion en el cromatografo, esta se filtr6 con un disco de

nylon de 0,45 pum.

Método 2:

e Se peso alrededor de 1/4 de peso promedio de muestra (+ 0,01 mg) vy se afiadio
una pequefia cantidad de fase movil.

e Se agitd en el vortex durante 5 minutos.

e Se enraso a volumen del balén de 25,00 mL.

e La disolucion se centrifugd, separando la fase liquida de los residuos solidos
(excipientes).

e Del sobrenadante, se realizé una dilucion de 3,00 en 20,00 mL respectivamente.
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e Antes de inyectar la solucion en el cromatografo, esta se filtré con un disco de

nylon de 0,45 pm.

Como parametro de evaluacion se emple6 el area de la banda, ya que se desconoce la
concentracion exacta de clorhidrato de propafenona en la muestra de referencia. Los
resultados que se obtuvieron en los dos métodos se muestran a continuacion en la
tabla IX:

Tabla IX. Cantidad de clorhidrato de propafenona obtenida en los dos métodos del
tratamiento de muestra.

Método 1 Método 2

Réplica | Areas Réplica Areas
1 1133583 1 1203362
2 1123271 2 1211920
3 1144744 3 1209121
Promedio| 1133866 | Promedio | 1208134

S 10739 S 4363

CcVv 1 CcVv 0,4

Los datos obtenidos en la tabla IX muestran que a pesar de no encontrar grandes
diferencias, el método 2 permite una ligera mejoria en la cuantificacion del clorhidrato
de propafenona, ya que a concentracion y volumen de inyeccién constante se obtuvo
mayor area cromatografica (1208134 Vs 1133866), adicionalmente, el coeficiente de

variacion es levemente menor.
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V1.4 VALIDACION DEL METODO ANALITICO DE MEDIDA

VI1.4.1 VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DEL
CLORHIDRATO DE PROPAFENONA EN TABLETAS RECUBIERTAS.

Una vez desarrollada la metodologia analitica se procedio a validarla, esto se llevo a
cabo mediante estudios que permitieron evaluar las caracteristicas de desempefio del
método y conocer si estas cumplen con los requisitos para las aplicaciones analiticas

previstas.

VI.4.1.1 Evaluacion de las figuras de mérito del sistema cromatografico.

Bajo las condiciones cromatograficas optimizadas anteriormente, se procedi6 a inyectar
replicas de un patron 0,210 mg/mL de clorhidrato de propafenona, con la idea de
evaluar bajo el régimen de repetibilidad los parametros cromatograficos relativos a:
tiempo de retencion, area de la banda, factor de asimetria al 5 % de altura (AF), y

namero de platos tedéricos (N). En la tabla X se presentan los resultados.



Tabla X. Evaluacion de las figuras de mérito del sistema cromatografico

Réplica tr (Min) Area FA N
1 3,044 1821385 1,082 2274
2 3,044 1811567 1,082 2237
3 3,045 1818107 1,079 2297
4 3,046 1815549 1,076 2268
5 3,046 1817531 1,085 2233
6 3,048 1859757 1,081 2188
Promedio 3,046 1823983 1,081 2250
S 0,002 17821 0,003 38

CVv 0,05 1 0,3 2
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El promedio del tiempo de retencion fue de 3,046 minutos con un coeficiente de

variacion de 0,05 %.

El factor de asimetria fue de 1,081, indicando que la banda cromatografica es muy

simétrica, ya que el valor 6ptimo es 1,00 y el maximo de aceptaciéon es de 1,50.

Se obtuvo un nimero de platos teoricos igual a 2250, con un coeficiente de variacion de
2 %.

La repetibilidad del ancho de base arrojo un coeficiente de variacion de 1 %, bastante

aceptables.



86

VI1.4.1.2. Linealidad

Para evaluar la linealidad del método se elaboraron curvas de calibracion, partiendo de
un patron puro de clorhidrato de propafenona y se trabajo en un rango de 5
concentraciones comprendidas entre 0,05 y 0,41 mg/mL respectivamente. Las

concentraciones de los patrones se presentan en la tabla XI.

Tabla XI. Concentraciones de clorhidrato de propafenona para la curva de calibracion

Concentracion
(mg/mL)
0,0000
0,0506
0,1012
0,202
0,304
0,405

* El patrén se disolvio en la fase mévil Buffer fosfato dibasico de potasio: Acetonitrilo (45:55). La concentracion del
buffer fue de 3,42 g/L de KzHPO4, ajustado con &cido fosférico a pH de 2,5. Se Utiliz6 un volumen de inyeccion de 10

pL y un flujo de 1,5 mL/min.

El estudio se basé en la construccion de curvas de calibracion, las cuales fueron
realizadas en 3 dias diferentes, empleando réplicas de todos los patrones. Las curvas

de calibracion obtenidas se muestran en las figuras XlI, Xl y XIV.
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Figura XIV. Curva de calibracion dia Ill.

Las curvas de calibracion presentaron coeficientes de determinacion de 0,9995; 0,9996
y 0,9998, respectivamente, los resultados obtenidos muestran que el método es lineal,
ya que existe proporcionalidad entre la concentracion del clorhidrato de propafenona y

Su respuesta.

VI1.4.1.3 Limites de deteccidn y cuantificacion

Se procedio a realizar los célculos de los limites de deteccion (LD) y cuantificacion (LC),
utilizando los valores de la regresion lineal y la desviacidon estandar de la regresion (Sysx)
obtenidas de la curva de calibracion del dia Ill. Se calcul6 a través de la siguiente
expresion:

3,3Sy/x 10 Sy/x
S S

LD

Donde Sy/x = desviacion estandar de la regresion.

S= pendiente de la curva de calibracion.
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De acuerdo a los calculos, los valores correspondientes al limite de deteccion y limite
de cuantificacion fueron 0,006 mg/mL y 0,018 mg/mL, respectivamente.

VI.4.1.4. Precisién

La precisiébn del método analitico se estudi® mediante la precision del sistema (o
repetibilidad instrumental), repetibilidad del método y precision intermedia.

