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|. Resumen

Las infecciones de vias urinarias (IVU’s) son las enfermedades bacterianas mas
comunes en la edad pediatrica, afectando principalmente al sexo femenino. La
nitrofurantoina (NTF) se usa como tratamiento de primera linea en IVU’s, es
bacteriostatica para la mayor parte de los microorganismos sensibles a una
concentracion < 32 yg/mL y es bactericida a una concentracién = 100 uyg/mL. Es
uno de los medicamentos del cuadro basico nacional y se encuentra en la “Lista
Modelo de Medicamentos Esenciales de la OMS”. En México existen 3 formas
farmacéuticas que contienen NTF como Unico principio activo, cipsulas de 50 y
100 mg, suspensiones de 25 mg/5 mL y tabletas de 100 mg de laboratorio
Boehringer Ingelheim. Se seleccionaron capsulas y tabletas de 100 mg y
suspensiones, del mercado nacional, para la realizacion de los perfiles de
disolucién, ademas, de las pruebas de control de calidad para las suspensiones.
Dado que en la actualidad no se cuenta con una metodologia farmacopeica para
la obtencion de perfiles de disolucion de suspensiones, se disefidé el método con
base en las indicaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM) decimotercera edicion y la United States Pharmacopeial (USP)
vigesimonovena edicion para pruebas de disolucion de capsulas y tabletas.
También se consideraron las especificaciones de la Food and Drug Administration
(FDA) para la obtencion de perfiles de disolucion de suspensiones de NTF,
ademas de agregar algunos tiempos de muestreos. Se utiliz6 tanto muestreo
manual como automatizado para la recoleccién de las muestras analizadas. Los
perfiles se obtuvieron con el aparato 2 (paletas) para las suspensiones a 50 rpm,
mientras que el aparato 1 (canastillas) se utilizé para capsulas y tabletas. Con el
muestreo automatizado se evaluaron 12 unidades de la suspension y 6 de
capsulas y tabletas; para capsulas y tabletas se utilizaron los aparatos 1y 2 a 100
y 75 rpm respectivamente, los tiempos de muestreo utilizados con ambos tipos de
muestreo fueron de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 y 180 minutos. En el caso de las
suspensiones, se incluy6 otro tiempo de muestreo a los 3 minutos. En la seccion
de resultados de disolucion se muestra que es mas rapida la disolucion de NTF
contenida en suspensiones que la de capsulas y tabletas. Se presenta una
propuesta metodoldgica para la obtencion de perfiles de disolucion de
suspensiones de NTF de utlidad en la industria farmacéutica, docencia e
investigacion.
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Introduccion

Las infecciones de las vias urinarias son las enfermedades bacterianas mas
comunes en la edad pediatrica; afecta a escolares, principalmente de sexo
femenino (8%, en comparacion con 2% en hombres). Casi siempre es de buen
pronéstico; en el caso de los nifios con infeccion sintomatica, se observan
recurrencias en 50% de ellos y en 80% de quienes padecen bacteriuria
asintomética. En términos generales los nifios tendran, por lo menos, un episodio
de infeccion de las vias urinarias en esta etapa de su vida (1).

La nitrofurantoina (NTF), es un agente antibacteriano sintético, que pertenece al
grupo de los 5-nitrofuranos, que presentan actividad antibacteriana por la
presencia del grupo nitro. EI mecanismo de accion de los nitrofuranos radica en la
toxicidad de los radicales libres generados durante su reduccion. Estos agentes
ejercen multiples efectos sobre la célula bacteriana, incluyendo la inhibicion del
metabolismo de los carbohidratos y dafio en el acido desoxirribonucléico (ADN), lo
cual parece ser la causa principal de su toxicidad bacteriana (2). Su espectro
comprende la Escherichia coli (E. coli), los estafilococos y estreptococos. Su
actividad es escasa frente al Proteus vulgaris, Pseudomonas aureginosa,
Aerobacter aerogenes, Alcaligenes fecalis y corinebacterias. El tratamiento con
NTF da buenos resultados en las infecciones de vias urinarias provocadas por
microorganismos sensibles a nitrofurantoina (3).

La nitrofurantoina se encuentra disponible en el mercado nacional en tabletas de
liberacion inmediata de 100 mg (microcristales) (4), capsulas de 50 y 100 mg
(macrocristales) (5) y suspensiones orales que contienen 25 mg/5 mL
(macrocristales) (6). La NTF pertenece a la lista de medicamentos esenciales de la
OMS (Organizacion Mundial de la Salud), en la cual se incluyen los medicamentos
mas eficaces, seguros y menos costos para trastornos prioritarios (7), (8).

Las suspensiones orales, son formas de dosificacion liquidas que constituyen una
de las principales formas de administracion de farmacos en pacientes pediatricos
por lo que se consideran de primera eleccién en estos casos (9).

En la industria farmacéutica, las pruebas de disolucibn son una de las
herramientas mas importantes para el desarrollo y el control de calidad de un
medicamento. No obstante, estos métodos fueron desarrollados para formas
sélidas de administracion oral (como capsulas de gelatina dura, tabletas de
liberacién inmediata y de liberacion prolongada) y poco se ha descrito para
suspensiones. Un perfil de disolucion puede tener un papel importante en la
aprobacion de medicamentos genéricos (10). En algunos casos, el perfil de
disolucion se solicita cuando se exenta la prueba de bioequivalencia (bioexencion)
y constituye una prueba de intercambiabilidad de medicamentos (11).



Los perfiles de disolucion de medicamentos pueden estar descritos en los
meétodos farmacopéicos oficiales para la evaluacion de la liberacion del principio
activo del producto y de su disolucion o solubilizacion en las condiciones
fisiologicas (12). También pueden ser usados para predecir el comportamiento de
ciertos productos in vivo (10).

La NTF, se clasifica como un farmaco clase Il (baja solubilidad, alta permeabilidad)
segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (13). La FDA ha manifestado la
importancia de considerar los estudios de disolucibn para otras formas
farmacéuticas entre ellas las suspensiones (10).

En 1974 T. R. Bates y colaboradores estudiaron la “velocidad de disolucion de
formas comerciales de nitrofurantoina dependiente del pH”, utilizando soluciones
amortiguadoras pH 1.12 y 7.2 a 200 rpm y con el método del “matraz agitado” a
383 nm, mostrando una disolucion de alrededor del 60% a los 5 minutos y de 95%
a los 10 minutos (14). La razén de este trabajo es la de proponer una modificacion
al método de disolucion de suspensiones orales de NTF que propone la FDA,
agregando tiempos de muestreo menores a los 15 minutos utilizando el aparato 2
de la USP, velocidad de rotacién de 50 rpm y una solucion amortiguadora de
fosfatos pH de 7.2 como medio de disolucién, con el fin de que se permita
caracterizar dicha disolucion y compararla con otras formas farmacéuticas que
contengan el mismo principio activo (capsulas y tabletas) utilizando para ello
métodos modelo independiente dependiente. La metodologia desarrollada en este
trabajo sera de utilidad tanto en el &mbito industrial como docente.



Capitulo 111

Hipotesis, objetivos y metas



Hipotesis, objetivos y metas

3.1.Hipotesis
Hipotesis alterna: Los perfiles de disolucion de nitrofurantoina suspension sera
similar a la presentacion en capsulas y diferente al perfil de disolucion de tabletas.

Hipotesis nula: Los perfiles de disolucién de suspension de nitrofurantoina sera
diferente a los perfiles de capsulas y tabletas.

3.2.0bjetivo general
Disefiar un estudio de disolucion de nitrofurantoina en suspension, con base en el
marco normativo aplicable, para su posterior utilizacion en la obtencion de perfiles
de disolucién de estos medicamentos en el area industrial y/o docente.

3.3.0bjetivos especificos

3.3.1. Realizar pruebas de control farmacéutico establecidas por la
farmacopea para los productos seleccionados.

3.3.2. Realizar la validacion del sistema de disolucion para nitrofurantoina.

3.3.3. Obtener los perfiles de disolucidon para suspensiones, capsulas y
tabletas comerciales que contienen nitrofurantoina.

3.3.4. Caracterizar la liberacion de nitrofurantoina de la forma farmacéutica
que la contiene, utilizando métodos modelo independiente o
dependiente.

3.3.5. Comparar los perfiles de disolucibn obtenidos para formas
farmacéuticas comerciales de nitrofurantoina.

3.3.6. Proponer una metodologia para la obtencion de perfiles de disolucion
de nitrofurantoina en suspension.

3.4.Metas

3.4.1. Evaluar que las suspensiones de NTF cumplen con el control de
calidad requerido a través del volumen, pH de la suspensién, ensayos
de identidad y ausencia de microorganismos.

3.4.2. Establecer pardmetros de validacion de NTF, por medio de la
linealidad y precision del sistema de disolucion.

3.4.3. Preparar los perfiles de disolucion para las formas farmacéuticas de
NTF, con base en las recomendaciones de la FDA y/o la FEUM.

3.4.4. Calcular la liberacion por medio de modelos independientes (factor
de similitud, eficiencia de la disolucion y tiempo medio de disolucion) y
modelos dependientes como los modelos matematicos que describen
la disolucion del farmaco.

3.4.5. Proponer alternativas metodolégicas con el muestreo manual y
automatizado, asi como con los diferentes tiempos de disolucion.
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V.

Antecedentes

4.1.Epidemiologia de las Infecciones de vias urinarias
En el caso de las enfermedades infecciosas en la edad pediatrica, los valores
cuantitativos del problema constituyen por si solos un motivo de estudio. A esta
magnitud del problema se asocia la repercusion sobre el gasto sanitario que
conlleva el tratamiento de estos procesos y las consecuencias de un uso
inadecuado de determinados farmacos, como el incremento de la resistencia a
antibiéticos (15).

Las infecciones de vias urinarias (IVU’s) se consideran las infecciones mas
comunes después de las respiratorias. Son dos veces mas frecuentes en mujeres
gue en hombres. Ocurren en 1-3% de adolescentes y se incrementan con el inicio
de la actividad sexual; son raras en hombres menores de 50 afios y son comunes
en mujeres entre los 20-50 afios. Las IVU’s constituyen un problema frecuente en
la poblacion pediatrica. La OMS ha estimado que la enfermedad se diagnostica en
el 1% de los nifios y de 3-8% de las nifias. La mayor parte de las infecciones
ocurre durante los primeros afios de vida. La tasa reportada de recurrencia es de
12 a 30%, con mayor probabilidad en menores de seis meses, en caso de reflujo
vesicouretral grave y en aquellos con gammagrafia renal anormal al momento de
la primera infeccion (16).

En contraste con el curso generalmente benigno en la poblacion adulta, las IVU’s
en los nifios, especialmente en menores de tres afos, tiene mayor dificultad para
el diagnéstico y mayor riesgo de complicaciones y secuelas. Se calcula que la
infeccion urinaria ocurre en un 2.1% de las nifias y en 2.2% de los nifios antes de
cumplir los dos afios de edad. Entre un 8 y 40% de los menores de seis afios con
IVU’s tienen un reflujo vesicoureteral; otras anormalidades comunes incluyen
hidronefrosis, uropatia obstructiva y doble sistema colector. De un 10 a 65% de los
nifos menores de dos afios presentaran cicatrices renales. Estas Ultimas se
asocian con el desarrollo de hipertensién y enfermedad renal terminal. Se ha
encontrado que entre 10 y 25% de los enfermos con insuficiencia renal cronica,
tienen como causa pielonefritis crénica (16).

4.1.1. Factores predisponentes
Se han identificado diferentes factores predisponentes para desarrollar 1VU’s
dentro de los cuales se encuentran:

En la mujer:

e Edad 1 a 50 afos
¢ Ineficiente limpieza genital



e Vida sexual
e Embarazo
e Prolapso utero-vesical

En el hombre:

e Edad superior a 50 afios
e Fimosis
e Hipertrofia prostatica

En general:

e Diabetes Mellitus

e Trastornos congénitos de las vias urinarias

¢ Reflujo vesicouretral

e Vejiga neurogénica

e Bacteriuria asintomatica

¢ Infecciones recurrentes de vias urinarias

e Practicas sexuales de alto riesgo

e Obstruccion intrinseca de ureteros

e Procedimientos invasivos en vias urinarias (17).

4.1.2. Fisiopatologia de las Infecciones de Vias Urinarias

Las vias urinarias en condiciones normales se encuentran protegidas por
diferentes mecanismos anatomicos, fisiolégicos y antibacterianos. El tamafio de la
uretra en nifios es un factor protector, pero en las nifias es un factor de riesgo para
el desarrollo de IVU’s, la piel redundante del prepucio incrementa la frecuencia de
IVU’s en nifios menores de tres meses. La urea, acidos organicos, el pH acido y
los mucopolisacéridos de la pared vesical son mecanismos protectores para inhibir
la multiplicacion bacteriana (16).

Las IVU’s se pueden clasificar de acuerdo a su anatomia en:

e Bajas (cistitis, uretritis y prostatitis).
e Altas (pielonefritis, absceso renal o perinefritico).

IVU’s bajas:

Se presenta en individuos con disuria, urgencia miccional y polaquiuria. En la tabla
1 se presentan algunos signos y sintomas de la uretritis y cistitis (17).
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Tabla 1: signos y sintomas de la uretritis y cistitis.

