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Resumen
En la Universidad Nacional Autonoma de Honduras (UNAH) se realizan estudios para evaluar la
equivalencia farmacéutica de diferentes formulaciones disponibles en el mercado hondurefio. Para
ello se requieren métodos analiticos validos para cuantificar los analitos disueltos en los ensayos de
disoluciéon en las diferentes presentaciones que actualmente se comercializan en la ciudad de
Tegucigalpa. En el presente trabajo se evalu6 el desempefio de tres técnicas espectrofotométricas
oficiales, simples y répidas, para su aplicacibn a los ensayos de disolucién de tabletas de
metronidazol 500 mg, clorhidrato de propranolol 40 mg y clorhidrato de ranitidina 300 mg. Se
seleccionaron los parametros correspondientes a la categoria | y los criterios de aceptacién vigentes
para este tipo de método. Ademas, se evaluaron los parametros intrinsecos de los ensayos de
disolucion exigidos para métodos manuales. Los métodos resultaron lineales, precisos y exactos en
rangos de 6 a 24 ug/ mL para metronidazol, de 12 a 36 ug/ mL para clorhidrato de propranolol y de 6
a 16 ug/ mL para clorhidrato de ranitidina; por lo que pueden ser utilizados en tabletas de las mismas
dosis que circulan en Tegucigalpa para investigaciones que requieran de este ensayo. Las
disoluciones de referencia de los ingredientes farmacéuticos activos pueden ser utilizadas por un
periodo de tres horas sin proteccion de la luz ni conservacion a temperatura controlada, mientras que
las muestras deben utilizarse en el menor plazo posible para no afectar la calidad de los resultados
analiticos. El efecto del filtro resulté critico en las respuestas analiticas, siendo este un paso

obligatorio en los procedimientos evaluados.

Palabras clave: metronidazol, clorhidrato de propanolol, clorhidrato de ranitidina, ensayo de

disolucién, espectrofotometria UV
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Performance evaluation of methods for dissolution tests of metronidazole, propranolol

and ranitidine in tablets

Abstract

Studies are conducted at the National Autonomous University of Honduras (UNAH) to evaluate the
pharmaceutical equivalence of different formulations available in the Honduran market. For this, valid
analytical methods are required to quantify the analytes dissolved in the dissolution tests in the
different presentations that are currently marketed in the city of Tegucigalpa. In the present work, the
performance of three official, simple and fast spectrophotometric techniques was evaluated for their
application to the dissolution tests of metronidazole 500 mg tablets, propanolol hydrochloride 40 mg
and ranitidine hydrochloride 300 mg. The parameters corresponding to category |, and the current
acceptance criteria for this type of method were selected. In addition, the intrinsic parameters of the
dissolution test required for manual methods were evaluated. The methods were linear, precise and
exact in ranges from 6 to 24 g/ mL for metronidazole, from 12 to 36 pg/ mL for propranolol
hydrochloride and for 6 to 16 ug/ mL from ranitidine hydrochloride; reason why they can be used in
tablets of the same doses that circulate in Tegucigalpa for investigations that require this trial. The
reference solutions of the active pharmaceutical ingredients can be used for a period of three hours
without protection from light or conservation at a controlled temperature, while the samples should be
used as quickly as possible so as not to affect the quality of the analytical results. The effect of the
filter was critical in the analytical responses, this being a mandatory step in the evaluated procedures.

Key words: metronidazole, propranolol hydrochloride, ranitidine hydrochloride, dissolution test, UV

spectrophotometry

Introduccion

Los medicamentos genéricos constituyen una alternativa apropiada para mejorar el acceso a los
medicamentos que la poblacién necesita y para dar sostenibilidad a programas de salud tanto
publicos como privados. ! Los equivalentes farmacéuticos estan definidos por la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) como aquellos productos que contienen la misma cantidad de ingrediente
farmacéutico activo (IFA), en la misma forma farmacéutica, estan destinados a ser administrados por
la misma via y cumplen con estandares de calidad idénticos o comparables. 23

Algunos paises han incorporado en su legislacién algunas pruebas de control de calidad de
medicamentos alternativas a las pruebas de bioequivalencia y biodisponibilidad. Estas pruebas

alternativas involucran perfiles de disolucidon y otras pruebas in vitro para la mayoria de los
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medicamentos; mientras que las pruebas in vivo, se destinan sélo a un ndmero reducido de

medicamentos que las requieren. *

El ensayo de disolucion es una prueba fisico-quimica utilizada para evaluar la calidad de un producto
farmacéutico tomando como base la velocidad de disolucion de los IFA presentes en las formas de
dosificacion tributarias a este indice. Presenta las ventajas y limitaciones propias de un ensayo in
vitro, pero cuando se presenta con un disefio adecuado, alerta sobre problemas potenciales de
biodisponibilidad.®

En la Universidad Nacional Autobnoma de Honduras (UNAH) se realizan estudios para comprobar la
equivalencia farmacéutica de formulaciones diferentes de tabletas que contienen clorhidrato de
propanolol (CIPr) 40 mg, metronidazol (MTZ) 500 mg y clorhidrato de ranitidina (CIRa) 300 mg
respectivamente, que se encuentran disponibles actualmente en el mercado hondurefio.