VI1.4.1.4.1 Precision del sistema

La precision del sistema se realiz6 evaluando la dispersion de los valores obtenidos en
la variacion del tiempo de retencion y area del clorhidrato de propafenona. Se
realizaron 6 inyecciones del patron de clorhidrato de propafenona de concentracion

0,202 mg/mL y los resultados obtenidos se muestran en la tabla XII.

Tabla XII. Precision del sistema (patrén)

Réplica tg (Min) Areas
1 2,937 1891829
2 2,937 1884426
3 2,938 1859757
4 2,938 1884034
5 2,939 1889055
6 2,940 1861996
Promedio 2,938 1878516
S 0,001 13989
CVv 0,03 1

* El patréon se disolvio en la fase mévil Buffer fosfato dibasico de potasio: Acetonitrilo (45:55). La concentracion del
buffer fue de 3,42 g/L de K2HPO4, ajustado con acido fosférico a pH de 2,5. Se Utilizé un volumen de inyeccion de 10

pL y un flujo de 1,5 mL/min.
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Los respectivos coeficientes de variacién se encuentran en 0,03 % para el tiempo de
retencion y 1 % para el area. Estos resultados muestran que el método es preciso, ya
que el criterio de aceptacion de la USP es un valor de coeficiente de variacion del

sistema no mayor al 2 %.

VI1.4.1.4.2. Repetibilidad

Se realizé el estudio de la repetibilidad del método analitico durante tres dias por el

mismo analista y con el mismo equipo. Para la evaluacién de la repetibilidad se emple6

la muestra de referencia, donde se peso6 aproximadamente 115 mg de misma.

Los resultados que se obtuvieron en la variacion de la concentracion del clorhidrato de
propafenona en las réplicas de la muestra de referencia, se encuentran en la tabla XiIII.

Tabla XIII. Repetibilidad del método analitico para el clorhidrato de propafenona

presente en la muestra de referencia.

Muestra | Cantidad pesada Cantidad de :
- Promedio Cv
de muestra + clorhidrato de (mg/tab)
0,01 mg propafenona (mg/tab)
148,15
1 115,44 147,16 148,12 0,64
149,06
144,33
2 115,45 145,81 144,33 0,52
145,29
144,52
3 115,77 146,26 146,26 0,61
145,74
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140,82
4 115,80 140,32 140,32 0,64
140,07
144,20
5 115,46 142,60 144,61 0,73
144,61
140,81
6 115,41 143,58 143,58 1,18
143,89

Promedio 144,5 mg/tab

S 2,6
CVv 1,8

* Cada muestra se coloc6 en un balon de 50 mL y se afiadié fase movil Buffer fosfato dibasico de potasio: Acetonitrilo
(45:55), se agit6 en el vortex durante 5 minutos y luego se centrifugd. Del sobrenadante se realizé una dilucion de 3
en 20 mL

Las concentraciones de la muestra de referencia fueron calculadas utilizando la curva

de calibracion del dia lll (ver figura XIV).

El promedio de las seis réplicas de la muestra de referencia fue de 144,5 mg/tab con un
coeficiente de variacion de 1,8 %. Los resultados muestran que el método es preciso,
ya que todos los valores de coeficiente de variacion fueron menores a 2 % (criterio de
aceptacion de la USP 35).

VI1.4.1.4.3. Precision intermedia

La precision también debe medirse bajo ciertas condiciones donde se pueda evaluar la
reproducibilidad del método. Por esta razén, se realizé6 un estudio con 3 analistas,
donde cada uno realiz6 dos réplicas de la muestra. Cada muestra se inyectdé por

triplicado a la concentracion correspondiente al 100 % de la curva de calibracion.



Los resultados obtenidos se muestran en la tabla XIV.

Tabla XIV. Precision intermedia con diferentes analistas.

Analista 1 Analista 2 Analista 3
Réplica
Mx 1 Mx 2 Mx 1 Mx 2 Mx 1 Mx 2
(mgftab) | (mg/tab) | (mg/tab) | (mg/tab) | (mg/tab) | (mg/tab)
1 1442 140,8 142.,6 143,0 146,9 149,6
2 142,6 143,5 143,5 142,3 148,7 149,5
3 144,6 143,8 143,4 142,9 149,0 148,6
Promedios 143,8 1427 143,2 142,7 148,2 149,2
S 1,1 1,7 0,5 0,4 1,2 0,6
CVv 0,7 1,2 0,4 0,2 0,8 0,4
Analista 1 Analista 2 Analista 3
Promedio 143,3 143,0 148,7
S 0,8 0,3 0,7
CVv 0,5 0,2 0,5
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* Cada muestra se coloco en un balon de 50 mL y se afiadié fase movil Buffer fosfato dibasico de potasio: Acetonitrilo

(45:55), se agito en el vortex durante 5 minutos y luego se centrifugd. Del sobrenadante, se realizé una dilucion de 3

en 20 mL

Las concentraciones de las muestras se obtuvieron a partir de la curva de calibracidon

del dia Ill.
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El promedio para cada analista fue de 143,3; 143,0 y 148,7 mg/tab, respectivamente, se
puede observar que el resultado del analista 3 se acercé mas al valor declarado por el
medicamento (150 mg/tab). Los coeficientes de variacion de cada uno fueron
excelentes, arrojado valores de 0,5; 0,2 y 0,5 %, respectivamente, indicandonos que el

método es preciso.

VI1.4.1.5 Robustez

En la tabla XV se presentan las variables escogidas para la evaluacion de la robustez

del método:

Tabla XV. Factores seleccionados para la evaluacién de la robustez.

Factores Niveles
- +
Flujo (mL/min) 1,3 1,7
pH 3,18 3,58
% Acetonitilo 53 57

El empleo del disefio de la matriz de Plackett y Burman, permitié estudiar el efecto que
tienen las variables seleccionadas (variacion de flujo, pH y proporcién de acetonitrilo en

la fase movil) cuando han sido modificadas ligeramente.