Uretritis Cistitis
Ardor a la miccion Nicturia
Exudado uretral mucopurulento = No existe exudado uretral

abundante, escaso o nulo
Presencia, o no, de dolor suprapubico Tenesmo vesical
Pufio percusion de los &ngulos | Hematuria
costovertebrales no dolorosa
Polaquiuria
Disuria
Puifio percusibn de los &ngulos
costovertebrales no dolorosa

Prostatitis: episodio febril agudo con escalofrios frecuentes, dolor perineal,
sindrome miccional y a veces hematuria o retencién urinaria (18).

IVU’s altas:

Absceso renal: fiebre elevada, dolor lumbar e hipersensibilidad en flancos; en
abscesos renales de diseminacion hematdgena la presentacion puede ser crénica
con sintomas de malestar y pérdida de peso.

Absceso perinefritico: fiebre y escalofrios, dolor abdominal y en flancos,
habitualmente de varios dias de duracion (18).

Pielonefritis: se presenta en individuos con factores de riesgo para las IVU’s con o
sin sintomas de disuria, urgencia miccional y polaquiuria, y datos adicionales como
los que se presentan en la tabla 2 (17):

Tabla 2: sintomas de la pielonefritis.
Hipertermia > 38.5°C Ataque al estado general
Escalofrio Dolor al realizar pufio percusién del
angulo costovertebral del lado afectado
Dolor en region costovertebral con @ Cefalea
irradiacion a fosas iliacas y dolor

ipsilateral

Puede presentar nausea, vomito y
evacuaciones disminuidas de
consistencia
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4.1.3. Etiologia de la enfermedad
Los microorganismos mas frecuentes que producen las IVU’s son:

e Escherichia coli (E. coli)
o Klebsiella

e Proteus

e Staphylococcus

e Streptococcus

e Pseudomonas

e Enterobacter

e Serratia marcescens

e Chlamydia

e Mycoplasma

¢ Nocardia

e Actinomycetes
e Brucella

e Candida

e Adenovirus (16), (17).

Las vias para la adquisicion de IVU’s en la edad pediatrica son hematdgena y
ascendente; la primera se presenta frecuentemente en recién nacidos y menores
de tres meses de vida y la segunda es mas frecuente en otros grupos etarios. Las
IVU’s se asocian con mayor frecuencia a la E. coli (80-90%); esta bacteria
normalmente coloniza el intestino del hospedero, la piel perineal, el area
periuretral y de alli asciende a la uretra y vejiga (16).

4.1.4. Tratamiento de IVU’s
La seleccién del tratamiento para una enfermedad infecciosa se basa en el
conocimiento de:

a) Su actividad sobre el microorganismo actuante (sensibilidad),

b) La distribucion y concentraciones alcanzadas en el sitio de la infeccion
(contacto con el microorganismo) y

c) Lainmunidad del hospedero (19).

Generalmente se seleccionan con base en el uroandlisis y el conocimiento de la
epidemiologia y bacteriologia de la infeccion. Lo apropiado en este procedimiento
debe ser sélo en el cultivo y pruebas de susceptibilidad en casos refractarios,
recurrentes o atipicos.

e La Nitrofurantoina (NTF) se recomienda para el tratamiento de la infeccion
no complicada del tracto inferior, asi como la amoxicilina, fluoroquinolonas
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(norfloxacino, ciprofloxacino u ofloxacino) o trimetroprim/sulfametoxazol
(TMP/SMX) y la administracion del tratamiento se recomienda por 7 dias.

¢ Infeccion urinaria recurrente y pielonefritis: deben ser tratadas durante 14
dias. Los pacientes clinicamente estables pueden tratarse en forma
ambulatoria con fluoroquinolonas, TMP/SMX o una cefalosporina de 3ra
generacion.

e Prostatitis: debe tratarse con antibiéticos que penetren y sigan activos en el
tejido y liquidos prostéticos (fluoroquinolonas, TMP/SMX, aminoglucosidos
o cefalosporinas de 3ra generacion).

e Infecciones recurrentes o0 complicadas: fluoroquinolonas, ceftriaxona,
aztreonam, ticarcilina/acido clavulanico o imipenem/cilastatina parenteral
seguida de fluoroquinolonas o TMP/SMX (18).

4.2.Nitrofurantoina

La NTF es un agente bacteriostatico y bactericida para muchas bacterias
grampositivas y gramnegativas (15). La NTF presenta un espectro antibacteriano
para E. coli, Staphylococcus aureus, enterococos Yy ciertas cepas de Klebsiella y
Enterobacter. Organismos generalmente resistentes: Acinetobacter, Proteus,
Providencia, Pseudomonas y Serratia (20). No se observa una resistencia cruzada
entre la nitrofurantoina y otros antimicrobianos y el surgimiento de la resistencia es
lento. Dado que se ha vuelto mas frecuente la presencia de E. coli resistente a
TMP/SMX y a las fluoroquinolonas, la NTF se ha convertido en un farmaco
importante para el tratamiento de las infecciones urinarias no complicadas que se
administra por via oral (15).

La NTF es un tratamiento de primera linea para las IVU’s, es bacteriostatica para
la mayor parte de los microorganismos sensibles a una concentracion < 32 ug/mL
y es bactericida a una concentracién = 100 pg/mL (21). La NTF inhibe los sistemas
enzimaticos bacterianos interfiriendo en el metabolismo de carbohidratos (20), las
enzimas capaces de reducir la NTF, resultan cruciales para que este medicamento
resulte activo. Sus metabolitos resultan altamente reactivos y son determinantes
en su accion sobre el ADN (22).

La NTF presenta una absorcion gastrointestinal rapida después de su ingestion.
Es metabolizada y excretada tan rapidamente que no se logra una accién
antibacteriana sistémica. El farmaco se metaboliza en el higado y en la mayoria de
los tejidos corporales, es excretado hacia la orina tanto por filtracion glomerular
como por secrecion tubular, presentando una excrecion renal de alrededor de un
40% inalterada y un tiempo de vida media de 18 minutos a 1 hora. Con las dosis
diarias promedio se alcanzan concentraciones de 200 upg/mL en la orina. En los
pacientes con insuficiencia renal, las concentraciones urinarias son insuficientes
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para la accién antibacteriana, pero las concentraciones sanguineas elevadas
pueden producir toxicidad. La NTF esta contraindicada en caso de insuficiencia
renal importante (5), (15), (20).

La NTF se clasifica como medicamento categoria B para las mujeres
embarazadas, ya que puede producir hemdlisis e ictericia neonatal si se
administra al final del embarazo en deficiencia de glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa (G6PD), por lo que no se recomienda el uso de este
farmaco en el tercer trimestre de embarazo (20).

La NTF se excreta en leche materna en las tres horas siguientes a su
administracion en cantidades pequefas, sin embargo, la Academia Americana de
Pediatria considera a la NTF compatible con la lactancia materna (20).

Las dosis recomendadas para las infecciones urinarias en adultos son de 50 a 100
mg cada 6 a 8 horas o de 5 a 7 mg/kg/dia en dosis divididas cuatro veces al dia
por 7 a 10 dias, no debe de pasar de 14 dias, la dosis diaria en nifilos es de 5a 7
mg/kg/dia, pero en algunos casos se puede administrar desde 1 mg/kg en forma
prolongada (15), (21), (23), (24). El farmaco no debe utilizarse para tratar las
infecciones en vias urinarias altas. La NTF puede administrarse por varios meses
para suprimir las infecciones urinarias crénicas (15). Es conveniente mantener un
pH urinario por debajo de 5.5, para incrementar la actividad del farmaco por lo que
se recomienda ingerirla con alimentos, ademas de que mejora la tolerancia
gastrica (15), (25), (26).

4.2.1. Tamaio de cristales y biodisponibilidad de NTF

La velocidad de disolucion, la biodisponibilidad en humanos y la incidencia de
reacciones adversas de la NTF se ve afectada significativamente por el tamafio de
particula (14), (27), (28). Se ha demostrado que el uso de céapsulas con
macrocristales (Macrodantina) produce menos efectos adversos que la
administracion de tabletas con microcristales (Furadantina), esto se debe al
tamafio de particula par los macrocristales (~ 273.5 um), a diferencia de los
microcristales (~ 6.7 um) (29), (30).

La NTF es un medicamento cuya biodisponibilidad y propiedades terapéuticas se
veran afectadas por la variacion de la formulacion; las tabletas de NTF que tienen
microcristales presentan una biodisponibilidad relativa del 85%, mientras que las
capsulas y suspensiones elaboradas con macrocristales de NTF presentan una
biodisponibilidad del 55% (30), (31). La reduccién de la biodisponibilidad relativa
de la NTF es probable que también se deba a una degradacion enzimatica en el
estbmago y a la velocidad de vaciamiento gastrico (32), (33).
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La biodisponibilidad de la suspension oral se puede optimizar mediante la
seleccidon de los tamafios de particulas de farmaco apropiadas, sitio de absorcion
Optima, densidades y viscosidades de particulas de vehiculos (34).

La NTF muestra un incremento de la biodisponibilidad y se ve mejorada la
tolerancia gastrica del medicamento cuando se administra con alimentos
(disminuye la nausea y vomito) (25), (30).

4.2.2. Excrecion de NTF
La NTF se excreta por via renal y el grado de excrecion dependera del pH urinario
(25). La NTF es estable a pH acido (entre 4 y 6). Cuando las muestras urinarias
presentan pH basico la cantidad cuantificada es menor a causa de la inestabilidad
de los nitrofuranos a este pH (30).

Los medicamentos que modifican la excrecion renal de los farmacos son aquellos
gue modifican el pH de la orina. La orina puede alcalinizarse, pasando de pH de
5.5 a valores de hasta 7.5 con la ingesta de ciertos alimentos, como los que se
muestran en la tabla 3. Este cambio de pH provoca un aumento en la eliminacion
de farmacos &cidos y una disminucién de la eliminacion de los basicos (25), (26).

Tabla 3: alimentos con capacidad acidificante y alcalinizante de la orina.

Alimentos acidificantes Carnes rojas, aves, pescado, marisco y
huevos
Queso
Cereales y derivados
Frutos secos (avellanas, cacahuates)
Maiz y lentejas
Ciruelas y arandanos

Alimentos alcalinizantes Leche
Frutas (excepto ciruela y arAndanos)
Legumbres (excepto lentejas)
Zumos
Frutos secos (almendras, castafias,
COCO0)

4.2.3. Efectos adversos
La anorexia, nauseas y vomitos son los principales efectos secundarios de la
nitrofurantoina. Las neuropatias y la anemia hemolitica se presentan en caso de
deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La nitrofurantoina antagoniza la
accion del acido nalidixico. Se ha reportado exantema, infiltracién y fibrosis
pulmonar y otras reacciones de hipersensibilidad (15).
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4.2.4. Interacciones

e Anticolinérgicos: aumentan la biodisponibilidad de nitrofurantoina.

e Antiacidos con tricilicato de magnesio: disminuye absorcion de
nitrofurantoina. No se deben administrar juntos.

e Probenecid, sulfinpirazona: aumenta o disminuye niveles de NTF por lo que
se recomienda vigilar toxicidad o disminucion de actividad antibacteriana.

Contraindicaciones: en disfuncion renal, embarazo a término (38-42 semanas),
durante el parto o trabajo de parto, en insuficiencia renal moderada a severa,
anuria, oliguria o depuracién de creatinina < 60 mL/minuto, infantes <1 mes
(posible desarrollo de anemia hemolitica) (20).

4.3.Propiedades fisicoquimicas de la Nitrofurantoina

4.3.1. Nombre quimico
El nombre quimico de la nitrofurantoina es:

1-[5-nitrofurfuriliden] hidantoina.
1-[[[5-nitro-2-furanil] metilen] amino]-2,4-imidazolidindiona (35), (36), (37), (38).
No. de CAS: 67-20-9 (35), (38).

4.3.2. Formula desarrollada

O .mfhl/%‘fj

h{l
o 0
Figura 1: formula desarrollada de la NTF

4.3.3. Férmula condensada
CsHsN4Os (anhidra), peso molecular 238.16 g/mol (35), (38).

CsHesN4Os H20, peso molecular 256.17 g/mol (30).

4.3.4. Propiedades fisicoquimicas
La nitrofurantoina es anhidra o puede contener una molécula de agua de
hidratacion (35). La nitrofurantoina y sus soluciones se decoloran por alcalis y por
la exposicion a la luz. Se descomponen en contacto con metales, excepto con
acero inoxidable y con aluminio (35), (38). Las precauciones y medidas de
seguridad se mencionan en el anexo I.
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4.3.5. Apariencia
Polvo cristalino de color amarillo (35), (38).

4.3.6. Solubilidad
Soluble en dimetilformamida (50 mg/mL), muy ligeramente soluble en agua (0.19
mg/mL) y etanol (0.51 mg/mL), también soluble en acetona (5.1 mg/mL), glicerol
(0.6 mg/mL) y polietilenglicol (15 mg/mL) (35), (38).

4.3.7. Punto de fusioén
270-272 °C (38).

4.3.8. pKa
7.2 (36), (39).