El CIPr es un agente blogueante B-adrenérgico no selectivo, utilizado principalmente en el tratamiento
de la hipertension, arritmias cardiacas y en angina de pecho. Se clasifica como de riesgo sanitario
intermedio. ® El MTZ es un antibacteriano, antiprotozoario y antihelmintico ampliamente utilizado en
infecciones de distinto origen.” El CIRa es un antiacido, con accién similar a la cimetidina, que inhibe
la secrecién basal gastrica y la secrecion gastrica acida inducida por la histamina. Se usa en el
tratamiento de Ulceras duodenales, Ulceras gastricas benignas, entre otras.® Debido a que los tres IFA
pertenecen a la clase | del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica, solamente con estudios in vitro
de disoluciéon podrian ser considerados bioequivalentes de los respectivos productos de referencia.®
10

Para lograr este propésito, se hace necesario contar con las técnicas analiticas validadas para llevar
a cabo los ensayos de disolucion. La validacién de un procedimiento analitico es el proceso que
establece, mediante estudios en laboratorio que las caracteristicas de desempefio del procedimiento
cumplen los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas.!! Los métodos analiticos se
clasifican en varias categorias para su validacion. Los empleados en los ensayos de disolucién
pertenecen a la categoria | y se clasifican como procedimientos analiticos para la cuantificacion de los
componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en
productos farmacéuticos terminados.'?> Ademas se requiere de la comprobacion de la aptitud del
sistema y de la evaluacion de parametros intrinsecos del ensayo de disolucion.'* *2 Los métodos
oficiales validados, cuando se aplican dentro de su alcance y sin modificaciones, requieren al menos,
una evaluacion del desempefio. 2

Para el ensayo de disolucién de las tabletas de metronidazol 500 mg, propranolol 40 mg y ranitidina
300 mg se recomiendan como métodos oficiales en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) 3,

el uso de técnicas simples por espectrofotometria UV directa. Estas técnicas se fundamentan en la
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determinacion de la concentracion de los analitos disueltos en las condiciones de operacion descritas,

a partir de las mediciones de las absorbancias de las muestras a longitudes de onda seleccionadas;
contra los medios de disolucibn como ensayos de correccion y comparando la respuesta con
disoluciones de referencia a las concentraciones establecidas como 100 % en cada caso.
Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente trabajo se propuso como objetivo evaluar el
desempefio de las técnicas analiticas oficiales por espectrofotometria UV para el ensayo de
disolucién de tabletas de metronidazol 500 mg, propranolol 40 mg y ranitidina 300 mg.

Materiales y métodos
Sustancias de referencia quimica:

- Sustancia de referencia quimica de clorhidrato de propranolol, pureza 99,62 % (patron
secundario donado por un laboratorio hondurefio de especialidades farmacéuticas, vigencia
02/2021)

- Sustancia de referencia quimica de clorhidrato de ranitidina, pureza 103,77 %(patron
secundario donado por un laboratorio hondurefio de especialidades farmacéuticas, vigencia
02/2021)

- Sustancia de referencia quimica de metronidazol, pureza 99,7 % (patron secundario donado
por un laboratorio hondurefio de especialidades farmacéuticas, serie: 1220150363, vigencia
02/2021)

Disoluciones y reactivos:

- Acido clorhidrico grado A.C.S (J.T. Baker, México) 36,5 %

- Disolucién acuosa de acido clorhidrico 0,1 mol/L

- Agua destilada obtenida mediante un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos)

Productos terminados:

- Tabletas de clorhidrato de propanol 40 mg marca: Propan, fabricante: MC, Honduras.

- Tabletas de metronidazol 500 mg marca: Amegyl, fabricante: Karnel, Honduras.

- Tabletas de clorhidrato de ranitidina 150 mg marcas: Andifar y Genfar. Honduras

Equipos:

- Balanza analitica Explorer® Pro-OHAUS®, modelo: EP1145C, precision 0,1; Estados Unidos.

- Bafo ultrasénico BRANSON CPX 2800 ULTRASONIC BATH, México.

- Espectrofotometro UV- SHIMADZU 1700, modelo: Lamdda 2S, No. de serie: A11024436909
CS, Japén.