Para conocer si la variable tiene influencia significativa sobre el resultado, se compara
la diferencia obtenida para el cambio efectuado sobre ese parametro y el producto de la

desviacién estandar y la raiz de 2:



Si | Vg | >s ¥2 = diferencia significativa
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De acuerdo a esta informacién se construy6 la matriz aplicando el modelo de Plackett-

Burman. En la tabla XVI se presenta la matriz construida.

Tabla XVI. Disefo de la matriz segin el modelo de Plackett-Burman

Experimento pH + 0,05 % ACN Flujo (mL/min)
1 3,18 53 1,3
2 3,58 53 1,3
3 3,18 57 1,3
4 3,58 57 1,3
5 3,18 53 1,7
6 3,58 53 1,7
7 3,18 57 1,7
8 3,58 57 1,7

Una vez diseflada la matriz se procedi6é a realizar 8 experimentos mencionados en la

tabla XVI.

Se empledé una concentracion del patron de clorhidrato de propafenona de 0,199

mg/mL, el cual se disolvi6 en la fase movil (45:55). La concentracion de clorhidrato de

propafenona en la muestra de referencia fue de 0,225 mg/mL.

Para cada experimento se realizaron 6 inyecciones del patron y muestra, los resultados

obtenidos se encuentran en la tabla XVII y XVIII (ver anexo 1.1).
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Tabla XIX. Interpretacion de los resultados para el estudio de la robustez.

influencia| resultado
A -2,42 CONFORME
B 0,60 CONFORME
C 0,75 CONFORME
AB -0,98 CONFORME
AC 1,08 CONFORME
BC 1,80 CONFORME
ABC 1,80 CONFORME

Los datos presentados en la tabla XIX permiten confirmar si la variable tiene influencia
significativa sobre el resultado, esto se hace comparando la diferencia obtenida para el

cambio efectuado sobre ese parametro y el producto de s y raiz de 2.

Si | Vy | >3 V2 = diferencia significativa

La influencia de las variables estudiadas presentan valores por debajo de sv2, ya que
el producto de este es 4,45 permitiendo concluir que el método es robusto bajo las

condiciones estudiadas.

VI.4.1.6. Especificidad.

Este parametro es muy importante, ya que se refiere a la propiedad del método de
producir una sefial medible debido a la presencia del analito, libre de interferencias. En
el caso del analisis de un farmaco, resulta de gran utilidad contar con las materias

primas, subproductos de sintesis y productos de degradacion. Al no contar con este
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altimo, fue necesario realizar un ensayo de degradacion artificial que consistia en pesar
alrededor de 1/4 de peso promedio de la muestra de referencia en un balon de 25,00

mL y dejarla en reposo durante 7 dias bajo las siguientes condiciones:

o Termolisis: se sometid la muestra a calentamiento en un bafio de vapor durante

4 horas a una temperatura fija de 50 °C.

. Hidrolisis acida: se le afiadié 5,00 mL de HCI al 10 %.

. Hidrolisis alcalina: se le afadié 5,00 mL de NaOH al 4 %.

. Oxidacion: se le afiadié 5,00 mL de H202al 35 %.

o Fotdlisis: se expuso a radiacion UV.

Este analisis se complet6 con el estudio de pureza u homogenidad del pico
correspondiente al analito.

Pureza del pico cromatografico

Es necesario disponer de un detector de arreglo de diodos (PDA), este detector evalla

la pureza del pico cromatografico en 4 fases.

La primera fase consiste en comparar el espectro de cada punto del pico
cromatografico con el espectro del apice y la marca como fase |. Si encuentra

diferencias espectrales evallia nuevamente el pico tomando en cuenta el espectro del
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apice y el espectro de la impureza como referencia y lo marca como fase 2 y asi

continua hasta obtener las 4 fases.

El grafico de pureza del pico cromatografico del patron de clorhidrato de propafenona

se muestra en la figura XV.
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Figura XV. Grafico de pureza del pico del patrén de clorhidrato de propafenona.

En la figura XV se muestran los angulos de pureza (PA) obtenidos para el pico de
clorhidrato de propafenona en cada fase. El angulo del umbral (TH) tiene un valor
alrededor de 0,325. Estos valores indican que el pico corresponde al del clorhidrato de
propafenona, debido a que no existen evidencias espectrales significativas, ya que los

angulos de pureza son menores que el del angulo del umbral.
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Degradacion forzada

El primero paso fue tener una muestra y un patrén control de tal manera de poder
establecer diferencias significativas a través de los cromatogramas y con la ayuda del
PDA obtener los respectivos graficos de pureza permitiendo ratificar la presencia o no
de productos de degradacion que coeluyan con el analito de interés. Para ello, la
muestra fue sometida a ciertos ensayos que fueron mencionados en la secciéon VI.4.6.

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

Patron control

Se prepar6 un patron de concentracion 0,201 mg/mL y se inyectd por

sextuplicado. En la figura XVI se muestra el cromatograma y el grafico de pureza

obtenido.
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Figura

XVI. Cromatograma y gréfico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona correspondiente al patrén

control.

En la figura XVI se puede notar gran reproducibilidad en las inyecciones del patrén.

Ademas, el valor de PA = 0,044 es menor que TH = 0,250, indicando que no hay

interferencias en el pico cromatografico.

Muestra control

Se preparo la muestra de referencia segun la metodologia descrita en la seccion VI.3.3.

(Método 2), Los resultados que se obtuvieron se muestran en la figura XVII.
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Figura XVII. Cromatograma y gréafico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona correspondiente a

la muestra control.

Al igual que en el patron, podemos observar en la figura XVII que el valor de PA = 0,043

es menor que TH 0,244, evidenciando que no hay interferencias en el pico

cromatografico.

Termoélisis

La muestra de referencia fue sometida a calentamiento (bafio de vapor) durante 4 horas
y a una temperatura de 50 °C. Luego se continué el tratamiento de la muestra segun lo
descrito en la seccion V1.3.3. (Método 2). Los resultados se presentan en la figura XVIII.
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Figura XVIIl. Cromatograma y grafico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona en la muestra de

referencia sometida a termalisis.