4.4.Medicamentos que contienen NTF como Unico principio activo
La NTF se clasifica como un principio activo de clase Il dentro del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica, siendo éste un medicamento de solubilidad baja y
permeabilidad alta (13), (40). Los medicamentos de clase Il presentan perfiles de
disolucion claramente definidos y reproducibles. Su absorciébn es la que se
observa lenta por lo que a veces es necesario hacer estudios de bioequivalencia
(41).

La NTF se comercializa en el mercado nacional mexicano en tres formas
farmacéuticas, las cuales son: tabletas de liberacion inmediata de 100 mg
(microcristales), caja con 40 (4), (42), capsulas de 50 y 100 mg (macrocristales),
caja con 40 (5), (43) y suspension infantil de 25 mg/5 mL (macrocristales), frasco
de 120 mL (6). Desarrollada por el laboratorio Boehringer Ingelheim. Es
considerado como un medicamento clase IV segun la Ley General de Salud que
para su venta requiere de receta médica (44).

4.5.Control de calidad de suspensiones

En los laboratorios farmacéuticos se llevan a cabo una serie de controles que
sirven para verificar que el proceso de elaboracién de las diferentes formulaciones
se esta desarrollando correctamente. De esta manera, el aspecto general del
preparado en cuanto a color, olor, turbidez, presencia de particulas en suspension,
etc., es un recurso muy Uutil para verificar subjetivamente el proceso. También es
frecuente determinar en los reactores de produccidon o en los depdsitos de
almacenamiento la evolucion del pH de la formulacion o su densidad. Una vez
terminado el proceso de fabricacion es necesario llevar a cabo los ensayos para
garantizar la calidad del producto final. Para ello, el departamento de Control de
Calidad realiza ensayos especificos desarrollados por el propio laboratorio y
ensayos obligatorios con base en la normatividad correspondiente, como las
pruebas farmacopeicas establecidas en la FEUM (45).
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Las pruebas que se deben de realizar tanto en el granel de la suspension,
después de homogeneizar, como en el producto final estan destinadas a la
evaluacion del aspecto, concentracién del principio activo y la uniformidad de
peso/volumen dosificado (46).

Se deben evaluar el aspecto del envase y de la formulacion para detectar defectos
en el acondicionamiento tanto primario como secundario, particulas en
suspension, etc. La viscosidad también aporta mucha informacién sobre el estado
de la formulacion, especialmente en preparados con cierta consistencia. Es
necesario verificar también el pH de la formulacién, puesto que, es un pardmetro
critico en la estabilidad de la formulacion. Este tipo de formulaciones también se
lleva a cabo un analisis cuali y cuantitativo de los colorantes, de los conservadores
y del farmaco. La farmacopea indica, ademas, que es obligatorio que se satisfagan
los ensayos de: uniformidad de contenido, uniformidad de masa de las
preparaciones unidosis, masa o volumen extraible, pH y calidad microbiana de las
preparaciones farmaceéuticas (45).

4.5.1. Uniformidad de contenido
Las preparaciones unidosis, que son suspensiones, satisfacen el siguiente
ensayo. Se seleccionan al azar 10 unidades, se vacian y se valora su contenido
individual por un método analitico adecuado, determinandose el valor medio (45).

4.5.2. Uniformidad de masa de las preparaciones unidosis
Este ensayo es obligatorio s6lo para formulaciones tipo solucion o emulsién. Para
ello se pesa individualmente el contenido de 20 envases, una vez vaciados tanto
como sea posible y se determina la masa media. Como maximo dos de las masas
individuales se desvian méas del 10% de la masa media y ninguna se desvia mas
del 20% (45).

4.5.3. Masa o volumen extraible
Las preparaciones liquidas para uso oral suministradas en envases unidosis han
de satisfacer el ensayo. Para ello se vacia lo mas completamente posible el
contenido en un envase y se determina la masa o el volumen del contenido. El
ensayo no es inferior a la declarada en la etiqueta (45).

4.5.4. pH
Se debe de controlar el pH de los diferentes agentes que participan en la
formulacién de la suspension y de las dos fases de las que consta, antes y
después de la mezcla. Esta se mide con la ayuda de un potenciémetro y
soluciones amortiguadoras para calibrar el mismo (45).
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4.5.5. Calidad microbioldgica de las preparaciones farmacéuticas

Las preparaciones farmacéuticas se presentan en general como no estériles. Sin
embargo, no deben presentar ningun peligro para el paciente, ni riesgo de
modificacion de la calidad de la preparacion, en las condiciones normales de
conservacion y de empleo. Es entonces necesario, en el control de rutina,
determinar la flora bacteriana o flngica presente en esos casos productos
después de la preparacion. Pero ese control no es interpretable y no puede
garantizar la calidad mas que en la medida en que se haya probado la eficacia de
los productos quimicos de conservacion o las propiedades antimicrobianas de la
preparacion farmacéutica misma. Es la razén por la que la mayoria de las
farmacopeas proponen una monografia de referencia que se debe aplicar para
determinar la eficacia antimicrobiana de los agentes de conservacion. Esta
determinacidén es igualmente necesaria para permitir utilizar productos que se
administran en dosis multiples y que pueden recibir, durante un periodo de
utilizacion una contaminacion cruzada exégena (47).

Las especificaciones que deben cumplir son las siguientes:

e La muestra no contiene mas de 100 UFC/mL de organismos mesofilicos
aerobios.

e No contiene mas de 10 UFC/mL de hongos filamentosos y levaduras

e Ausencia de Salmonella.

e Ausencia de E. coli.

e Libre de patégenos (45), (48).

4.6.Pruebay perfil de disolucion de medicamentos

4.6.1. Prueba de disolucion
La prueba de velocidad de disolucion aparente, también denominada “de
disolucién”, es un método para medir la liberacion de un principio activo, a partir de
la forma de dosificacion que lo contiene y la disolucion de éste en el medio de
prueba. La toma de muestra se realiza dentro de los tiempos establecidos por la
monografia del medicamento (dos o mas tiempos de muestreo) (49).

La prueba de disolucion se desarrollé en principio para cuantificar la cantidad
disuelta de un farmaco en un tiempo dado y el alcance de la liberacién de formas
farmacéuticas solidas orales como las tabletas de liberacion inmediata, las de
liberacién prolongada y las capsulas (12). La prueba de disolucion es ampliamente
utilizada para el desarrollo de formulaciones, en el seguimiento del proceso de
fabricacion y como una prueba de control de calidad. También se puede utilizar
para predecir el comportamiento in vivo de ciertos productos (10).
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Las pruebas de disolucion son de bajo costo, prediciendo diferencias de cantidad
de absorcion y biodisponibilidad de formulaciones de tabletas y capsulas del
mismo farmaco. Varios métodos se emplean para la medicion de la disolucion de
formas de dosificacién sélidas comunes. Para que un farmaco sea absorbido, la
forma de dosificacion soélida que lo contiene debe desintegrarse, desagregarse y
después el farmaco debera disolverse. En las suspensiones, la disolucién es el
paso limitante para la absorcion y la biodisponibilidad (50).

El enfoque principal de la prueba de disolucién esta en el area del control de
calidad y del desarrollo del producto, con el fin de obtener y utilizar la informacion
sobre la composicion y las variables de manufactura, ejemplo fuerza de
compresion, seleccion de excipientes y efectos del mezclado (51).

Las diferencias en los enfoques de control de calidad e investigacion y desarrollo
plantean la interrogante sobre cual serd el medio de disolucion mas adecuado
para la obtencion de perfiles. Los medios de disolucion tipicos enumerados en la
FEUM son: acido clorhidrico diluido, soluciones amortiguadoras en el rango
fisiologico de pH de 1,2, 4,5, 6,8 a 7.5, fluido gastrico simulado (con o sin
enzimas), agua, soluciones con tensioactivos tales como polisorbato 80 vy lauril
sulfato de sodio. El agua también puede constituir un medio de disolucion, la
FEUM y la FDA recomiendan utilizar soluciones reguladoras fisioldgicas con un pH
de 7.2 (10), (12).

4.6.2. Perfiles de disolucion

El proceso de absorcién de un farmaco administrado por via oral depende, entre
otras cosas, de la liberacion del principio activo y de su disolucién en condiciones
fisiolégicas (12), (52). Las formas farmacéuticas orales suelen emplearse con el
objetivo de lograr efectos sistémicos gracias a la absorcién del farmaco a través
de los distintos epitelios y mucosas del tubo gastrointestinal; el pH puede influir en
la ionizacion de los farmacos, los cambios de pH que tienen lugar en el aparato
digestivo, varian de 1.2 en el estbmago hasta aproximadamente 7 u 8 en el
intestino grueso y es importante porque influye tanto en la cantidad absorbida
como para favorecer o limitar el lugar donde se absorbe el farmaco (53).

Debido a la naturaleza de estos factores, la evaluacion de la velocidad de
disolucién in vitro puede ser de utilidad para la predicciébn del comportamiento in
vivo, siempre y cuando el paso limitante para la absorcion sea la disolucién (52),
como es el caso de la NTF.

Para caracterizar la liberacion de un farmaco de la forma de dosificacién que lo
contiene, se debe generar un perfil de liberacién del farmaco en el que los valores
de liberacion (disolucion) se determinan como una funcion del tiempo (54).
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La NOM-177-SSA1-2013 establece las condiciones para obtencion de perfiles de
disolucién, segun lo establecido en la FEUM y sus suplementos vigentes; sin
embargo, cuando la informacion requerida no aparezca en ella, se puede recurrir a
farmacopeas de otros paises, guias para la industria de la FDA, OMS, EMA (por
sus siglas en ingles European Medicines Agency) o articulos cientificos (55). La
FDA publica una lista de sus métodos de disolucion recomendados en la pagina:
http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/dissolution/ (10), (54).

4.6.2.1. Disefio del estudio de disolucién de suspensiones de NTF

En general, el método de paleta giratoria utilizando un medio de disolucion acuoso
es el método recomendado para las pruebas de disolucidon de suspensiones. Para
obtener muestras representativas, la preparaciéon del producto debe seguir un
procedimiento normalizado basado en la agitacion o mezcla. La técnica de
introduccién de la muestra debe ser exacta, precisa y reproducible. A pesar de que
las suspensiones orales de cualquier viscosidad estarian expuestas a rangos
similares de fuerzas de cizallamiento después de la administracién in vivo, se debe
seleccionar la velocidad de agitacion in vitro para facilitar la discriminacién entre
los lotes con diferentes propiedades de liberacion (54).

Para las suspensiones de baja viscosidad, una dosis exacta puede ser colocada
en la parte inferior del recipiente del disolutor. Para suspensiones menos viscosas
se recomienda una velocidad de agitacién lenta, generalmente de 25 rpm. Para las
de alta viscosidad, como es el caso de la suspension de NTF, la dosis puede ser
determinada por el peso de muestra transferido con precision en el vaso del
disolutor. Las suspensiones de alta viscosidad pueden requerir una velocidad de
agitacion mas rapida, 50 o 75 rpm para evitar amontonamiento de la muestra en la
parte inferior del recipiente (10), (54).

4.6.3. Aparatos empleados para la disolucién de medicamentos
Existen dos tipos de aparatos para realizar la disolucion de medicamentos cuya
diferencia radica en el mecanismo de agitacién, estos son el de canastillas
(aparato 1) y el de paletas (aparato 2). Las condiciones de trabajo (medio de
disolucién, tipo de aparato, velocidad de agitacion y tiempo de muestreo) se
indican en la monografia respectiva (49), (56).

Aparato 1: consta de un vaso cilindrico de vidrio o de otro material inerte y
transparente, de fondo esférico con capacidad para 1000 mL, con una tapa que
debe estar ajustada para retardar la evaporacion y que permita la insercion de un
termometro, asi como la toma de la muestra. El vaso, firmemente ajustado, debe
estar parcialmente sumergido en un bafio de agua y con un movimiento constante
gque mantenga la temperatura del medio de disolucion a 37 °C = 0.5. El eje
transmisor mide de 6.3 a 6.5 mm de diametro, debe ser de acero inoxidable y girar
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suavemente sin bamboleo. Debe estar colocado en el centro del vaso. El
regulador de velocidad de rotacion debe mantener la velocidad constante de
acuerdo a lo indicado para cada producto de prueba (generalmente entre 25y 150
rpm) y con una variacion de + 4%. La canastilla consta de dos partes; la parte
superior esta unida al eje transmisor del movimiento y es de acero, generalmente
de malla # 40. La distancia entre el fondo del vaso y la canastilla debe mantenerse
constante a 25 + 2 mm durante la prueba (49), (56).

Aparato 2: el vaso, el bafio de agua, el regulador de velocidad y el eje transmisor
siguen las mismas especificaciones que para el aparato 1. La hélice agitadora es
una paleta de 4 £ 1 mm de espesor y de 19 + 0.5 mm de alto en forma de seccion
de un circulo de radio de 41.5 + 1 mm. Durante la prueba se debe mantener una
distancia de 25 £ 2 mm entre la cuchilla y el fondo del vaso (49), (56).

4.7.Validacion del sistema analitico para cuantificar muestras de
perfiles de disolucion
La validacion de un sistema de disolucion es el proceso que establece mediante
estudios en laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método cumplen
los requisitos para las aplicaciones analiticas previstas (57). En la NOM-177-
SSA1-2013, el método analitico que se emplea se debe de validar por medio de
los criterios de linealidad y precision (55).