- Disolutor”: Vankel, modelo: VK 7000, No. de serie: 1-3313-0394, Estados Unidos.

"El equipo fue previamente verificado para el trabajo en el laboratorio por el Dr. Oscar Osorto, de la

empresa SIGMA (Tegucigalpa, Honduras).
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Descripcion de las condiciones experimentales aplicadas para la ejecucién de los ensayos de

disolucién:

Se aplicaron las mismas condiciones descritas en las monografias oficiales de la Farmacopea de los
Estados Unidos *® del 2017, correspondientes a cada tableta en estudio, las cuales se resumen en la
Tabla I.

Preparacion de las disoluciones de referencia (SR):

Se pesaron exactamente las cantidades requeridas de las sustancias de referencia de trabajo (55 mg
de MTZ, 20 mg de CIPry 80 mg de CIRa) y se colocaron por separado en matraces volumétricos de
50 mL. Se afiadieron 25 mL de disolvente (el medio de disolucion indicado en cada caso en la Tabla
I) y las mezclas se sonicaron durante 10 minutos y se homogenizaron manualmente. Cuando
alcanzaron la temperatura ambiente se llevé a volumen con el mismo disolvente. De las disoluciones
resultantes se tomaron las alicuotas necesarias en cada caso para obtener las concentraciones de

trabajo, diluyendo con el mismo disolvente utilizado como medio de disolucién.

Tabla I. Condiciones experimentales utilizadas en los ensayos de disolucién y determinacion

espectrofotométrica por UV del contenido de analito disuelto®?

PARAMETROS METRONIDAZOL | b bacbaNoLoL | DE RANITIDINA
Aparato 1 1 2
rpm 100 100 50
Medio HCI 0,1 mol/L HCI diluido (1:100) Agua destilada
Volumen del vaso (mL) 900 1000 900
Tiempo de ensayo (min) 60 30 45
Q (%) > 85 >75 >80
Alicuota extraida del vaso (mL) 20 50 20
Alicuota filtrada para andlisis (mL) 0,5 10 5
Concentracion de trabajo (ug/mL) 16 2,4 10
A (nm) 278 289 314

Preparacion de la disolucion muestra (Sm)

En cada vaso del equipo disolutor, se colocé una tableta y se ejecutd el ensayo en las condiciones
establecidas.'® Una vez transcurrido el tiempo de ensayo, se tomé una muestra de cada vaso y se

filtré a través de papel whatman N° 2. De aqui se extrajo la alicuota filtrada para analisis, se transfirid
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a un matraz volumétrico, ajustando por dilucion con el mismo medio de disolucion para llegar a la

concentracion de trabajo deseada (Tabla I).

Procedimiento:

Se leyeron por triplicado muestras de SR y Sm utilizando medio de disolucion como ensayo de
correccion. Se utilizaron celdas de cuarzo de un cm de paso Optico y se registraron las respuestas
analiticas (absorbancias a la longitud de onda méxima) empleando el Espectrofotometro UV-
SHIMADZU 1700. En cada caso se determind la media (X), la desviacién estandar (DE) y el
coeficiente de variacion (CV).

La concentracién de cada analito en las muestras (C Sm) se calcul6 aplicando la siguiente expresion:

CSRxASm
A SR

CsSm=

Donde:
C SR: Concentracion teérica de la SR
A Sm: Absorbancia de la Sm
A SR: Absorbancia de la SR
Evaluacién del desempefio de los métodos por espectrofotometria ultravioleta para la
cuantificaciéon de los analitos en los ensayos de disolucion:
La evaluacion del desempenio se realiz6 a través de los parametros linealidad, precision y exactitud.
La linealidad del sistema se llevd a cabo analizando por triplicado cinco concentraciones de cada
analito (SR) en los siguientes intervalos de concentracion:

v' CIPr: 12, 20, 24, 28 y 36 pug/mL (25 a 150 %)

v’ MTZ: 6, 10, 16, 20 y 24 ug/mL (37,5 a 150 %)

v CIRa: 6,810, 12 y 16 ug/mL (60 a 160 %)
Con los resultados obtenidos de absorbancia a la A maxima (Y) vs concentracién de analito en mg/
mL (X), se construyeron las curvas de calibracion correspondientes. Los resultados se procesaron
estadisticamente a través del programa STATGRAPHICS Plus 5.1 (opcién regresion lineal simple) y
se determiné: r (coeficiente de correlacion lineal), r? (coeficiente de correlacion), la ecuacion de la
recta (y = bx + a), significacién del intercepto (a) y la pendiente (b). Ademas, se calcularon los
factores de respuesta (f) y el coeficiente de variaciéon de los factores respuesta (CVy).