En la figura XVIII, se puede observar la presencia de un solo pico correspondiente al

clorhidrato de propafenona. En cuanto al andlisis de pureza, encontramos que el valor

de PA = 0,059 es menor que el de TH = 0,250 confirmando el hecho de que no hay

diferencia espectral y por lo tanto, que la muestra es muy estable y no sufre

degradacion si se somete a una temperatura de 50 °C.

Hidrélisis acida

La muestra de referencia fue sometida a una hidrdlisis acida con acido clorhidrico al 10

% y se dejo en reposo durante 7 dias. Al cumplir ese tiempo se continu6 el tratamiento

de la muestra segun lo descrito en la seccién VI.3.3. (Método 2), En la figura XIX se

presenta los resultados obtenidos.
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Figura XIX. Cromatograma y gréafico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona en la muestra de

referencia sometida a hidrélisis acida.

En el cromatograma se puede observar la presencia un pico que aparece en un tiempo

de retencion de 3,1 minutos, el cual corresponde al clorhidrato de propafenona.

Adicionalmente, se observan dos pequeias sefales antes y después del pico principal.

Al evaluar los datos obtenidos en el grafico de pureza, se observa que el valor de PA =

0,443 es mayor que el TH = 0,245, este resultado evidencia la presencia de productos

de degradacion que estan coeluyendo con el clorhidrato de propafenona.
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Hidrélisis basica

La muestra de referencia fue sometida a una hidrélisis basica con hidroxido de sodio al
4 % y se dejo en reposo durante 7 dias. Al cumplir ese tiempo se continu6é el
tratamiento de la muestra segun lo descrito en la seccién VI.3.3. (Método 2), En la figura

XX se presenta los resultados obtenidos.
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Figura XX. Cromatograma y gréfico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona en la muestra de

referencia sometida a hidrélisis basica.
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En el cromatograma soOlo se observa una sefial correspondiente al clorhidrato de
propafenona, y el andlisis del grafico de pureza confirma este hecho, ya que el valor de
PA = 0,070 es menor que el TH = 0,248 indicando que no hay interferencia en el pico

cromatografico. Por lo tanto, la muestra es estable frente a una hidrdlisis basica.

Oxidacién con peréxido de hidrégeno

La muestra de referencia fue sometida a exposicién con peroxido de hidrogeno al 35%
durante 7 dias. Al cumplir ese tiempo se continud el tratamiento de la muestra segun lo
descrito en la seccion VI.3.3. (Método 2), En la figura XXI se presenta los resultados

obtenidos.
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Figura XXI. Cromatograma y gréfico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona en la muestra de

referencia sometida a oxidacion con perdxido de hidrégeno.

En el cromatograma de la figura XXI se pueden observar 2 sefales. La sefial
correspondiente al clorhidrato de propafenona se ve reducida y aparece a los 3,1
minutos. También se observa un pico de sefial muy intensa a los 1,824 minutos. Este
hecho indica que la muestra se degrada en presencia de perdxido de hidrogeno. Al
estudiar el grafico de pureza se puede notar que el valor de PA = 0,332 estd muy
cercano al TH = 0,364 indicando que posiblemente pueda estar presente algun tipo de

interferencia dentro de la sefial del clorhidrato de propafenona.

Fotolisis

La muestra de referencia fue expuesta a radiacion UV por 7 dias. Al cumplir ese tiempo

se continud el tratamiento de la muestra segun lo descrito en la seccién VI.3.3. (Método

2). En la figura XXII se presenta los resultados obtenidos.
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Figura XXII. Cromatograma y grafico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona en la muestra de

referencia sometida a radiacion UV.

En el cromatograma solo se observa una sefial, indicando que la muestra es estable si

somete a radiacion UV. Este hecho lo confirma el grafico de pureza, ya que el valor de

PA = 0,067 es menor que el TH = 0,284 evidenciando que no hay interferencia en el

pico cromatograficol, y por lo tanto, que la muestra no sufre degradacion bajo la

exposicion a radiacion UV.
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Muestra alos 7 dias de preparacion

Se preparo la muestra de referencia bajo las mismas condiciones que la muestra control

y se dejo en reposo durante 7 dias luego de su preparacién. Los resultados obtenidos

se muestran en la figura XXIII.
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Figura XXIll. Cromatograma y gréfico de pureza del pico de clorhidrato de propafenona en la muestra de

referencia 7 dias después de su preparacion.
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En el cromatograma solo se observa una sefial correspondiente al clorhidrato de
propafenona. El andlisis del grafico pureza muestra que el valor de PA = 0,070 es
menor que el TH = 0,251, lo cual demuestra que no existe diferencia espectral, por lo

tanto la muestra es estable durante siete dias después de ser preparada.

VI.4.1.7. Exactitud

La exactitud fue evaluada utilizando tres concentraciones del analito, preparadas por
triplicado y cubriendo un rango de concentracion del 80, 100 y 120 %. Para cada rango
de concentracion se peso alrededor de 114 — 116 mg de la muestra de referencia en un
balén de 50,00 mL. Se le agreg6 una pequefia cantidad de fase mévil (45:55) y se agito
en el vortex durante 5 minutos. Se centrifugd y se tomé 1,00 mL como cantidad fija y se
llevé a un balén de 20,00 mL, donde para cada rango de concentracién (80, 100 y 120
%) se afadié 4,00, 5,00 y 8,00 mL del patrén de clorhidrato de propafenona de

concentracion 0,598 mg/mL.
La exactitud se calcul6 como el porcentaje de recuperacion y el ensayo contemplé la

contaminacion de la muestra con el patron de concentracidn conocida (como se

describié anteriormente). Esta se determindé mediante la siguiente ecuacion:

Cfortificada - CSin fortificar

Porcentaje de Recuperacién = x 100

Caﬁadida de patroén conocido

Ecuacion 5. Célculo del porcentaje de recuperacion.
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Los resultados obtenidos para evaluar la exactitud del método se encuentra en las
tablas XX (Ver anexo, seccion 2) y en las tablas XXI y XXII.

Tabla XXI. Concentraciones de clorhidrato de propafenona en las muestra de referencia

sin fortificar y fortificadas.