4.7.1. Linealidad

La linealidad de un sistema de disoluciéon es su capacidad 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 muestra
en un intervalo dado (57). Esta se realiza con al menos 5 puntos de concentracion
conocida (excepto el cero) por duplicado, y debe presentar un coeficiente de
regresion (r) = 0.99; y un error relativo debido a la regresion no mayor que el 2%
(55).

4.7.2. Precision
La precision de un sistema de disolucion es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el método repetidamente
a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precisibn puede ser una
medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del sistema de disolucién
en condiciones normales de operacién (57).

La repetibilidad se refiere a la utilizacibn del procedimiento analitico en un
laboratorio durante un periodo de tiempo corto realizado por el mismo analista con
el mismo equipo (57). La repetibilidad se evalGa con los datos de linealidad del
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sistema, calculando el porcentaje del coeficiente de variacion (% CV) del factor de
respuesta (FR) el cual debe ser < 2% (55).

ABS

FR = —
Concentracion

Ecuacion 1: formula para calcular el factor de respuesta.

Donde:

FR: Factor de respuesta.

ABS: Absorbancia de las soluciones estandar analizadas.
Concentracion: Concentracion de las soluciones estandar.

% CV D-E. 100
= — X
0 X

Ecuacion 2: formula para calcular el coeficiente de variacion del factor de
respuesta.

Donde:

% CV: Porcentaje del coeficiente de variacion.

D. E.: Desviacion estandar de los datos del factor de respuesta.
X: Promedio de los datos del factor de respuesta.

La reproducibilidad se refiere al uso del procedimiento analitico en diferentes
laboratorios, dias, analistas, etc. (57). Debe analizarse una muestra homogénea
del producto, al menos por triplicado para probar cada condicion. El % CV no debe
ser mayor del 3% (55).

4.8.Comparacion de perfiles de disolucién
La comparacion de perfiles de disolucién se puede llevar a cabo empleando
métodos modelo independiente o0 modelo dependiente (11).

4.8.1. Método modelo independiente
Para comparar los perfiles de disolucion realizados se pueden utilizar métodos
modelo independiente como: el factor de diferencia (f1) y el factor de similitud (f2).
El factor de diferencia (fi1) calcula la diferencia porcentual entre dos curvas en
cada punto temporal y es una medida de error relativo entre dos curvas; con
relacion al factor fi1 valores de 0-15 aseguran una menor diferencia entre dos
productos (57), (58), (59).

(ISR~ T3]
=) o

Ecuacion 3: formula para calcular el factor de la diferencia.
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Donde:

Rt Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de referencia.
Tt Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de prueba.

n: Namero de tiempos de muestreo.

El factor de similitud (f2), el mas utilizado actualmente, es una transformacién de
raiz cuadrada reciproca logaritmica de la suma del error cuadrado y es una
medicion de la similitud en la disolucién porcentual entre las dos curvas; valores
de f2de 50-100 garantizan la similitud de dos productos (11), (55), (57), (59).

-0.5
x 100

n

e () 2

t=1

f> =50 xlog

Ecuacion 4: férmula para calcular el factor de similitud.

Donde:

Rt: Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de referencia.
Tt Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de prueba.
n: Numero de tiempos de muestreo.

Otros parametros utilizados son: el tiempo necesario en disolverse un porcentaje
del farmaco (tx») por ejemplo taow, tsow, tsow; el tiempo de muestreo el cual
corresponde a la cantidad disuelta de farmaco en un tiempo determinado (tzomin,
teomin, toomin), Usado frecuentemente por las farmacopeas para una prueba de
disolucién. El area bajo la curva de disolucion (ABC) o el porcentaje de la
eficiencia de la disolucion (% EF) que se calculan con las siguientes formulas (60),
(61), (62), (63), (64).

T
% EF = __4BC x 100%
(Q100) (T)

Ecuacion 5: porcentaje de la eficiencia de la disolucion.

Donde:

ABCTo: Area bajo la curva de disolucion desde 0 hasta el ultimo valor
experimental, tiempo T.

Q100: Cantidad maxima de farmaco disuelto.

T: Ultimo punto experimental del tiempo.

i=n

ABCT = Z Y; + Yi—1)2(ti —ti—1)

i=1

Ecuacion 6: area bajo la curva de disolucion.
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Donde:

n: Nimero de tiempos de muestreo.

Yi: Porcentaje de farmaco disuelto al tiempo ti.
ti: Tiempo de muestreo.

También se tiene el tiempo medio de disolucion (TMD), el cual ayuda a comparar
productos y permite observar cual presenta una velocidad mayor de disolucion con
un menor TMD, éste se calcula con la formula siguiente (60), (61).

2[(t) (AQy)]
Qo

Ecuacion 7: tiempo medio de disolucion.

TMD =

Donde:
ti: Tiempo intermedio de los intervalos de tiempo muestreados.
AQi: Incremento de las cantidades de farmaco disuelto a cada intervalo de t
considerado.
Q-: Cantidad maxima de farmaco disuelto o cantidad de farmaco disuelta a tiempo
infinito.

4.8.2. Método modelo dependiente
Algunas teorias o0 modelos matematicos pueden describir la disolucién de
farmacos. Algunos modelos representan el perfil de disolucion de farmaco y la
interpretacion cuantitativa de los valores obtenidos en el analisis de la disolucion
se facilita por el uso de una ecuacion genérica que relaciona matematicamente la
curva de disolucién en funcién de algunos pardmetros de la forma farmacéutica.
En algunos casos, la ecuacion se puede deducir por un analisis teorico del
proceso, por ejemplo, en la cinética de orden cero, primer orden, segundo orden,
etc. (65), (66); algunos de los modelos matematicos se muestran en la tabla 4
(61).
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Tabla 4. modelos matematicos utilizados para describir la disolucion de farmacos.

Orden cero
Primer orden
Segundo orden

Hixson-Crowell

Qe=0Qo+ K, t
InQ, =InQy+ Kt

Q
2 (Qw—Q) =Kyt
0
1/3 _ o3 _ g ¢
S

0 t —
Weibull (funcidn) log [—ln(l _ (Qt/Qoo))Z/3] — (0./0.) = Kt
Higuchi Q, = Kyt
Baker-Lonsdale 0, Zie

(3/2) |1- (1 - (Q—w)> — (0u/Qx) = Kt

Korsmeyer-Peppas &: K, t"
Cuadratico Q; = 10000 (K.t? + K,t)
Logistico Q. = A/[1+ e K]
Gompertz Q, =Ae K (t-y)
Hopfenberg &:1_ [1_ kot ]“

Qoo C0 =X)

Qu Cantidad de farmaco disuelto en el tiempo.

Qo: Cantidad de droga inicial en la solucion.

Ko Constante de liberacién de orden cero.

t: Tiempo.

Ki: Constante de liberacién de primer orden.

Q-: Cantidad total de farmaco disuelto.

K2: Constante de liberaciéon de segundo orden.

Ks: Constante que incorpora la relacion superficie-volumen.

K: Constante de velocidad de liberacion.

Kn: Constante de disolucién de Higuchi.

Kk: Constante de liberacion, caracteristico para las interacciones polimero-farmaco.
A: Valor maximo de la curva.

y: Valor t del punto medio del sigmoide.

ko: Constante de rapidez de erosiéon.

Co: Concentracion inicial del farmaco en el sistema.

ao: Radio inicial de la esfera, cilindro o la mitad del ancho de la lamina.
n: 1 (placa), 2 (cilindro) o 3 (esfera).

4.8.3. Criterios para la eleccion del mejor modelo para describir la
curva de disolucion de medicamentos

La seleccién de un modelo adecuado para los datos de disolucion apropiado es
esencial, no sélo para la evaluacion cuantitativa de las caracteristicas de liberacion
del farmaco, sino también para la comparacién de perfiles de disolucién utilizando
enfoques modelo dependientes. Dentro de los criterios que pueden ayudar para la
seleccion se tiene: el coeficiente de determinacion (r?), coeficiente de correlacion
(r), el criterio de informacion de Akaike (AIC, por sus siglas en inglés de Akaike
information criterium), entre otros. El AIC es ampliamente utilizado como criterio de
seleccion del modelo que mejor se ajusta a determinado grupo de datos, sobre
todo cuando los modelos considerados no contienen el mismo numero de
pardmetros; el mejor ajuste sera el que tenga el menor valor de AIC, la formula
para calcular el AIC es la siguiente (61), (62), (67).
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AIC = (n)x(InSSQ) + 2p
Ecuacioén 8: criterio de informacion de Akaike.

Donde:

n: Nimero de los pares de datos experimentales empleados en el ajuste.
SSQ: Suma de los cuadrados de los residuales.

p: Numero de los parametros de la funcién de ajuste.

Para obtener la SSQ se hace con la siguiente férmula.

2

SSQ = Z(Yexperimental - Ycalculada)

l

Ecuacion 9: suma de cuadrados de los residuales.
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Capitulo V

Disefio del estudio y parte experimental



V.

Disefio del estudio y parte experimental

Dado que en la actualidad no se cuenta con especificaciones por parte de la
FEUM ni de farmacopeas de otros paises (Americana, Japonesa, Argentina), para
la realizacion de los perfiles de disolucion de suspensiones de NTF, se realizaron
dichos perfiles de acuerdo a la metodologia sugerida por la FDA en la seccion de
meétodos de “Dissolution methods” con algunas modificaciones (68). La propuesta
del estudio se presenta en la tabla 5.

Se realizaron los perfiles de disolucion para los 3 medicamentos de nitrofurantoina
del mercado nacional: suspensiones, capsulas y tabletas, producidos por el
laboratorio Boehringer Ingelheim®.

Tabla 5: disefio del estudio de disolucion.

Forma _ Tiempo de
farmacéutica Aparatos Tipo de muestreo muestreo
(minutos)
3, 5, 10, 15, 30,
Suspensiones 2 Manual Automatizado 45, 60, 90, 120 y
180
5, 10, 15, 30, 45,
Cépsulas 1 2 Manual @ Automatizado | 60, 90, 120 vy
180
5, 10, 15, 30, 45,
Tabletas 1 2 Manual Automatizado 60, 90, 120 vy
180

5.1. Adquisicion de medicamentos
Las suspensiones de NTF se adquirieron a través del servicio de la farmacia del
Hospital Infantil de las Californias para hacer los estudios requeridos, mientras que
las cépsulas y tabletas se consiguieron a través de las farmacias Gusher. En la
tabla 6 se muestra la informacion de los medicamentos utilizados para los
estudios.

Tabla 6: informacion de los medicamentos.

Forma Nombre . No. de Fecha de Cantidad
L . . Dosis . .
farmaceéutica  comercial lote caducidad @ adquirida
., Macrodantina 25 mg/5 : 11 frascos
Suspension Infanti mL A4516A | Junio 2016 con 120 mL
Céapsula Macrodantina 100 mg 456667 @ Mayo 2017 1 Cai% con
. Octubre 1 caja con
Tableta Furadantina 100 mg 155794 2016 40
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5.2. Control farmacéutico de medicamentos seleccionados
Las pruebas de control farmacéutico realizadas para las suspensiones de NTF

fueron: volumen, pH, limites microbianos y ensayo de identidad.

Para las

capsulas y tabletas solo se realizé el ensayo de identidad. Estas pruebas fueron
conducidas con base en las especificaciones de la FEUM 13ra edicion y USP
29na edicion (49), (69), (48).

5.2.1. Aparatos, equipos, materiales y reactivos
Aparatos

Parrilla eléctrica con agitador
magnético VWR Dyla dual
Estufa Blue M

Equipos

Potenciémetro Corning Scholar
425

Balanza  analitica  Mettler
Toledo
Espectrofotdmetro infrarrojo

FT-IR Nicolet is5

Materiales

1 Pipeta graduada de 5 mL,
Kimax

1 pipeta graduada de 10 mL,
Kimax

1 Perilla de 3 vias

40 Tubos de ensaye 16 x 150
mm con tapén de rosca, Pyrex
y Kimax

1 Gradilla para
ensaye

1 Probeta de 250 mL, Pyrex

1 Probeta de 100 mL, Kimax

1 Probeta de 25 mL, Pyrex

1 Barra magnética (mosca),
Cowie

1 Vaso de precipitados de 600
mL, Pyrex

tubos de

40 Tubos de ensaye de 13 x
100 mm con tapor de rosaca,
Pyrex y Kimax

3 Vasos de precipitados de
250 mL, Pyrex

1 Vaso de precipitados de 100
mL, Kimax

1 Vaso de precipitados 50 mL,
VWR

1 Vaso de precipitados de 30
mL, Pyrex

1 Cuchara espatula de teflén

1 Pizeta de 500 mL

3 Vidrios de reloj, Pyrex

2 Embudos de vidrio de tallo
largo, Pyrex

Reactivos
e Estandar de Nitrofurantoina,
Sigma-Aldrich
e Fosfato monobasico de

potasio, Fermot
Hidroxido de sodio,
reactivo

Acido fosférico, grado reactivo
Acetona, grado reactivo

Acido acético, grado reactivo
Céapsulas calibradoras para
potenciometro pH’s 4, 7 y 10,
Hach

Agua destilada, Sparkletts

grado
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Caldo de soya tripticaseina
(TSB)

Agar soya tripticaseina (TSA)
Agar nutritivo (A. N.)