Criterios de aceptacion:

> r>0,99
>  r’>0,98
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> Prueba de proporcionalidad del método analitico o hipotesis nula de la ordenada en el origen a

= 0. Se empled la prueba estadistica t de Student para n-2 grados de libertad, siendo n el
namero total de valores; donde: si t experimental (t «p) < t tabulada (t ) nNo existieron
diferencias significativas entre el intercepto y el origen.
> Prueba de la hipotesis nula de la pendiente: b = 0. Se determind a partir de una prueba
ANOVA de la regresion. Si la probabilidad (p) asociada al valor de la pendiente, p<< 0,05; el
valor de “b” difiere significativamente de cero.
» CVi<5%
En la determinacién de la exactitud se emplearon muestras enriquecidas para tres niveles de
concentracion (bajo, medio y alto) del intervalo de la linealidad del sistema correspondiente a cada
analito. Se estimé la concentracion real (%) a partir de las absorbancias obtenidas en el analisis por
triplicado en cada nivel de concentracion de muestras reales (tabletas) enriquecidas con los analitos
para alcanzar las concentraciones deseadas. Se construyeron las curvas de recuperacion de
concentracion real (%) vs concentracién tedrica (%) para cada analito. Los resultados fueron
procesados estadisticamente de igual forma que las curvas de calibracién de la linealidad del
sistema. Ademas, se calcularon los porcientos de recobro (R) y se determinaron los valores de
recobrado medio (%) y los CV. Se realizo la prueba G de Cochran, para determinar si el factor
concentracion tuvo alguna influencia en los resultados. El valor de G experimental (G exp) se
comparo con la G tabulada (G tab) para o = 0,05; tres grupos experimentales (k) y tres réplicas (n).
Por ultimo, se aplicd la prueba t de Student para evaluar si existieron diferencias significativas entre el
valor medio de recobrado obtenido y el 100 %.

Criterios de aceptacion:

v R.97_-103%
v CV<30%

. < . . . .
v Si Gop <Gras las varianzas de las tres concentraciones fueron equivalentes, o lo que es igual,

el factor concentracion no influyd en la variabilidad de los resultados.

v Si texp< t tan, NO existieron diferencias significativas entre R y el 100 %.
La precision se evalué a dos niveles con muestras reales: tabletas de CIPr (Propan), de MTZ
(Amegyl) y CIRa (Zantac y Genfar), dentro del mismo laboratorio.

¢ Repetibilidad: Se realizé a través del analisis sextuplicado de las tabletas (una por vaso).

Participé el mismo analista, el mismo dia, en el mismo equipo. Se determiné el CV.
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e Precision intermedia: Participaron dos analistas, en dos dias diferentes, realizando analisis

por sextuplicado. Se determiné el CV y se compararon las contribuciones de las fuentes de
variacion: dia/analista, a través de la prueba ANOVA empleando el programa
STATGRAPHICS Plus 5.1*.
Criterios de aceptacion:
v CV <3,0%.
v' *Si p > 0,05; no existieron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras a

comparar (solo para precision intermedia).

Estabilidad de las soluciones analiticas: Se midieron por triplicado las absorbancias a las A
seleccionadas para la cuantificacion de cada analito en las disoluciones SR y Sm recién preparadas,
utilizando el mismo procedimiento descrito con anterioridad. Posteriormente se almacenaron a
temperatura ambiente (30 + 2 °C) por un periodo de tres horas, no protegidas de la luz. Cada 60
minutos se midieron los valores de absorbancia correspondientes a las SR y Sm. Los resultados se
utilizaron para calcular las concentraciones (%), las cuales se compararon entre muestreos para el
mismo tipo de muestra (SR y Sm) a través del andlisis de varianza (ANOVA) y el test de Rangos
multiples de Duncan, para identificar entre cuales muestras existieron diferencias significativas.
Ademads, se construyeron los graficos de aceptacion. Se utilizé el programa STATGRAPHICS Plus
5.1. A partir de los resultados obtenidos se definieron los periodos maximos de conservacion para SR
y Sm, respectivamente.

Criterios de aceptacion:

» Las disoluciones SR y Sm se consideraron estables, si en el intervalo de tiempo analizado, las
respuestas analiticas no mostraron variaciones superiores al 2 % respecto a los valores iniciales
(disoluciones recién preparadas) y se mantuvieron en el intervalo de 98 a 102 %. *

» Si p > 0,05; no existieron diferencias estadisticamente significativas entre las muestras a
comparar.