Concentracién (mg/mL)
Cantidad pesada de _ Fortificadas
muestra = 0,01 mg Sin
fortificar 80 % 100 % 120 %
116,43 0,0720 0,1908
80 % 116,48 0,0716 0,1941
116,94 0,0731 0,1923
115,48 0,0743 0,2269
100% 115,63 0,0739 0,2234
115,64 0,0739 0,2255
114,92 0,0729 0,3129
120% 114,97 0,0720 0,3125
114,05 0,0715 0,3071

* Se inyectaron 10 pL y se utilizé un flujo de 1,5 mL/min.

Las concentraciones de las muestras de referencia fueron calculadas utilizando la curva

de calibracion del dia Il (ver figura XIV) y los resultados se mostraron en la tabla XXI.

Finalmente se calculd el porcentaje de recuperacion mediante la ecuacion 5.

Tabla XXII. Porcentaje de recuperacion.

Cantidad pesada de

muestra £ 0,01 mg % Recuperacion Promedio CV
116,43 99,38
80 % 116,48 102,44 100,50 1,68

116,94 99,67
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115,48 102,05

100 % 115,63 100,00 101,16 1,04
115,64 101,44

120 % 114,92 100,33
114,97 100,52 99,78 1,13
114,05 98,49

Los resultados de exactitud en términos de porcentaje de recuperacion para el
clorhidrato de propafenona se encuentran en el rango comprendido entre 99,78 a
101,16 % con coeficientes de variacion que oscilan entre 1,04 y 1,68 %. Indicando que

la recuperacion del analito es aceptable y que el método es exacto.
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VI.6 ENSAYO DE DISOLUCION

La absorcion del farmaco después de la administracion del medicamento dependera de
la correcta liberacion de la sustancia medicinal en el organismo. Una prueba que
proporciona informacion in vitro de este hecho es la evaluacién de los ensayos de

disolucién.

El ensayo de disolucién es una prueba de caracter farmacopéico que mide la velocidad
a la cual una determinada cantidad de farmaco presente en una forma de dosificacién
sélida se disuelve en el tiempo, bajo condiciones estandarizadas tales como: interfase
liquido/sélida, temperatura y composicion del disolvente. Asimismo, permitir4 establecer
comparaciones entre medicamentos con la misma dosis y forma farmacéutica, para

comprobar si existe similitud entre ellos.

En este orden de ideas, se desea proponer una metodologia analitica que permita
realizar la prueba de ensayo de disolucién para tabletas de clorhidrato de propafenona,

ya que no se encuentra reportada ninguna metodologia hasta la fecha.
La agencia de medicamentos y alimentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug
Administration), sefiala las condiciones del ensayo de disolucién para el clorhidrato de

propafenona, sin describir ciertos detalles del mismo (tabla XXIlII).

Tabla XXIII. Condiciones del ensayo de disolucion propuesto por la FDA.

Nombre del | Formade | USP RUCEIEL, . [Volumen M2 ¢
: e s de giro | Medio muestreo
medicamento |dosificacion |Aparato (rom) (mL) (min)
Propafenona I HCI 10, 20,30y
HCl Tableta | paeta)) 7 [oan| 9 45
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La FDA no especifica el método de medida para evaluar el ensayo de disolucion, en
nuestro caso particular, empleamos la espectrofotometria UV-Visible, ya que es una

técnica sencilla, econémica y rapida de utilizar.

VI.6.1. Seleccién de la longitud de onda.

En un espectrofotometro UV-Visible se procedio a realizar un barrido de longitudes de
ondas del patrén puro de clorhidrato de propafenona disuelto en HCI 0,1 N. El objetivo
fue determinar la longitud de onda a monitorear en el ensayo de disolucién. Tal como se
muestra en la figura XXIV se realiz6 un barrido entre 200 a 400 nm respectivamente,
presentando dos maximos, uno a 251 nm y otro de menor coeficiente de absortividad a
305 nm. Se escogiob la longitud de onda de 251 nm por ser la de mayor coeficiente de

absortividad y por consiguiente la de mayor sensibilidad.

Figura XXIV. Espectro de absorcion UV del patréon de clorhidrato de propafenona.
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VI.6.2. Procedimiento del ensayo de disolucion.

Bajo los parametros establecidos en la tabla XXIIl, se realizaron los ensayos de
disolucidn, analizando 12 tabletas para cada medicamento mediante el siguiente

procedimiento:

- Se coloco en cada vaso del disolutor 900 mL de HCI 0,1 N

- Se ajusto la temperatura del medio de disolucion en 37,0 £ 0,5 °C.

- Se programo la velocidad de las paletas a 75 rpm y la temperatura del bafio a
37,0+ 0,5°C.

- Se coloco la tableta dentro del vaso donde se encuentra el medio de disolucion.

- Se realizaron 4 muestreos en los tiempos: 10, 20, 30 y 45 minutos.

- Durante cada intervalo de tiempo, se tomaron 5,00 mL de muestra con una
inyectadora y se repuso el volumen de medio extraido con acido clorhidrico 0,1 N
a37,0+0,5°C.

- Se diluye la alicuota tomada, tomando 3 mL de la misma y se llevo a volumen en
un balén de 25 mL, con HCI 0,1 N.

- Cada muestra fue filtrada con una membrana de nylon de 0,45 pm.

- Se determina el valor de absorbancia en el espectrofotémetro UV-visible, en una
celda de cuarzo de 1,0 cm de paso 6ptico, a una longitud de onda de 251 nm,

empleando como blanco HCI 0,1 N.

Los resultados de estos ensayos se presentaran en el apartado correspondiente a la
validacion del método para el ensayo de disolucion, especificamente en la evaluacion
de la precision (repetibilidad). Por consiguiente a continuacién procedemos a la
validacion del ensayo de disolucién, a fin de comprobar que esta metodologia es

confiable para evaluar el comportamiento in vitro de la disolucion.
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VI.7. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA EL ENSAYO DE DISOLUCION
DE CLORHIDRATO DE PROPAFENONA EN TABLETAS RECUBIERTAS.