Caldo selenito cisteina

Agar xilosa-lisina-desoxicolato
(X.L.D.)

Agar sulfito de bismuto

Agar eosina azul de metileno
de Levine

Agar de triple azucar y de
hierro (TSI)

Medio base para prueba de
O/F Hugh y Leisfon

Caldo MR-VP

Agar lisina de hierro (LIA)
Medio MIO

Medio SIM

Glucosa

Lactosa

Agar Mc Conkey

Agar urea de Christensen
Agar citrato de Simmons
Agar hierro de Kingler (KIA)

5.2.2. Variacién de volumen (suspensién oral)

. Se seleccionaron 10 frascos (mismo lote), de suspension de NTF de 120
mL.

. Se agitaron y vaciaron en una probeta de 250 mL, evitando la formacién de
burbujas (permitir el escurrimiento protegiendo de la luz) durante un tiempo
no mayor de 30 minutos.

. El volumen promedio de los 10 envases se espera que no sea menor de lo
declarado en el marbete y el volumen de ninglin contenedor debe ser
menor al 95% (49).

5.2.3. Potenciometria (suspensién oral)

. Se calibro el potenciometro con dos soluciones amortiguadoras (pH 7 y 10).
Se enjuago el electrodo, se secd con papel absorbente y calibro con la
segunda solucion.

. Se colocaron 20 mL de suspension en un vaso de precipitados de 50 mL y
determinar pH.

. Los resultados se reportan hasta 0.01, los valores obtenidos no deben tener
una variaciéon mayor de 0.02 unidades de pH (49).

5.2.4. Ensayos de identidad: Espectro Infrarrojo

. Se agregaron 10 mL de suspension y 15 mL de acetona en un vaso de
precipitados de 50 mL.

. Se calent6 a 50 °C con agitacion, para ayudar a coagular los excipientes.

. Se filtr0 y evapord la acetona del filtrado con la ayuda de una corriente de
aire caliente, casi hasta sequedad.
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4. Se agregaron 10 mL de acido acético, se calentd a ebullicion y filtro
mientras estaba caliente.

5. Se enfrio el fitrado a temperatura ambiente, para precipitar la
nitrofurantoina.

6. Se filtrd la nitrofurantoina precipitada, se seco a 105 °C por 1 hr.

7. Se colocé suficiente muestra sobre la celda del espectrofotémetro infrarrojo
FT-IR Nicolet is5

8. Se comprime la muestra y leen las trasmitancias (49), (70), (71), (72).

5.2.5. Limites microbianos (suspension oral)
Estas pruebas tienen como objetivo evaluar la calidad sanitaria de productos
farmacéuticos, mediante el recuento de microorganismos, asi como, la
investigacion de microorganismos objetables en dichos productos como
Salmonella (69), (73).

5.2.5.1. Medios de cultivo
Los medios de cultivo se prepararon a partir de las mezclas deshidratadas
siguiendo las instrucciones del fabricante. Es necesario disolverlo completamente
en agua (calentar si es necesario). Se ajusté el pH a 30 °C £ 2 °C con soluciones
de HCl o NaOH 0.1 N o 1 N segun se requeria. Los medios de cultivo y soluciones
se esterilizaron usando procesos validados (69). La composicion y preparacion de
los medios de cultivo y pruebas bioquimicas se presentan en el anexo |l.

5.25.2. Prueba preliminar para evaluar la neutralizacion de la
actividad antimicrobiana

La validez de este conjunto de pruebas se basa en su capacidad para poner en
evidencia los microorganismos presentes en un producto farmacéutico. Por esta
razén, antes de establecer en forma rutinaria el analisis de un producto es
necesario demostrar que, bajo las condiciones de prueba, es posible recuperar a
los microorganismos control, previamente inoculados en la muestra, para la
realizacion de esta prueba se utilizard la cepa Escherichia coli (E. coli) ATCC
10536 y Salmonella sp. de origen clinico (69), (73).

5.2.5.2.1. Preparacion de los microorganismos control
A partir de cultivos de 18 a 24 hrs de incubacién en caldo soya tripcaseina, de E.
coli se prepararon diluciones decimales en el diluyente apropiado por lo menos
hasta 10°.

Se inoculé 1 mL de la suspension que contenia mas de 100 UFC/mL (unidades
formadoras de colonias/mL) en la primera dilucién del producto.
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Si al finalizar el procedimiento el microorganismo control no se recupera en los
medios sefialados para este proposito, modificarlo considerando las siguientes
posibilidades:

Aumentar el volumen de diluyente manteniendo constante la cantidad de
producto.

Neutralizar la accion del antimicrobiano adicionando el agente inactivante,
polisorbato 80 (tween 80) al 10%.

Combinacién de los procedimientos anteriores.

Cuando proceda, emplear el método de filtracion (69).

5.2.5.2.2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
De una caja petri con la cepa problema se tomé una asada y se coloco en 9
mL de TSB y homogenizo. Se incubo por 24 horas a 37 °C, se tomé de esta
suspension 1 mL, con una pipeta estéril, se pasé a un tubo con 9 mL de
TSB, agité hasta homogenizar y rotulo como 102,
Con una pipeta estéril se toma 1 mL de la dilucién 10 y se coloc6 en un
tubo con 9 mL TSB, se agité hasta homogenizar y se rotulé como 10-2.
Se repiti6 el paso anterior para las diluciones de 103, 104, 10y 10.
Una vez obtenidas las diluciones se tomaron 0.1 mL con pipeta estéril de
cada tubo y coloc6é en una caja petri con TSA y se extendié con asa de
Digrasky, por duplicado.
Se incubaron las cajas petri por 24 horas a 37 °C. Una vez transcurrido este
tiempo se trabajé con la dilucion que presente mas de 100 UFC (69), (73),
(74), (75), (76).

5.2.5.2.3. Investigacion de  microorganismos objetables en
suspensiones de NTF

A 90 mL de caldo TSB se agregd, con la ayuda de una probeta estéril, 10
mL de suspension de NTF y se homogenizo.
Con una pipeta de 10 mL se tomaron 9 mL de esta muestra y se paso a un
tubo estéril, se repitié esto hasta tener tres tubos con este volumen.
Se inoculo un tubo con 1 mL de la suspensién de E. coli que presenta mas
de 100 UFC/mL.
Se repitioé el paso 3 para Salmonella y ademas se preparé un tubo control
con 1 mL de TSB.
Se incubaron por 24 horas y esperando observar crecimiento (si ho se logra
ver crecimiento pasar a una caja petri con agar TSA o nutritivo).
Se tomo una asada de cada uno de los cultivos anteriores y resembrar por
estria cruzada en los medios: agar xilosa-lisina-desoxicolato y agar sulfito
de bismuto.
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7.

8.

Se observo la morfologia microscépica y colonial; se compardé con la
descrita en el anexo lIl.

Si las caracteristicas son similares, resembrar en medio agar triple azlcar
fierro por estria y picadura. Se incubo y leyeron los resultados, si las
caracteristicas corresponden con las de Salmonella sp., confirmar la
presencia de ésta utilizando pruebas bioquimicas.

A partir del medio TSB, se tom0 una asada y aisl6 resembrando por estria
cruzada el medio agar de eosina-azul de metileno de Levine o agar Mac
Conkey.

10.Se incubo y observo el crecimiento, si la morfologia colonial y la

microscopica no corresponden con la descrita en el anexo lll, la muestra
cumple el requisito de ausencia de E. coli.

11.La presencia de E. coli debe confirmarse utilizando pruebas bioquimicas.
12.De no observarse crecimiento se tiene que pasar a la primera condicion

1.

2.

(69), (73), (74), (75), (76).

5.2.5.2.3.1. Primera condicién (aumento de volumen)
A 90 mL de caldo TSB se agreg6 con la ayuda de una probeta estéril 10 mL
de suspension de NTF y homogenizo.
Con una pipeta de 10 mL se tomaron 9 mL de esta muestra y se pasaron a
un tubo con un volumen de TSB de 4.5 mL, triplicado.
Se repiti6 paso 2 pero en un tubo con 9 mL y 13.5 mL de TSB, por
triplicado.
A 3 tubos, con diferente volumen, se agregd 1 mL de la dilucion de E. coli
gue da las UFC requeridas, se hizo lo mismo para otros 3 tubos utilizando 1
mL de la dilucion de Salmonella y otros 3 tubos con 1 mL de TSB como
blanco.
Se incubo de 24 a 48 horas a 37 °C, después de este tiempo se tomd 0.1
mL con una pipeta estéril y paso a una caja petri con TSA para cada tubo,
se extendio e incubo para observar crecimiento.
De no obtenerse crecimiento pasar a la segunda condicion

5.2.5.2.3.2. Segunda condicién (empleo de tween 80)
A 80 mL de TSB se agregaron 10 mL de tween 80 (esterilizado en estufa 1
hora a 70 °C) y se homogenizo. Se agregaron 10 mL de suspensién de
nitrofurantoina y homogenizo.
Se inoculo un tubo con 1 mL de la suspensién de E. coli que presenta mas
de 100 UFC/mL.
Se repitio el paso 3 para Salmonella y ademas preparar un tubo control con
1 mL de TSB.
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Se incubo por 24 a 48 horas y observar crecimiento (si no se logra ver
crecimiento pasar a una caja petri con agra TSA o0 nutritivo).
En caso de no obtener crecimiento pasar a la tercera condicion.

5.2.5.2.3.3. Tercera condiciéon (aumento de volumen y empleo de
tween 80)
Se repitioé paso 1 de la segunda condicion.
Se repitieron pasos 2, 3 y 4 de la primera condicion.
Se incubo por 24 a 48 horas y observar crecimiento (si no se logra ver
crecimiento pasar a una caja petri con agra TSA o nutritivo).
En caso de no obtener crecimiento pasar a la cuarta condicion

5.2.5.2.3.4. Cuarta condicion (filtracion)
Se esterilizo el sistema de filtracion de vidrio en autoclave a 121 °C por 15
minutos, al igual que los filtros.
Se colocé el sistema de filtracion, en condiciones asépticas, a un matraz de
500 mL.
Se midieron 10 mL de suspension de nitrofurantoina en una probeta estéril
y se paso al sistema de filtracion.
Se adiciono 90 mL de medio TSB y se encendié la bomba de vacio.
Se paso la solucion filtrada a tubos de ensayo estériles y se realizaron las
condiciones en listadas anteriormente.

5.2.5.2.4. Tincién de Gram
Se tomé una colonia aislada de un cultivo reciente de no méas de 24 horas.
Se extendié la muestra sobre un portaobjetos, se secd y fijo con calor.
Se cubrié la extension con solucion de cristal violeta por un minuto.
Se Lavo con agua destilada y se dejo escurrir.
Se cubrié con lugol un minuto.
Se lavé con agua.
Se decoloro con la solucion de alcohol-acetona por 30 segundos.
Se lavé con agua.
Se cubrio la extension con solucion de safranina un minuto.

10.Se lavé con agua y se dejé secar.
11.Se observo al microscopio optico (77), (78), (79).

5.2.5.2.5. Gota pendiente

1. Se depositaron en condiciones aseépticas tres o cuatro asadas de la

suspension bacteriana en el centro del cubreobjetos limpio y libre de grasa.
(También se puede usar una pipeta Pasteur estéril para este fin).

2. Se coloco un punto de vaselina en las cuatro esquinas del cubreobjetos

utilizando para ello un aplicador de madera.
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3. Se invirtid y colocd un portaobjetos con depresion sobre el cubreobjetos
gue contiene la gota de la suspension bacteriana cuidando que quede bien
centrado para que la excavacion quede directamente encima de la gota. La
gota no debe tocar el portaobjetos.

4. Se presion6 suavemente cubreobjetos y portaobjetos para que se adhieran
perfectamente.

5. Se invirti6 rapidamente. La gota que contiene el material a examinar pende
del cubreobjetos sobre la concavidad del portaobjetos.

6. Se observo al microscopio con el objetivo seco débil y enseguida con el
seco fuerte e inmersion.

7. Determinar si hay movilidad real, desplazamiento de las células de un lado
a otro dentro del campo microscopico (motilidad positiva), 0 movimiento
browniano (motilidad negativa) (80), (81).

5.2.5.3. Pruebas bioquimicas

Los medios para realizar las pruebas bioquimicas se prepararon a partir de las
mezclas deshidratadas siguiendo las instrucciones del fabricante. Es necesario
disolverlo completamente en agua (calentar si es necesario). Se determiné el pH a
25 °C + 2 °C y ajusto el pH si hace falta con soluciones de HCl o NaOH 0.1 No 1
N segun sea el caso. Se vertio a los tubos y esterilizé usando procesos validados;
se dejaron enfriar o gelificar (segun sea el caso) antes de usarse (69). La muestra
a inocular se tomo con un asa o alambre de picadura (segun sea el caso) de una
caja petri de TSA (o agar nutritivo) con el microorganismo problema. La
interpretacion de las pruebas bioquimicas se realizara segun se indica en el anexo
V.