Evaluacion del efecto del filtro

Se prepararon por triplicado SR y Sm de cada analito. En cada caso se compararon los resultados de

las absorbancias resultantes de las disoluciones filtradas (con papel filtro whatman N° 2) con los

resultados sin filtrar. Las disoluciones fueron preparadas en iguales intervalos de tiempo (recién

elaboradas). Ademas, se calcularon las medias, las DE y los CV. Se determiné el efecto del filtro a

través de la comparacion de las medias de las muestras filtradas y sin filtrar a través del andlisis de

varianza (ANOVA) con el programa STAGRAPHICS Plus 5.1.
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Criterio de aceptacion: Si p > 0,05; no existieron diferencias significativas entre las muestras filtradas

y sin filtrar para SR 'y Sm, respectivamente.
Resultados

En la Tabla Il se resume el procesamiento estadistico de las curvas de calibracion obtenidas en los
ensayos de linealidad del sistema para cada IFA. Las ecuaciones de regresion, tuvieron elevados
coeficientes de correlacion lineal y de determinacion, muy proximos a la unidad, acorde a los criterios
establecidos. Los interceptos no difieren significativamente de cero, ya que las t experimentales
fueron inferiores a la t tabulada (2,16) y p > 0,05. Las pendientes fueron significativas con valores de t
alto y p << 0,05. Los factores respuesta dieron variacion permisible, con valores inferiores al 5 %

establecido como limite para el CVf. Se observo el peor comportamiento para el MTZ.

Tabla II: Resultados del procesamiento estadistico por regresion lineal de las curvas de

calibracion de la linealidad del sistema

PARAMETRO METRONIDAZOL CLORHIDRATO DE CLORHIDRATO DE
PROPANOLOL RANITIDINA
Ecuacion Y=0,3738X-0,0030 Y=0,0018X-0,0001 42,8126X + 0,0024
r 0,9961 0,9962 0,9993
r? 0,9922 0,9924 0,9986
Significacion del t exp =-0,1984 t exp = -0,1196 texp = 0,5170
intercepto p=0,8485 p=0,9906 p=0,6138
Significacion de la texp = 40,7212 texp = 44,2313 t exp = 102,6650
pendiente p= 0,0000 p= 0,0000 p=0,0000
CVs (%) 4,2964 3,0362 1,2339

Para evaluar el parametro exactitud se determind el porciento de recobro (R) de los puntos
equivalentes a tres niveles de concentracion y se construyeron las curvas de recuperacion
correspondientes. Cuando se llevé a cabo el procesamiento estadistico (Ver Tabla Ill) se comprobd el
cumplimiento de todos los criterios exigidos segun la regresion lineal aplicada.

Los coeficientes de recobrado medio quedaron dentro del limite permitido para métodos
espectrofotométricos y en correspondencia los CV totales. Por otra parte, a través de la prueba t de
Student se corrobord que no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los
recobrados medios y el 100 %, ya que las t obtenidas fueron inferiores a la tabulada. La influencia de
la concentracion de analito no influyo en la varianza (S) de los resultados. Como la Gexp < G las
varianzas de los tres niveles de concentracion evaluados fueron equivalentes, no influy6 el factor

concentracion en la variabilidad de las respuestas medidas.
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Tabla lll: Resultados de la exactitud de los métodos y procesamiento estadistico por regresion

lineal de las curvas de recuperacion

PARAMETRO | METRONIDAZOL | CLORHIDRATO DE | CLORHIDRATO DE CRITERIOS DE
PROPANOLOL RANITIDINA ACEPTACION

Ecuacion Y=1,011X-0,1141 | Y=0,9961X-0,3755 | Y=0,9917X+0,7781 | y = bx+a
r 0,9994 0,9998 0,9999 r=0,99
r? 0,9987 0,9995 0,9999 r>0,98
Significacion | t ex = -0,086 t exp =-0,488 t exp = 1,555 tep < tan(2,16);
del intercepto a=0,05; n=13

p= 0,9335 p=0,6399 p= 0,3668 p>0,05
Significacion | t e = 81,4822 t exp = 140,0620 texp = 372,25 tep > tan(2,16);
de la a=0,05; n=13
pendiente p= 0,0000 p= 0,0000 p= 0,0000 p < 0,005
CVi (%) 1,6265 0,8782 0,5714 CVi=5%
R medio (%) | 100,81 99,15 100,02 97 -103
CV R tota (%) | 1,65 0,88 0,57 <3
t Student texp = 0,4387 texp = 0,2497 texp = 0,0038 texp< t tab (12,7)
(comparacion
con 100 %)
Prueba de | Gexp=0,3634 Gexp=0,3638 Gexp=0,4148 Gexp< G tap (¢ =
Cochran 0,05; K=3; n=3);

G wn=0,8709

Los resultados de la precision evidenciaron una gran concordancia entre las réplicas, en condiciones
de repetibilidad y de precision intermedia, lo cual se expresd por CV < 3 %. No existi6 efecto
significativo de las fuentes de variacion: dia/analista en los resultados, pues en cada método se

obtuvieron valores de p > 0,05 al comparar las fuentes de variacion (Tabla V).