La validacion del ensayo de disolucidn se realiz6 de acuerdo a lo establecido en la USP
35, apartado <1225>, correspondiente a la Categoria lll. Esto se debe a que la prueba
de disolucién se considera una caracteristica de desempefio del medicamento, es
decir, permite evaluar especificamente la cantidad de principio activo disuelto en un
tiempo determinado. Dicha categoria solamente exige la evaluacion de la precision
como requisito esencial. Para la validacion de ensayo de disolucién solo se evaluaron

dos parametros: la precision, la linealidad y rango del método.

VI.7.1 Linealidad y Rango

Para la evaluacion de la linealidad se realizaron curvas de calibracion, partiendo de un
patron puro de clorhidrato de propafenona disuelto en HCI 0,1 N y se trabajé en un
rango de 5 concentraciones comprendidas entre 0,01 y 0,03 mg/mL. Las

concentraciones de los patrones se presentan en la tabla XXIV.

Tabla XXIV. Concentraciones de clorhidrato de propafenona para la curva de
calibracion.

Concentracion
(mg/L)
0,00000
0,01245
0,01660
0,0208
0,0249
0,0332

* Se determind la absorbancia de cada solucion a la longitud de onda de 251 nm.
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El estudio se bas6 en la construccion de curvas de calibracion en tres dias diferentes.

Donde se midio la absorbancia de los patrones mencionados en la tabla XXIV.

Las curvas de calibracion obtenidas se muestran en las figuras XXV, XXVI 'y XXVII.

Abs (nm)

0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
03 -
0,2
0,1

y =20,4011x + 0,0016
R*=0,9998

0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400

C (mg/mL)

Figura XXV. Curva de calibracion |.

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4
0,3
0,2
0,1

y =20,8816x - 0,0098
R?=0,9970

Abs (nm)

0,020 0,030 0,040
C (mg/mL)

0,000 0,010

Figura XXVI. Curva de calibracion Il.
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0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

y =19,4376x - 0,0013
R?=0,9995

0,000 0,010 0,020 0,030 0,040

C (mg/mL)

Figura XXVII. Curva de calibracion lll.

Las tres curvas de calibracion presentaron coeficientes de determinacion de 0,9998;
0,9970y 0,9995, de los dias 1, 2 y 3 respectivamente. En funcion a estos resultados, se
puede sefialar que se mantiene la linealidad entre la concentracion del clorhidrato de

propafenona y su respuesta.

VI.7.2. Precisién

La precision del método analitico para el ensayo de disolucion se estudié mediante la

repetibilidad.

VI.7.2.1. Repetibilidad

La repetibilidad del método analitico se evalu6 realizando dos ensayos de disolucion en
un mismo dia, de 12 tabletas recubiertas y para su determinacién, solo se tomaron en
cuenta los valores porcentaje disuelto a los 45 minutos del ensayo. Los resultados

obtenidos se presentan en la tabla XXV.
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Los calculos de los porcentajes disueltos de clorhidrato de propafenona se realizaron
utilizando la curva para determinar la concentracion de la muestra disuelta. El

porcentaje disuelto se expresa en funcion a la cantidad declarada por el fabricante:

% Disuelto = (Conc Disuelta/Conc Declarada) x 100

Tabla XXV. Repetibilidad.

Tableta % Disuelto

1 98,30

2 100,02

3 97,76

4 99,77

5 101,29

6 100,80

7 98,32

8 99,45

9 101,77

10 99,66

11 100,64
12 96,69
Promedio 99,54
S 1,52
CVv 1,53

* De las muestras tomadas a los 45 minutos, se realiz6 una dilucion de 3 en 20 mL y se llevd a su respectivo

volumen con HCI 0,1 N. Se determind la absorbancia de cada solucion a la longitud de onda de 251 nm.

En los datos de la tabla XXV, se puede observar que a los 45 minutos del ensayo de
disolucion las tabletas se disuelven en un 99,54 %, con un respectivo coeficiente de

variacion de 1,53 %.

El criterio de aceptacion para la repetibilidad (12 tabletas) no debe ser mayor de 20 %

por lo tanto, se puede sefialar que el método fue preciso. 4



VI.8. PERFIL DE DISOLUCION COMPARATIVOS.
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Se realizaron perfiles de disolucion comparativos para los medicamentos Rytmonorm y

Normorytmin. Esto se hizo con el objetivo de saber si muestran comportamiento

semejante en relacion con sus caracteristicas de velocidad de disolucion.

Se realizaron 4 muestreos en los tiempos: 10, 20, 30 y 45 minutos. De la muestra

extraida se realizd una dilucién de 3 en 20 mL y se llevo a su respectivo volumen con

HCI 0,1 N. Los resultados se presentan en la tabla XXVI, XXVII'y en la figura XXX.

Tabla XXVI. Perfil de disolucion de tabletas recubiertas de clorhidrato de propafenona

150mg. (Rytmonorm).

Tableta % Disuelto
10 min 20 min 30 min 45 min
1 70,62 96,11 98,69 98,30
2 65,44 92,90 93,00 100,02
3 41,01 85,47 96,17 97,76
4 66,42 91,67 98,18 99,77
5 87,15 100,33 100,49 101,29
6 90,11 100,08 101,18 100,80
7 71,08 94,19 100,51 98,32
8 43,68 98,31 98,42 99,45
9 55,42 99,93 99,81 101,77
10 38,15 88,63 102,08 99,66
11 76,84 99,50 100,36 100,64
12 54,50 95,56 99,81 96,69
Promedio 63,37 95,22 99,06 99,54
S 17,20 4,85 2,47 1,52
CV 27,14 5,09 2,49 1,53
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Tabla XXVII. Perfil de disolucién de tabletas recubiertas de clorhidrato de propafenona

150mg. (Normorytmin).