5.2.5.3.1. Produccién de enzimas

5.2.5.3.1.1. Prueba de oxidasa

Los citocromos son hemoproteinas que contienen hierro y actian como el dltimo
eslabon de la cadena respiratoria aerobia, transfiriendo electrones al oxigeno, con
formacion de agua. El sistema de citocromos se encuentra en los organismos
aerobios o0 anaerobios facultativos, de modo que la prueba de oxidasa es
importante para identificar a los organismos que carecen de la enzima 0 son
anaerobios obligados. La prueba de citocromo oxidasa utiliza ciertos reactivos
colorantes, como el diclorhidrato de p-fenilendiamina, que actian como aceptores
artificiales de electrones, sustituyendo al oxigeno.

1. Se selecciono una colonia aislada dentro de un cultivo.
2. Se adiciono a esta colonia 2 a 3 gotas de reactivo para oxidasa de Kovac.
3. Esperar de 5 a 10 segundos (82), (83).
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5.2.5.3.1.2. Prueba de catalasa

La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno en agua y
oxigeno. Es una hemoproteina de estructura similar a la hemoglobina, salvo
porque los cuatro atomos de hierro de su molécula estan en estado oxidado en
lugar de estado reducido. El peroxido de hidrégeno se forma como uno de los
productos finales de oxidacion del metabolismo aerobio de los carbohidratos. Si se
permite que se acumule, resulta letal para la bacteria. La catalasa convierte el
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno.

1. Con la ayuda de un asa, se tomo una colonia de un cultivo.

2. Se coloco la colonia sobre un portaobjetos

3. Se adiciono una gota de peréxido de hidrégeno al 3% y observar la formacién
de burbujas, no homogenizar con la ayuda del asa pues reaccionaria
catalizando la reaccion (82), (83).

5.2.5.3.1.3. Prueba de ureasa
Esta prueba se realiza para identificar la presencia de la enzima ureasa. La ureasa
es una enzima que poseen muchas especies de microorganismos con la cual
pueden hidrolizar la urea.

1. Se pas6 a un tubo de ensaye de 16 x 150 mm con tapon de rosca previamente
flameado, que contiene medio de urea de Christensen. Se hizo una estria
sobre el pico de flauta, realizando movimientos de zig-zag hasta completar
toda la superficie del medio.

2. Se flameo la boquilla del tubo y se cerro.

3. Se incubo a 37 °C de 24-48 horas, junto con otro tubo con el mismo medio sin
in6culo (82), (83).

5.2.5.3.2. Prueba de utilizacién de carbohidratos

5.2.5.3.2.1. Prueba de utilizacion de citrato
Algunas bacterias pueden obtener energia por via distinta de la de fermentacién
de carbohidratos, utilizando citrato como Unica fuente de carbono. La utilizacién de
citrato por una bacteria se detecta en un medio con citrato mediante la formacion
de subproductos alcalinos. El medio incluye citrato de sodio como Unica fuente de
carbono y fosfato de amonio como unica fuente de nitrégeno.

1. Seincubo en un tubo de ensaye, 16 x 150 mm con tapon de rosca previamente
flameado, con medio de citrato de Simmos. Se hizo una estria sobre el pico de
flauta, realizando movimientos de zig-zag hasta completar toda la superficie del
medio.

2. Se flameo la boquilla del tubo y se cerro.
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3. Seincubo a 37 °C de 24-48 horas, junto con otro tubo con el mismo medio sin
in6culo (83), (84).

5.2.5.3.2.2. Oxidacién-fermentacion de carbohidratos

Con esta prueba se busca determinar la capacidad de un organismo de atacar un
carbohidrato especifico incorporado en un medio de crecimiento basico, con
produccion o no de gases, junto con la determinacion de posible acido sulfhidrico.
La preparacion se realiza con dos agares: agar hierro de Kigler (KIA) que presenta
los carbohidratos glucosa y lactosa y el agar triple azucar y hierro (TSI) que
contiene glucosa, sacarosa y lactosa; estos agares se preparan en “pico de flauta”
donde la porcion inclinada tiene expuesta toda su superficie al oxigeno
atmosférico, siendo ésta anaerobia y la porcidn inferior esta protegida del aire y es
relativamente anaerobia.

1. Se sembrd por picadura un tubo de ensaye de 16 x 150 mm con tapén de
rosca previamente flameado, con medio de KIA y otro con medio de TSI en la
parte media, para depositar el inéculo.

2. Se flameo la boquilla del tubo y se cerro.

3. Se tomd con un asa la muestra de una caja petri con el microorganismo
problema.

4. Se paso al mismo tubo de ensaye previamente inoculado. Se hizo una estria
sobre el pico de flauta, realizando movimientos de zig-zag hasta completar
toda la superficie del medio.

5. Se incubo a 37 °C de 18-24 horas, junto con otro tubo con el mismo medio sin
in6culo (83), (84).

5.2.5.3.2.3. Prueba de Voges-Proskauer (V. P.) y de rojo de metilo

En la reaccion de V. P. el acido piravico, componente fundamental en la
degradacion fermentativa de la glucosa, es metabolizado luego a través de varias
vias, de acuerdo con los sistemas enzimaticos que poseen las diferentes
bacterias. Una de dichas vias lleva a la produccion de acetil-metil-carbinol
(acetoina), un subproducto de reaccion neutra. En presencia de oxigeno
atmosférico e hidréxido de potasio al 40%, la acetoina se convierte a diacetilo y el
a-naftol sirve de catalizador para producir un complejo de color rojo.

Por otro lado, la prueba de rojo de metilo es una prueba cuantitativa de la
produccion de acido, que requiere que los microorganismos positivos produzcan
acidos de fuerza media (lactico, acético, férmico) a partir de la glucosa, por la via
de la fermentacion acida mixta.
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1. Se sembrd por picadura dos tubos de ensaye de 16 x 150 mm con tapon de
rosca previamente flameado, con medio de Clark y Lubs en la parte media,
para depositar el inéculo.

2. Se flameo la boquilla del tubo y se cerro.

3. Se incubo a 37 °C de 18 a 24 horas (para prueba de V. P.), mientras que el
otro se incuba a 37 °C de 48 a 72 horas (para prueba de rojo de metilo), se
incubaron ademas otros dos tubos sin inéculo como control.

4. Se afiadié 0.6 mL de a-naftol al 5% seguidos de 0.2 mL de KOH al 40% a un
tubo control y al tubo para realizar la prueba de V. P., se agito y dejo reposar
durante 10 a 15 minutos.

5. Se afadio 0.25 mL de rojo de metilo a los otros dos tubos después del tiempo
de incubacion (83), (84).

5.2.5.3.2.4. Prueba de la oxidacion-fermentacion de glucosa y/o
lactosa

Esta prueba se realiza en un medio que presenta una menor relacién de proteinas
y una relacién elevada de carbohidratos, con lo cual se reduce la formacion de
aminas alcalinas que pueden neutralizar las pequefias cantidades de &cidos
débiles derivados del metabolismo oxidativo. La concentracion relativamente
mayor de carbohidratos sirve para aumentar potencialmente la produccion de
acido.

Se sembro por picadura dos tubos de ensaye de 16 x 150 mm con tapén de
rosca previamente flameado, con medio de Hugh y Leifson en la parte media,
para depositar el indculo.

Se flameo la boquilla del tubo para hacer que se desprenda el oxigeno incluido
en el medio y se cerro.

Se sellé uno de los tubos con 1 o 2 mL aceite mineral estéril para mantenerlo
en anaerobiosis. Se cerraron ambos tubos con su tapon de rosca.

Se incubo a 37 °C de 48 a 72 horas, junto con otros dos tubos con el mismo
medio sin indculo (uno de éstos con aceite mineral) (83), (85).

5.2.5.3.3. Metabolismo de aminoéacidos

5.2.5.3.3.1. Prueba de descarboxilacion de aminoacidos
Esta prueba se puede realizar con el agar de hierro y lisina (LIA) en el cual se
puede medir la capacidad enzimatica de un organismo para descarboxilar un
aminoacido (lisina) para formar una amina con la consiguiente alcalinizacion.

También otra forma de evaluar la descarboxilacion es con el medio MIO
(motilidad-indol-ornitina), el cual se trabaja con el aminoacido ornitina, en este
medio también se puede evaluar motilidad y produccién de indol.
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1. Se sembrd por picadura un tubo de ensaye de 16 x 150 mm con tapdén de
rosca previamente flameado, con medio de LIA en la parte media, para
depositar el inoculo.

2. Se flameo la boquilla del tubo y se cerro.

3. Se tomO con un asa la muestra de una caja petri con el microorganismo
problema.

4. Se paso6 al mismo tubo de ensaye previamente inoculado. Se hizo una estria
sobre el pico de flauta, realizando movimientos de zig-zag hasta completar
toda la superficie del medio.

5. Se incubo a 37 °C de 18 a 24 horas, junto con otro tubo con el mismo medio
sin inéculo (84), (86).

6. Se picd un tubo de ensaye de 16 x 150 mm con tapdén de rosca previamente
flameado, con medio MIO en la parte media, para depositar el inéculo.

7. Se flameo la boquilla del tubo y se cerré.

8. Se incubo a 37 °C de 24 a 48 horas, junto con otro tubo con el mismo medio
sin indculo.

9. Con esta prueba se puede determinar la movilidad, indol (es recomendable
realizarla al final) y descarboxilacion de la ornitina (83), (86).

5.2.5.3.3.2. Produccién de acido sulfhidrico (H2S)

Ciertas especies bacterianas tienen la capacidad de liberar azufre a partir de
aminoacidos azufrados (cisteina y metionina) y otros compuestos que los
contienen, la produccion de gas HzS, constituye una caracteristica importante para
la identificacion. El medio SIM (sulfuro-indol-motilidad) es mas sensible para
detectar el H2S, debido a su consistencia semisolida, la ausencia de carbohidratos
que inhiban la formacion del HzS y el uso de hierro peptonado como indicador. En
este medio también se puede evaluar motilidad e indol.

1. Se sembrd por picadura un tubo de ensaye de 16 x 150 mm con tapdén de
rosca previamente flameado, con medio MIO en la parte media, para depositar
el indculo.

2. Se flameo la boquilla del tubo y se cerré.

3. Se incubo a 37 °C de 24 a 48 horas, junto con otro tubo con el mismo medio
sin indculo.

4. Con esta prueba se puede determinar la movilidad, indol (es recomendable
realizarla al final) y produccion de Hz2S (83), (84).

5.2.5.3.3.3. Prueba de indol
La prueba de indol estd basada en la formacion de un complejo de color rojo
cuando el indol reacciona con el grupo aldehido del p-dimetilaminobenzaldehido.
Se debe utilizar un medio rico en triptéfano para esta prueba, en la practica se
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emplean los medios SIM y MIO que presentan triptéfano, para la determinacion se
agregaron 5 gotas de reactivo de Kovac por las paredes del tubo (83).

5.3.

Nitrofurantoina

Estudios de disolucion de medicamentos que contienen

5.3.1. Aparato, equipo, material y reactivos
Aparatos

Disolutor: Distek dissolution
system 2100C (aparato 1y 2)
Bomba peristéltica Agilent
Ultrasonido Branson 3510
Agitador  vOrtex Barnstead
Thermolyne Type 16700 Mixer
Bomba de vacio Welch

Parrilla eléctrica con agitador
magnético VWR Dyla dual
Termocirculador Van-Kel
circulator VK-6

Equipos

Espectrofotometro  UV-Visible
HACH-DR 6000
Espectrofotobmetro con celda
de flujo continuo Agilent 84530
Céanulas con filtros
reemplazables

Software UV-Vis System
Computadora HP Compaq
8000 Elite Small Form Factor
Potenciometro Corning scholar
425
Balanza
Toledo
Balanza digital Mettler PM
3000

analitica Mettler

Material

16 Matraces volumétricos de
10 mL, Pyrex y Kimax

1 Matraz volumétrico de 25
mL, Kimax

1 Matraz volumétrico de 100
mL, Kimax

1 Matraz volumétrico de 200
mL, Pyrex

1 Matraz volumétrico de 250
mL, Pyrex

1 Matraz volumétrico de 500
mL, Kimax

3 Matraces volumétricos de
1000 mL, Pyrex

1 Pipeta volumétrica de 5 mL,
Kimax

1 Pipeta graduada de 5 mL,
Kimax

1 Micropipeta de 100 pL a
1000 pL, Finnpipette Thermo
scientific

1 Perilla de 3 vias

60 Tubos de ensaye de 13 x
100 mm, Pyrex y Kimax

3 Gradillas para tubos de
ensaye

2 Probetas de 500 mL, Pyrex

1 Probeta de 250 mL, Pyrex

1 Probeta de 100 mL, Kimax

1 Probeta de 25 mL, Pyrex

2 Matraces Kitasato de 1000
mL, Pyrex
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Agitador de vidrio e 6 jeringas de plastico de 20 mL

2 Vasos de precipitados de e 6 jeringas de 10 mL

1000 mL, Pyrex e 6 jeringas de 5 mL

1 Vaso de precipitados de 600 e Filtros para jeringa de 0.45 pm,
mL, Pyrex marcas Minisart y Nalgene

3 Vasos de precipitados de _

250 mL, Pyrex Reactivos

1 Vaso de precipitados de 100 e Estandar de Nitrofurantoina,
mL, Kimax Sigma-Aldrich

1 Vaso de precipitados 50 mL, e Dimetilformamida, Sigma-
VWR Aldrich

1 Vaso de precipitados de 30 e Fosfato monobasico de
mL, Pyrex potasio, Fermot

1 Cuchara espatula de teflon o Hidréxido de sodio, grado
1 Pizeta reactivo

3 Vidrios de reloj, Pyrex  Acido fosférico, grado reactivo
Membrana para filtracion de e Capsulas calibradoras para
nylon 0.47 mm potenciémetro pH 4, 7 y 10,
Sistema de filtracién de vacio, HACH

Nalgene e Agua destilada, Sparkletts

5.3.2. Preparacion de Soluciones

5.3.2.1. Solucion amortiguadora para calibracion del potenciémetro
(pH 4, 7, 10)

. Se midi6 con la ayuda de una probeta de 100 mL, 50 mL de agua destilada.