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la estabilidad de SR y Sm se muestran en la Figura 1,

a través de los graficos de aceptacion.

Para las SR, se observé ligera variacion en el tiempo para CIRa (a las tres horas) y transcurrida la
primera hora para el CIPr, mientras que el MTZ reflejo6 gran estabilidad. Los cambios de
concentracion fueron minimos y no describieron tendencias. Todos los valores estuvieron dentro de
los limites especificados (98 - 102 %), muy cercanos al 100 %. Estos resultados fueron confirmados
estadisticamente, donde los valores obtenidos de p superaron ampliamente al 0,05 en cada caso
(pmrz = 0,3829; pcier = 0,1147 y pcira = 0,7241); por lo que no existieron diferencias significativas ni

entre réplicas ni entre muestras durante el periodo analizado.
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Tabla IV. Resultados de la precisién de los métodos analiticos

Parametros Metronidazol Clorhidrato de Clorhidrato de
propranolol ranitidina
Repetibilidad
Absorbancia 0,7385 0,5146 0,4939
media
DE 0,0073 0,0032 0,0014
CV (%) 0,9946 0,6374 0,2752
Precisiéon intermedia
Fuentes de ANALISTA 1/ | ANALISTA 2/ | ANALISTA 1/ | ANALISTA 2/ | ANALISTA | ANALISTA
variacién DIA 1 DIA 2 DIA 1 DIA 2 1/ DIA 1 2/ DIA 2
Concentracion 97,80 98,69 107,77 107,03 101,82 101,93
media (%)
DE 0,49 1,00 0,67 0,80 0,46 1,01
CV (%) 0,50 1,01 0,72 0,75 0,45 1,00
Concentracion 98,18 107,40 101, 53
media (%)
DE 0,87 0,80 0,74
CV total (%) 0,89 0,75 0,73
p 0,08 0,11 0,07
Estatiind %o SR de MTT Esabidad de 53 CFY
g
LSL000 UBLA1C20 2,610 URnaing Eshatd ool & S ze CIRD
. B
A B C

Figura 1. Graficos de aceptacion para estabilidad de SRy Sm: A: Metronidazol (MTZ), B:
Clorhidrato de propanolol (CIPr) y C: Clorhidrato de ranitidina (CIRa)

Sin embargo, para las Sm, aunque en cada momento (t) las dispersiones observadas fueron minimas
denotando gran correspondencia entre réplicas; se obtuvieron diferencias significativas entre
muestreos para el MTZ y el CIPr para un 95 % de confianza (pmrz = 0,0000; pcier = 0,0000). En el caso
del CIRa se super6 ligeramente el valor limite (p = 0,05), pcra = 0,0510; por lo que no existieron

diferencias significativas entre muestreos, confirmando la mayor estabilidad de Smcra. Para el MTZ

0O {0 |0 | )0 {0 000 {000 ) e
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se describi6 una tendencia a la disminucion de la absorbancia en el tiempo, a partir de la primera hora

de almacenamiento con valores iniciales de concentracion fuera del rango recomendado (98 -102 %),
y diferencias significativas entre las absorbancias entre muestreos, con excepcion de t2 y t3, segun la
prueba de contraste de rangos multiples de Duncan. Al analizar los resultados de Sm para el CIPr, se
detecté un desplazamiento importante de la linea central (98,41 %) hacia el limite inferior del rango
permitido (98 %); asi como inestabilidad de la respuesta analitica en el tiempo, denotando una caida
importante a los 60 minutos (t1) seguido de un incremento. Tanto a t1 como a t2 los valores
estuvieron fuera del rango deseado y aunque a partir de los incrementos observados después de t2,
no se supero el 102 %; ni las diferencias fueron significativas estadisticamente; se recomienda no
usar las soluciones Sm de CIPr por periodos de tiempo prolongados, dado a las variaciones respecto
al rango deseado en mas de un 2 %. Afortunadamente, el ensayo de disolucion tiene solo 30 minutos
de duracion.®®

Para Smcira S€ Observé una ligera tendencia al incremento de la absorbancia en el tiempo, aunque no
fue significativa desde el punto de vista estadistico, no super6 la variacion de 2 % respecto al valor
inicial, manteniéndose en el intervalo deseado durante las tres horas de ensayo.

Estos resultados indicaron que las Sm del MTZ y del CIPr fueron inestables y deben utilizarse en
tiempos lo mas préximos posibles a su preparacion, en aras de asegurar mayor confiabilidad en los
resultados analiticos; mientras que Sm de CIRa puede emplearse durante tres horas sin control de
temperatura ni proteccién frente a la luz.