Tableta % Disuelto
10 min 20 min 30 min 45 min
1 62,41 84,97 98,62 98,73
2 69,31 90,10 90,20 99,51
3 69,05 94,44 100,94 101,05
4 35,31 80,34 96,28 99,97
5 43,23 81,88 100,54 104,59
6 65,47 98,27 102,22 103,61
7 27,63 85,96 101,14 100,99
8 72,12 99,56 99,67 100,99
9 39,65 88,27 101,67 101,78
10 74,68 96,75 101,71 101,83
11 49,37 92,12 99,01 100,51
12 27,63 101,55 101,92 102,80
Promedio 52,99 91,18 100,27 101,36
S 17,81 7,07 3,39 1,69
CV 33,62 7,75 3,38 1,66

En los datos en las tablas XXVI y XXVII se puede observar que el porcentaje disuelto
de clorhidrato de propafenona aumenta en el transcurso del tiempo. Encontrandose en
un rango de 63,37- 99,06 % para el Rytmonorm y 52,99 — 101,36 % para el

Normorytmin.

La figura XXVIII muestra graficamente el % disuelto de clorhidrato de propafenona en el

tiempo.



120

120

100 FM—
80 / et NOrmorytmin
60 ,,/

% Disuelto

40 === Rytmonorm
20
0 T T T T )
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Figura XXVIII. Grafico de los perfiles de disolucién de los medicamentos Rytmonorm y Normorytmin.

Para comparar estadisticamente la diferencia en el porcentaje del farmaco disuelto por
unidad de tiempo entre las dos formulaciones, es necesario utilizar el factor de

diferencia f1y el factor de similitud f2 (ver seccion 11.6.2.1).

A partir del perfil de disolucion se logré determinar el factor de diferencia f1 y el factor

de similitud f2 (Ver tabla XXVIII).

Tabla XXVIII. Céalculo del factor de diferencia y factor de similitud.

Factor de diferencia f1 Factor de Similitud f» Dictamen

3,19 66,21 Cumple

El factor de diferencia fue 3,19; este valor se encuentra en el limite aceptable que es de
(0-15). En cuanto al factor de similitud f2, se obtuvo un valor de 66,21, este también

entra en el intervalo aceptable (50 - 100). Estos resultados nos indican que las dos
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curvas pueden considerarse similares, y por lo tanto, que los dos medicamentos tienen

el mismo comportamiento de disolucion y liberacion del principio activo.
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VI.9. APLICACION DE LA METODOLOGIA ANALITICA VALIDADA EN EL ANALISIS
DE TABLETAS DE CLORHIDRATO DE PROPAFENONA EN OTROS
MEDICAMENTOS.

Se desea aplicar la metodologia desarrollada y validada en el analisis de un
medicamento que contenga 150 mg de clorhidrato de propafenona. En el mercado
nacional no se encuentra ningun genérico del medicamento Rytmonorm. Por esta
razon, se decidio realizar un analisis al medicamento innovador Normorytmin 150 mg

tabletas recubiertas.

VI.9.1 DETERMINACION CUANTITATIVA DE CLORHIDRATO DE PROPAFENONA
EN TABLETAS RECUBIERTAS.

Se hicieron tres réplicas y dos inyecciones de la muestra y los resultados obtenidos se

presentan en la tabla XXIX.

Tabla XXIX. Cantidad de clorhidrato de propafenona en Normorytmin.

Cantidad pesada
de muestra + Concentracién | Promedio

0,01 mg Area mg/tab mg/tab cV

114,44 1704212 138,39 139,7 1,3
1736689 141,03

114,36 1720050 139,68 138,5 1,2
1690508 137,28

114,36 1678780 136,43 138,2 1,8
1721954 139,93

Promedio | 138,8 mg/tab
S 0,8
CV 0,6
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Al observar la tabla XXIX, se puede apreciar que hay buena reproducibilidad en los
valores de las areas y que la cantidad de clorhidrato de propafenona presente en la
muestra es de 138,8 mg/tab, con un buen coeficiente de variacion de 0,6 %. El
medicamento tiene un 92,53 % de lo declarado, cumpliendo con el limite de aceptacion

que se encuentra entre el 90-110%



VII.
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CONCLUSIONES

Se desarrolld6 una metodologia analitica por cromatografia liquida de alta
eficiencia con deteccion UV-Visible de arreglo de diodos para la cuantificacion
del clorhidrato de propafenona. Las condiciones cromatograficas fueron las
siguientes: se empled una columna uBondapak, de fase inversa octadecilsilano,
guimicamente enlazada a una silice porosa de 3,9 mm de didmetro interno y 300
mm de longitud, un tamafio de particula irregular de 10 um. La fase movil estaba
compuesta por un buffer fosfato dibasico de potasio: acetonitrilo en una
proporcion (45:55), el flujo de la fase mévil de 1,5 mL/min, el volumen de

inyeccién de 10 uL y la longitud de onda de 248 nm.

La validacion del método se realizd segun el protocolo establecido por la <1225>
USP 35-NF30.

La linealidad se observé en el rango de los 5 niveles de concentracion, que iban

desde 0,05y 0,41 mg/mL, con coeficientes de correlacion mayor de 0,999.

Se demostré que el método era preciso, ya que los coeficientes de variacion
obtenidos para la precision del sistema se encuentran en 0,03 % para el tiempo
de retencién y 1 % para el area. Para la repetibilidad y precision intermedia, los
coeficientes de variacion se encontraban entre 0,2 — 1,8 %, cumpliendo el criterio
de aceptacion de la USP que establece un valor de coeficiente de variacion del

sistema no mayor al 2 %.

De acuerdo a los calculos, los valores correspondientes al limite de deteccion y

limite de cuantificacion fueron 0,006 mg/mL y 0,018 mg/mL, respectivamente.
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El método fue hallado robusto bajo las condiciones de pH= 3,38 £ 0,2; flujo 1,5 £

0,2 mL/min y porcentaje de acetonitrilo en la fase movil= 55 + 2 %.

Los resultados de exactitud en términos de porcentaje de recuperacion para el
clorhidrato de propafenona se encontraron en el rango comprendido entre 99,78
a 101,16 % con coeficientes de variacibn que oscilan entre 1,04 y 1,68 %.
Indicando que la recuperacion del analito fue aceptable y que el método es

exacto.