. En un recipiente limpio, seco y con tapadera de rosca, se coloco

aproximadamente 25 mL de agua destilada.

. Se colocé el contenido de la “capsula “, agitar hasta disolver.

. Se rotulé con nombre, pH y fecha de elaboracién.

5.3.2.2. Solucién de hidréxido de sodio (NaOH) 0.2 M

. Se calent6 1000 mL de agua destilada para eliminar el COz y se dej6 a
temperatura ambiente manteniéndola tapada con un vidrio de reloj.

. Se pesaron 8 g de NaOH y se transfirio a un matraz volumétrico de 1000
mL que contenia aproximadamente 250 mL de agua libre de CO2

. Se colocé en ultrasonido por 5 minutos para disolver

. Se aforo hasta la marca con agua libre de CO..

5.3.2.3. Solucién de fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) 0.2 M
. Se peso en balanza digital 27.2 g de KH2POa.
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Se transfirio el KH2PO4 a un matraz volumétrico de 1000 mL que contenia
aproximadamente 250 mL de agua destilada.

Se coloco en ultrasonido para disolver.

Se aforo hasta la marca.

5.3.2.4.  Solucion de hidroxido de potasio (KOH) 0.2M
Se peso en balanza digital 1.12 g de KOH.
Se transfirid a un matraz volumétrico de 100 mL que contenia 50 mL de
agua destilada.
Se disolvio en ultrasonido.
Se aforo hasta la marca.

5.3.2.5. Solucién de acido fosforico (HzPO4) 2 M
En un matraz de 100 mL se colocaron aproximadamente 20 mL de agua
destilada.
Se pas6 16 mL de H3PO4 (85% de concentracion) al matraz.
Se agreg6 cuidadosamente agua y se permitié enfriar.
Se almaceno en frasco ambar.

5.3.2.6. Solucion amortiguadora (S.A) de fosfatos pH 7.2 + 0.05
(medio de disolucién)
En un vaso de precipitados de 1000 mL se mezcldé 250 mL de solucién de
KH2PO4 0.2 M con 175 mL de NaOH 0.2 M y 500 mL de agua destilada.
Con la ayuda de un potenciémetro se midié el pH, si es necesario ajustar el
pH con solucion 2 M de KOH o H3PO4 al 85%.
Se pas6 a un matraz volumétrico de 1000 mL y se aforo con agua destilada.

5.3.3. Desgasificacion del medio de disolucion o solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.2 + 0.05

Se coloc6 un matraz Kitasato de 1000 mL en el ultrasonido, se conecto el

sistema de vacio (bomba) y el sistema de filtracién con un filtro de 0.45 pm.

Se vertié con cuidado solucién amortiguadora en el sistema de filtracion, y

se encendio el ultrasonido y bomba de vacio.

Una vez filtrados los 1000 mL de solucién, se apagoé la bomba de vacio y el

ultrasonido, se retir6 el embudo, tapo el matraz y se vuelve a encender el

ultrasonido y la bomba, durante 15 minutos en ultrasonido para desgasificar

solucion.

Se apago la bomba de vacio y transferir el medio a los vasos del disolutor

con la ayuda de una probeta de 500 mL.
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5.3.4. Validacion del sistema de disolucion

5.3.4.1. Linealidad

Preparacion de solucién patron de Nitrofurantoina de 100 pug/mL.

1. Se pesaron 10 mg de estandar de Nitrofurantoina en balanza analitica y se
pasaron a un matraz volumétrico de 100 mL.
2. Se adiciono 5 mL de dimetilformamida y se coloc6 en ultrasonido por 5

minutos para ayudar a disolver.

3. Se llevé a aforo con solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2 + 0.05,

previamente filtrada y desgasificada.

Preparacion de la curva de calibracion

Los puntos de la curva de linealidad se realizan como se indica en la tabla 7. Las
soluciones de concentracion conocida se preparan en matraces volumétricos de
10 mL y se llevan al aforo con una solucion reguladora de fosfatos pH 7.2 + 0.05

para obtener las siguientes concentraciones 3, 5, 7, 9, 10, 12, 15y 17 pg/mL.

Tabla 7: preparacion de las soluciones de concentracion conocida de NTF para la

Concentracion
(ug/mL)

Matraz
1

OO O~ WDN

5.3.4.2. Precision

curva de calibracion.
Volumen de
alicuota (pL)

3
5
7
9
10
12
15
17

300
500
700
900
1000
1200
1500
1700

Aforo
(mL)

10
10
10
10
10
10
10
10

Las concentraciones para calcular precision se preparan como se indica en la
tabla 8 considerando que las concentraciones deben ser intermedias a las que se
eligen para linealidad. La solucion patron para la preparacion de la curva de
precision se realiza con el mismo método que el de la curva de linealidad,

utilizando también una solucion patrén de concentracion de 100 pg/mL de NTF.
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Tabla 8: preparacion de las soluciones de concentracion conocida de NTF para la
determinacién de precision.

Matraz Concentracién \/olumen Aforo
(ug/mL) Alicuota (pL) (mL)

1 4 400 10

2 6 600 10

3 8 800 10

4 11 1100 10

5 16 1600 10

5.3.5. Metodologia propuesta para la obtencion de perfiles de
disolucion de medicamentos de NTF

Para la obtencién de los perfiles de disolucion, los tiempos empleados para su
obtencion se tomaron a partir de lo propuesto por la FDA para la disolucion de
suspensiones de NTF, con los tiempos de muestreo de 15, 30, 60, 120 y 180
minutos, ademas se adicionaron los tiempos de muestreo de 3, 5, 10, 45 y 90
minutos para poder observar mejor la liberacion del medicamento.
Las muestras fueron recolectadas utilizando 2 tipos de muestreo como se describe
en las tablas 9y 10.

5.3.5.1. Método de disolucion de medicamentos de NTF
Tabla 9: condiciones experimentales para perfiles de disolucion de medicamentos

de NTF.
Condiciones Céapsulas Suspensiones Tabletas
I\_/Ied|0 Fj,e Solucion amortiguadora de fosfatos
disolucion
Volumen del
medio A=
plal el 7.2 +0.05
medio
Temperatura 37°C+0.5
Aparato 1 (canastas) (palgtas) 1 (canastas)
Velocidad
de agitacion 100 rpm 50 rpm 100 rpm
Longitud de
onda 375 nm
UIEPOE € 3", 5", 10, 15™, 30, 45, 60, 90, 120, 180 minutos
muestreo
M@ £ Muestreo manual
muestreo

*Primer tiempo de muestreo de suspensiones
**Primer tiempo de muestreo de capsulas
***Primer tiempo de muestreo de tabletas
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Procedimiento

1.

Se coloco el medio de disolucion filtrado y desgasificado en cada vaso,
esperando a que se alcance la temperatura de 37 °C £ 0.5.

En caso de trabajar con el aparato 1, se introdujeron las tabletas o capsulas
en las canastillas y se colocaron en la guia del disolutor. Se bajo la
plataforma, se colocaron las tapas y se encendio el equipo.

Si se trabaja con el aparato 2, se bajo la plataforma que sostiene las
paletas, se coloco las tapas y se espera a que se alcance la temperatura de
37°C=x0.5.

Se agito la suspension en forma manual, 30 veces aproximadamente, antes
de tomar la muestra que se va agregar a cada vaso del disolutor.

Con una jeringa de 20 mL se tom6 una muestra de 20 mL y se colocé la
suspension de NTF en cada vaso.

Se encendidé el aparato de disolucion hasta que todas las muestras se
encuentraban en los vasos (si se usan canastillas) o cuando se adicione la
primera muestra (con paletas).

Se tomaron 3 mL muestra a los tiempos sefialados en la tabla 9 (para el
caso de las tabletas tomar 6 mL muestra para los primeros 4 tiempos de
muestreo que se encuentran dentro de la primera hora de disolucién y 3 mL
para los otros tiempos).

Se filtré la muestra usando un filtro Milipore de 0.45 pm y se deposité en un
tubo de ensaye de 13 x 100 mm.

Se tom6 1 mL de muestra filtrada, se pasé a un matraz volumétrico de 10
mL y se aforo con solucion amortiguadora (S. A.) de fosfatos pH 7.2 (para
el caso de las tabletas se tomaron 5 mL de las primeras 4 muestras filtradas
tomadas hasta la hora y se pas6 a un matraz volumétrico de 10 mL y aforo
con S. A. de fosfatos pH 7.2. Si las muestras que se obtienen en un
intervalo de una hora muestran absorbancias que salen de la curva de
calibracion, analizarla de nuevo tomando en 1 mL de muestra filtrada en
lugar de 5 mL; para las otras muestras se tomara sélo 1 mL y se aforara en
matraz volumétrico de 10 mL con S. A. de fosfatos pH 7.2). Leer la
absorbancia a 375 nm.
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5.3.5.2. Método de disolucién de suspensiones, tabletas y capsulas de

NTF

Tabla 10: condiciones experimentales para la obtencion de perfiles de disolucion

de medicamentos de NTF.

Condiciones Céapsulas Suspensiones Tabletas
I\_/Iedm _d,e Solucion amortiguadora de fosfatos
disolucion
Vqume_n del 900 mL
medio
gl lel 7.2+0.05
medio
Temperatura 37°C+05
Aparato 1 . 2 ! 2
P (canastas) (paletas) (paletas) (canastas) (paletas)
Velocidad
de agitacion 100 rpm 75 rpm 50 rpm 100 rpm 75 rpm
Longitud de 375 nm
onda
UIERES €1 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180 minutos
muestreo
Ui 8l Muestreo automatizado
muestreo

Procedimiento:

1. Se colocé el medio de disolucion filtrado y desgasificado en cada vaso,
esperando a que se alcance la temperatura de 37 °C £ 0.5.

2. Se colocaron los filtros en los muestreadores.

3. Se encendieron la computadora, la bomba, el automuestreador y el

espectrofotometro antes de abrir el programa UV-visible System en el modo
On Line en la computadora; de lo contrario el programa no establecera
conexion con el espectrofotometro.

4. Se alimentaron las condiciones de trabajo que solicita el programa que se
presentan en la tabla 10 y cargar la curva de linealidad que se realizé
previamente.

5. Se encendieron las lamparas y se leyo blanco.

6. Se sumergieron los muestreadores (canulas) en un vaso de precipitados con
200 mL de medio de disolucion, requerido para el ciclo de lavado inicial.

7. Se introdujeron las tabletas o capsulas en las canastillas y se colocaron en la

guia del disolutor (en caso de trabajar con el aparato 1). Se bajo la plataforma,
se colocaron las tapas y se encendio el equipo.
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10.

11.

12.

13.

14.
15.

Se baj6 la plataforma que sostiene las paletas (si se trabaja con el aparato 2),
se colocaron las tapas y se esper6 a que se alcance la temperatura de 37 °C +
0.5.

Se colocaron las canulas en los vasos del disolutor y se inici6 la disolucion.

Se colocaron las tabletas, capsulas o suspension, de acuerdo a la cuenta
regresiva que indica el software.

Se agito la suspension en forma manual, 30 veces aproximadamente.

Con una jeringa de 20 mL se tomé una muestra de 20 mL de la suspension de
nitrofurantoina, se coloc6 en cada vaso conforme el conteo regresivo
correspondiente introduciéndolas por los orificios de las tapas.

Al término de la corrida de disolucion se pusieron las canulas en agua
destilada y se ejecuto el ciclo de lavado.

Se apagaron lamparas y se cerro el programa.

Se apagaron el espectrofotometro, la bomba y el controlador manualmente.
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Capitulo VI

Resultados



VI,

Resultados

6.1.Descripcion de los medicamentos utilizados
Las suspensiones de NTF utilizadas en el estudio se consiguieron a traves del
servicio de farmacia del Hospital Infantil de las Californias (se compraron 11
frascos, de 120 mL cada uno) las cuales fueron utilizadas para realizar las
pruebas de control de calidad y los perfiles de disolucién.

En cuanto a las tabletas y capsulas de NTF, éstas se compraron en una farmacia
de la localidad (Gusher) en la presentacion de caja con 40 unidades. A estos
medicamentos solo se le realiz6 la prueba de infrarrojo y perfiles de disolucion.

Los medicamentos utilizados son los que la COFEPRIS sefiala como producto de
prueba producido por el laboratorio Boehringer Ingelheim. La informacion del
medicamento se presenta en la tabla 6 del capitulo V, correspondiente a la parte
experimental.