El efecto del filtro, constituye también parte de los ensayos intrinsecos de los métodos utilizados en
ensayos de disolucién, segin se recomienda en las regulaciones vigentes.'! En la Tabla V se

resumen los resultados obtenidos para las SR y Sm de cada analito antes y después de filtrar.

Tabla V. Efecto del filtro en Sm recién preparadas de los analitos en estudio

VALORES DE ABSORBANCIA A A MAXIMA
Sm de MTZ Sm de CIPr Sm CIRa
Con filtro Sin filtro Con filtro Sin filtro Con filtro Sin filtro
0,6996 0,8138 0,4873 0,4974 0,4032 0,5163
0,6992 0,8135 0,4888 0,4978 0,4028 0,5196
0,6992 0,8132 0,4889 0,4976 0,4028 0,5143
X =0,6963 X =0,3135 X =0,4880 X =0,4976 X =0,4029 X =0,5167
DE=0,0003 DE= 0,0003 DE= 0,0008 DE=0,0002 DE=0,0002 DE=0,0027
CV =0,0330% | CV =0,3680 % CV =0,1643% CV =0,0402 % CV =0,0573 % CV =0,5180 %
p (ANOVA) = 0,000 * p (ANOVA) = 0,000 * p (ANOVA) = 0,000*
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Las réplicas mostraron gran similitud entre los valores de absorbancia para cada caso, reflejando

dispersiones minimas con muy bajas DE y CV. Sin embargo, al comparar en cada caso las
absorbancias antes y después de filtradas las muestras; las p= 0,00 < 0,05; por lo qued6 demostrada
la necesidad de filtrar las soluciones. En los tres analitos la lectura de las Sm directamente, provoco
incrementos en la absorbancia que fueron mas marcadas para el MTZ, lo cual sugiere posibles
interferencias en las determinaciones analiticas cuando se utilizaron muestras reales.

Discusion
La sencillez y rapidez de la espectrofotometria UV lo convierte en un método de eleccion para realizar
ensayos de disolucién, siendo uno de los métodos méas recomendados en las monografias oficiales
para estos propositos. La adaptacion de los métodos consistié solo en realizar los ajustes necesarios
para las preparaciones de SR y Sm, a través de la definicion de las concentraciones de trabajo a las A
maximas. Los ajustes tuvieron como objetivo obtener valores adecuados de absorbancia, ya que en
la farmacopea no se especifican estas condiciones experimentales.*®
El Clra es muy soluble en agua, el MTZ es soluble en HCI diluido y moderadamente soluble en agua,
mientras que el CIPr en medio ligeramente &cido se mantiene en forma de sal, soluble en medio
acuoso.®® De ahi que se mantuvieran las mismas condiciones propuestas como medio de disolucion,
para la preparacion de SR y Sm (medio como disolvente).
Al mantener los mismos procedimientos, en los que se proponen solo cambios menores, no variar el
alcance (ensayo de disolucién) y ser métodos oficiales; no se requiere una validacion exhaustiva, sino
solo una evaluacion del desempefio que confirme, a través de la evaluacion de algunos parametros,
la validez de los métodos para el uso previsto.!! Por eso se llevd a cabo el andlisis de tres de los
pardmetros exigidos para métodos clasificados como de contenido o potencia: linealidad, precision y
exactitud y se adicionaron dos parametros especificos para ensayos de disolucién que se ejecutan
por procedimientos manuales: la estabilidad de las disoluciones y el efecto del filtro.!
Los resultados del procesamiento estadistico de las linealidades de los tres sistemas, avalaron la
proporcionalidad existente entre la respuesta analitica y la concentracion de cada analito en el rango
analizado. La obtenciéon de elevados valores de r y r? no fue suficiente, se realiz6 la evaluacion de
otros parametros necesarios para confirmar la linealidad. La linea recta debe ubicarse los mas
préxima posible al centro del cuadrante. Significa que el intercepto (a) = 0 y la pendiente (b) ~ 1. El
cumplimiento de todos los criterios permitié afirmar que no se presentaron errores proporcionales o
dependientes de la concentracién en los rangos estudiados. La mayor variacion de los valores de f
(CVf) se obtuvo para el MTZ. Se atribuyé a que para este analito se realizaron lecturas de
absorbancia mas préximas a la unidad para los dos niveles de concentracion superiores al 100 %,

implicando riesgos mayores de error en las lecturas espectrofotométricas.
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El cumplimiento satisfactorio de todos los criterios de aceptacién para la exactitud de los métodos

permitié afirmar que las técnicas no se afectaron por errores sistematicos de forma significativa, por lo
gue se pueden obtener valores experimentales muy proximos a los valores verdaderos, sin sesgo
entre valores tebricos y experimentales, ni por exceso ni por defecto, al evaluar muestras
enriquecidas con concentraciones conocidas.