Al no contar con los productos de degradacion, fue necesario realizar un ensayo
de degradacion artificial, este analisis se completé con el estudio de pureza u

homogenidad del pico correspondiente al analito.

Las muestras que se sometieron a hidrdlisis acida y oxidacién con peréxido de
hidrogeno, sufrieron degradacion. Mientras que las muestras sometidas a los 7
dias de preparacion, calor, hidrolisis basica y radiacion UV se mantuvieron
estables bajo estas condiciones, ya que no se encontraron diferencias

espectrales.

Una vez validado el método, se aplicé el andlisis al medicamento innovador
Normorytmin 150 mg, proveniente de Argentina. ElI medicamento posee un
92,53 % de lo declarado, cumpliendo con el limite de aceptacion que se

encuentra entre el 90-110%.

Se desarroll6 una metodologia analitica para el ensayo de disolucién por
espectrofotometria. Para el ensayo de disolucion las condiciones del analisis
fueron las siguientes: se empleé como medio de disolucion 900 mL de acido

clorhidrico 0,1 N, a una temperatura de 37°C. El ensayo de disolucion se realizo
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en 45 minutos y se analizaron las muestras obtenidas en un espectrofotometro a

una longitud de onda de 251 nm, utilizando &cido clorhidrico 0,1 N como blanco.

Se valido el método analitico para el ensayo de disolucién y se encontré que el
método era lineal en las concentraciones comprendidas entre 0,01 y 0,03 mg/mL.
Ademas, se puede sefalar que el método fue preciso ya que se obtuvo un

coeficiente de variacion de 1,53 %, entrando en el limite de aceptacion.

Se realiz6 el perfil de disolucion para los medicamentos Rytmonorm vy
Normorytmin, encontrdndose que los valores del factor de diferencia y similitud
se encuentran en el intervalo aceptable, y que los dos medicamentos pueden

considerarse similares.
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VIIl. RECOMENDACIONES

e Una vez desarrollado y validado el método, este puede ser utilizado como
meétodo de control de calidad, con el fin de garantizar que cualquier unidad de
producto, dentro de un lote, cumpla con las pruebas y criterios de aceptacion
correspondientes. Permitiendo tener una combinacion de medidas de prevencion
y de inspeccion, de manera que los defectos en el producto final se minimicen

aplicando las reglas contempladas en las normas de correcta fabricacion.



IX. ANEXOS

1. Areas obtenidas al evaluar la robustez del método.

Tabla XVII. Areas obtenidas en los 8 experimentos (Patrén)
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1 2 3 4 5 6 Promedio |CV| FS |IR(min)
1| 1840689 | 1836275| 1862146| 1848829| 1856573 | 1890104| 1855769| 1 | 1,41 | 3,52
2| 1966971| 1925070| 1953841 | 1937106 1932011| 1966418 | 1946903| 1 | 1,33 | 3,56
3| 1858924 | 1870711| 1871609| 1885584 | 1874549 | 1868365 1871624|05| 1,11 | 3,28
4| 1963995| 1897573 | 1939427| 1957268 | 1993307 | 1997938 | 1958251| 2 | 0,89 | 3,25
5| 1378432| 1416116| 1367045| 1398242 | 1403289 | 1400744 | 1393978| 1 | 1,33 | 2,75
6| 1422181| 1445360| 1440423 | 1414069| 1438180| 1403011| 1427204| 1 | 1,31 | 2,77
7| 1400368 | 1413743| 1412040| 1417277| 1407816 | 1419162| 1411734|05| 1,09 | 255
8| 1400212| 1406554 | 1410098 | 1404176 | 1409415| 1408946 | 1403383 [0,3| 093 | 2,57




Tabla XVIII. Areas obtenidas en los 8 experimentos (Muestra).
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C (mg/tab)
g Obtenido | FR
1 2 3 4 5 6 | X promedio | CV

1 2053339 2047223 2028704 2016939 2034309 2022785 2033883| 1 | 145,60 | 97,06
2 2100990 2109806 2128335 2131450 2128794 2126811 2121031| 1 | 144,73 | 96,49
3 2086714 2089191 2063120 2078402 2076612 2112807 2084474 | 1 | 147,96 | 98,64
4 2110714 2050320 2000855 2032561 2025424 2032490 2042061 | 2 138,53 | 92,36
5 1512266 1521073 1540250 1524139 1519357 1517765 1522475| 1 | 145,09 | 96,73
6 1546028 1545535 1505252 1537053 1502729 1507238 1523972 | 1 141,85 | 94,57
7 1561991 1565414 1554818 1568209 1571126 1580442 1567000 | 1 147,46 | 98,31
8 1540640 1544838 1546687 1542260 1562838 1559660 1549487 | 1 146,68 | 97,78

A B C AB AC BC ABC
X | 144,74 | 96,49

2,39 0,56 0,71 -1,02 1,05 1,84 1,84
s 3,14 2,10
cV 2 2

* Se peso alrededor de 115 mg de la muestra en un balén de 50 mL y se afiadié fase mévil Buffer fosfato dibasico de

potasio: Acetonitrilo (45:55), se agit6 en el vortex durante 5 minutos y luego se centrifug6. Del sobrenadante, se realizd

una dilucion de 3 en 20 mL

Al observar los resultados en la tabla XVII y XVIIl, podemos notar que hay

reproducibilidad en los valores de las areas de cada experimento, y ademas, se

obtuvieron buenos coeficientes de variacion ubicados para el patrén entre 0,3 - 2 %; vy

para la muestraen 1 — 2 %.




2- Areas obtenidas de las muestras sin fortificar y fortificadas

Tabla XX. Areas de las muestras sin fortificar y fortificadas.
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Fortificadas

Cantidad
pesada de
muestra
0,01 mg Sin fortificar 80 % 100 % 120 %
116,43 616007 1642699
80 % 116,48 612898 1671123
116,94 625639 1655284
115,48 636476 1954248
100 % 115,63 633057 1924372
115,64 632641 1942592
114,92 624108 2697151
120 % 114,97 616455 2693414
115,05 612386 2647306
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