Los métodos fueron suficientemente repetibles, con resultados experimentales concordantes al
realizar andlisis repetidos por el mismo analista en el mismo laboratorio. La elevada concordancia
observada ratifico la elevada precision intra dia.

Las determinaciones realizadas por un analista de mayor experiencia (analista 1/ dia 1), mostré las
menores dispersiones entre los resultados, siendo mas evidentes para el MTZ y CIRa. Estos
resultados reflejaron la importancia de la experiencia de quien ejecuta el ensayo, aunque se trate de
procedimientos simples, con pocos pasos. No obstante, no impactaron desde el punto de vista
estadistico las diferencias entre dias/analistas (Tabla IV). El cumplimiento de los criterios de
aceptacion para los parametros repetibilidad y precision intermedia ratifico la precisién de los métodos
para cuantificar el analito disuelto en ensayos de disolucion, por lo que pueden ser aplicados con
estos propésitos, sin influencia significativa de los errores aleatorios. Los intervalos analizados se
correspondieron con los recomendados para el uso previsto de estos métodos: ensayos de disolucion
(+ 20 % de la cantidad especificada = Q).

Las SR y Sm se deben almacenar bajo condiciones que aseguren su estabilidad, durante un periodo
especifico, siendo el intervalo aceptable una variacion no mayor del 2 %, respecto al momento de la
preparacion (con concentraciones entre 98 % y 102 %); o de lo contrario, se debe asignar el tiempo
de vida util de las mismas. De ahi que la determinacion de este periodo sea muy importante y
constituya un parametro intrinseco de los métodos a utilizar en los ensayos de disolucion. La
informacién que deriva de estos ensayos asegura que no ocurran desviaciones en la respuesta
analitica debida a cambios operados en la concentracién de los analitos por el deterioro que puedan
sufrir durante el almacenamiento. En el caso de la espectrofotometria UV, que no resulta una técnica
indicadora de la estabilidad quimica (usualmente los grupos croméforos permanecen inalterados en
los productos de degradacién), tiene un gran valor conocer la estabilidad de las soluciones que
pudieran expresarse como incrementos o disminuciones de las absorbancias en el tiempo.

Para el MTZ se reconoce el impacto de la temperatura y la luz en su estabilidad, recomendando su
conservacion en envases bien cerrados, protegidos de la luz y a temperatura controlada.'® De igual
forma, para el CIPr también la luz es un factor externo reconocido por su importancia en la
estabilidad®®, que pudiera afectar la conservacion de muestras y patrones. Para el CIRa se

recomiendan envases impermeables y resistentes a la luz.*®* Como las tres moléculas presentan
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grupos facilmente oxidables, sensibles a reacciones degradativas foto inducidas, se mantuvieron las

SRy Sm expuestas a la luz, por representar un riesgo potencial que pudieran afectar la concentracion

de los analitos en muestras y patrones, pues no se protegen durante la ejecuciéon de los ensayos de

disolucién.

Todas las SR fueron estables, sin necesidad de protegerlas de la luz, ni de controlar la temperatura,

por lo que los riesgos de degradacion no impactaron negativamente transcurridos tres horas de

preparadas. Sin embargo, no se recomienda el uso de las Sm del MTZ ni del CIPr transcurrido un

tiempo de preparadas, debido a las variaciones observadas en la respuesta (absorbancia), mientras

no se realicen estudios posteriores que permitan establecer condiciones especiales de conservacion

o definir periodos de conservacion en condiciones diferentes de operacion.

El efecto del filtro es un pardmetro que se debe estudiar debido a la necesidad de filtrar los medios de

disolucién antes de comenzar el ensayo y antes de la cuantificacion. Tipicamente se utiliza un filtro

desechable con un tamafio de poro entre 0,2 y 10 um. El mismo, ademas, debe ser compatible con el

medio de disolucién y no debe alterar significativamente la concentraciéon del medicamento en la

solucién.> ' Los resultados demostraron que el efecto del filtro resultd critico en las respuestas

analiticas, por lo que no se puede eliminar este paso de los procedimientos propuestos.

Teniendo en cuenta el cumplimiento satisfactorio de los criterios de aceptacion para la linealidad,

exactitud y precision de los métodos espectrofotométricos, los mismos se consideraron validos para

el objetivo propuesto en el intervalo de 6 a 24 ug/mL (37,5 a 150 %) para el MTZ, de 12 a 36 ug/mL

(50 a 150 %) para el CIPry de 6 a 16 ug/mL (60 a 160%) para CIRa.
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