6.2.Pruebas de control de calidad para suspensiones de
Nitrofurantoina

6.2.1. Variacion de volumen
Se utilizaron sélo 10 frascos de suspensién de NTF para realizar esta prueba, de
los 10 frascos 8 presentan un volumen de 120 mL y los 2 restantes presentaron
121 y 122 mL de suspension.

6.2.2. Potenciometria
Para esta prueba se utilizaron tres frascos de suspension de NTF y se analizaron
en diferentes dias, los pH mostrados fueron 4.90, 4.88 y 4.89.

6.2.3. Ensayo de identidad
El ensayo de identidad se realiz6 utilizando el espectrofotdmetro infrarrojo FT-IR
Nicolet is5, esta prueba se llevd a cabo con el estandar y el principio activo
obtenido de NTF obtenido de las formas farmacéuticas con las cuales se
realizaron los perfiles de disolucion. Cada espectro obtenido se presenta en el
apéndice A.

6.2.4. Limites microbianos
En la tabla 11 se presentan los resultados obtenidos del crecimiento microbiano,
mientras que en la 12 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas
realizadas.

50



Tabla 11: crecimiento microbiano en muestras de suspension de NTF.
1° filtrado en TSA | 1°filtrado en TSA | 2°filtrado en TSA | 2°filtrado en A. N*

TSB | E.coli Sa'rggf‘e"a TSB = E.coli Sa'";gf’e"a TSB = E.coli Sa'";gf‘e"a TSB | E.coli Sa'";gf‘e"a
Al X X X X X X X X X X X X
B v V X X X X X X X X X X
C | X X X X X X X X X X X X
D X X X X X X X X X X X X
E X X X X X X X X X X X X
F x X X X S*F v X X N X X v

*Agar nutritivo

** Se presentaron 3 tipos de colonias
v Crecimiento en el agar

A: Tubo con TSB

B: Tubo con 50% mas de TSB

C: Tubo con 100% mas de TSB

D: Tubo con tween

E: Tubo con tween y 50% mas de TSB
F: Tubo con tween y 100% mas de TSB

Tabla 12: resultados pruebas bioquimicas

Cat | Oxi | Glu | Lac | Sac Gas | H2S | Ure | Ind Mot | R.M. | V.P. | Lis | Cit

| + - + + + + - + + + - - + +
| + - W+ - - * - - - - + - N -
"+ - - - - * - - - + + - N +
v | - - - - - - - - - - - - N -
vV o+ - - + + - - - - - - - N -
VI + - - - - - - - - - - - N -

I: E. coli de la condicion B

II: E. coli de la condicion F

lll; E. coli de la condicion F

IV: E. coli de la condicién F

V: Salmonella sp de la condicién F
VI: Salmonella sp de la condicion F

6.3.Validacion del sistema de disolucion
La linealidad del sistema se realiz6 utilizando dos espectrofotometros diferentes
para leer la absorbancia: el espectrofotometro HACH-DR 6000 por medio de un
método manual y el espectrofotbmetro UV-Visible Agilent 8453 con celda de flujo
continuo haciéndose por un método automatizado.
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6.3.1. Linealidad del sistema de disolucion utilizando el
espectrofotémetro HACH-DR 6000

En la tabla 13 se muestran los datos de linealidad obtenidos a partir de las
absorbancias y el coeficiente de variacion presentado en porcentaje (% C. V.). del
factor de respuesta para ambas curvas. En las figuras 2 y 3 se muestran las
gréficas correspondientes a la linealidad de cada curva realizada con el
espectrofotometro HACH-DR 6000; los resultados obtenidos de absorbancia y de
factor de respuesta para cada concentracion se muestran en el apéndice B.

Tabla 13: linealidad del sistema de disolucién de NTF.

0,
b m r % C. V. & Er_ror
relativo
Curva A -0.0005 74.6830 0.9999 0.9067 0.7815
Curva B 0.0044 74.0200 0.9995 1.2788 0.5446

1.40 -
1.20 -+

1.00 -
y = 74.6830x - 0.0005
0.80 - r2 = 0.9998

0.60 -

Absorbancia

0.40 -

0.20 -

0-00 T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02
Concentracién (mg/mL)

Figura 2: linealidad del sistema de disolucion para NTF, curva A.
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1.40 ~

1.20 -

1.00 -

0.80 -

0.60 -

Absorbancia

0.40 -

0.20 -

y =74.02x + 0.0044
r?=0.9990

0.00

0.005 0.01 0.015 0.02

Concentracién (mg/mL)

Figura 3: linealidad del sistema de disolucion para NTF, curva B.

6.3.2. Linealidad del sistema de disolucion utilizando el sistema de
muestreo automatizado

En la tabla 14 se muestran los datos de linealidad obtenidos a partir de las
absorbancias y el % C. V. del factor de respuesta para ambas curvas. En las
figuras 4 y 5 se muestran las graficas correspondientes a la linealidad de cada
curva realizada con el espectrofotometro UV-Visible con celda de flujo continuo
Agilent 8453; los resultados obtenidos de absorbancia y factor de respuesta para
cada concentracion se muestran en el apéndice C.

Tabla 14: linealidad del sistema de disolucion de NTF.

b

Curva A -0.0002
Curva B 0.0007

m R %C. Vv, | °Emmor
relativo

8.8534 0.9999 0.7976 0.6150
8.8720 0.9997 1.5755 1.2882
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0.16

0.14 -

o

[N

N
1

y = 8.8534x - 0.0002
r?=0.9998

Absorbancia
© o
o =
(0% o
1 1

©

o

(o)}
I

0.04 -

0.02 -

0-00 T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02

Concentracién (mg/mL)

Figura 4: linealidad del sistema de disoluciéon para NTF, curva A.

0.16 -

0.14 -

o

[N

N
1

y = 8.872x + 0.0007
r? =0.9995

Absorbancia
© o o
o o =
(o)} (o] o

1 1 1

o

o

D
1

0.02 -

0.00 T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02

Concentracién (mg/mL)

Figura 5: linealidad del sistema de disolucion para NTF, curva B.

6.3.3. Precision del sistema de disolucion
La precision del sistema se realizo calculando la reproducibilidad.

6.3.3.1. Reproducibilidad

En la tabla 15 se muestran los datos del promedio, D.E. y % de C.V. del factor de
respuesta para la repetibilidad del sistema, obtenidos a partir de las absorbancias
de las tres curvas realizadas con el espectrofotdmetro HACH-DR 6000, mientras
que en la tabla 16 se muestran los resultados de la curva obtenida para evaluar la
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reproducibilidad del sistema (intercepto, pendiente y coeficiente de correlacion
para cada absorbancia); los resultados obtenidos para cada concentracion
propuesta se muestran en el apéndice D.

Tabla 15: reproducibilidad del sistema de disolucién de NTF.
Concentracion

(mg/mL) X D.E %C. V
0.004 0.3097 0.0061 1.9731
0.006 0.4653 0.0035 0.7547
0.008 0.6150 0.0036 0.5863
0.011 0.8493 0.0025 0.2963
0.016 1.2267 0.0047 0.3853

Tabla 16: resultados de las curvas de reproducibilidad.

Curva A Curva B Curva C
r 0.9999 0.9999 0.9999
m 77.3864 75.8750 76.0341
b -0.0051 0.0103 0.0107

6.4.Perfiles de disolucion de medicamentos que contienen
Nitrofurantoina.
Los resultados del porcentaje disuelto promedio obtenido, utilizando el aparato 2
para suspensiones con muestreo manual y el aparato 1 para capsulas y tabletas,
se muestran en el siguiente orden: en la tabla 17 y figura 6 para las suspensiones
25 mg/5 mL (20 mL), en la tabla 18 y figura 7 para capsulas de 100 mg y en la
tabla 19 y figura 8 para tabletas de 100 mg.

Los datos del porcentaje disuelto a los diferentes tiempos de muestreo para cada
vaso se presentan en los apéndices E y F.

Los datos del porcentaje disuelto promedio utilizando muestreo automatizado se
muestran de la siguiente forma: en la tabla 20 y figura 9 para suspension
25 mg/5 mL (20 mL); tabla 21 y figura 10, capsulas de 100 mg y tabla 22 y figura
11, tabletas de 100 mg, respectivamente. Utilizando el aparato 1 para tabletas y
capsulas.

El porcentaje disuelto a los diferentes tiempos de muestreo para cada vaso se
presentan en los apéndices G y H.

Los resultados obtenidos utilizando el aparato 2 y muestreo automatizado se
presentan en la tabla 23 y figura 12 para las capsulas de 100 mg y en la tabla 24 y
figura 13 se presentan los resultados para tabletas de 100 mg.
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Los resultados del porcentaje disuelto a los diferentes tiempos de muestreo para
cada vaso se presentan en el apéndice I.

6.4.1. Perfil de disolucion de suspensiones de Nitrofurantoina
25 mg/5 mL, aparato 2, muestreo manual y velocidad de agitacion
de 50 rpm

Tabla 17: porcentaje disuelto de suspensiones de NTF de 25 mg/ 5 mL (n=12).
Tiempo

: X D.E % C. V. Maximo Minimo
(minutos)
3 41.2023 13.3977 32.5170 69.9710 23.2470
5 59.5408 11.9851 20.1292 75.1760 41.7671
10 79.5640 4.7952 6.0268 87.4017 71.7867
15 88.7332 3.3601 3.7867 94.3014 84.1335
30 95.7640 4.5563 4.7578 103.8641 89.2174
45 95.2294 12.0871 12.6926 106.8902 58.1084
60 95.6934 4.5671 4.7726 105.8008 87.7649
90 92.4554 8.4449 9.1341 107.7376 80.3810
120 97.6806 6.4591 6.6125 109.9164 84.2545
180 99.5770 5.1118 5.1335 110.4006 88.7332
120.00 -
100.00 - _ T o S
. ? 1
§ b J- 1
S 80.00 -
a L
E; 60.00 —T
2 1
S 40.00 -
2 |
20.00 -
0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 6: perfil de disolucion de suspensiones de NTF de 25 mg/5 mL, porcentaje
disuelto promedio £ 1 D. E.
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6.4.2. Perfil de disolucion de capsulas de Nitrofurantoina de 100 mg,
aparato 1, muestreo manual y velocidad de agitacién de 100 rpm

Tabla 18: porcentaje disuelto de capsulas de NTF de 100 mg (n=12).

Tiempo <
minutos

5 67544 14934 221095 = 9.6898 47269
1.6882 13.8248
| | | |
22.9444 2.3149 10.0892 25.7890 19.1314
| | | |

X D.E % C. V. Méaximo Minimo

60 | 35.3416 3.4518 9.7669 42.8566 29.1783

90 418680 = 29519  7.0505 453985 = 36.5621
48.2028 3.3346 6.9178 52.1772 43.3408
| | |

Porcentaje disuelto

0-00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 7: perfil de disolucion de capsulas de NTF de 100 mg, porcentaje disuelto
promedio + 1 D. E.
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6.4.3. Perfil de disolucion de tabletas de Nitrofurantoina de 100 mg,
aparato 1, muestreo manual y velocidad de agitacién de 100 rpm

Tabla 19: porcentaje disuelto de tabletas de NTF de 100 mg (n=12).

Tiempo X D.E % C. V. Maximo Minimo
minutos

15 104536 10457 100036  12.6385 = 9.4186
16.6250 1.5402 9.2646 19.3445 14.7689

| | | |
60 | 29.2804 2.3952 8.1803 33.3375 26.2199

| | | |
3.0792 38.4989
31550 6.707  56.6569

180 511281 - 46.3669

60.00 -
50.00 -
40.00 -
30.00 -

20.00 -

Porcentaje disuelto

10.00 -

0-00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 8: perfil de disolucion de tabletas de NTF de 100 mg, porcentaje disuelto
promedio + 1 D. E.
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6.4.4. Perfil de disolucion de suspensiones de Nitrofurantoina de
25 mg/5 mL, aparato 2, muestreo automatizado y velocidad de
agitacion de 50 rpm

Tabla 20: porcentaje disuelto de suspensiones de NTF de 25 mg/ 5 mL (n=12).

Tiempo <
minutos

5 318883  7.0911 222373 414500 = 19.2300
57.4817 10.2651 17.8581 70.4900 41.9300

| | | |
85.7300 1.4094 1.6440 87.5100 82.9400

X D. E % C. V. Maximo Minimo

45 862975 10679 12374  87.6200  84.2500
60 | 86.4192 1.0273 1.1887 87.7600 84.5100

90 865725 10276 11870  87.8900  84.6600
86.6817 1.0100 1.1652 88.1100 84.8100
| | | |

100.00 ~
90.00 -
80.00 -
70.00 -
60.00 -
50.00 -
40.00 -
30.00 -
20.00 -
10.00 -

0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Porcentaje disuelto

Figura 9: perfil de disolucion de suspensiones de NTF de 25 mg/5 mL, porcentaje
disuelto promedio £ 1 D. E.
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6.4.5. Perfil de disolucion de cépsulas de Nitrofurantoina de 100 mg,
aparato 1, muestreo automatizado y velocidad de agitacion de 100
rpm

Tabla 21: porcentaje disuelto de capsulas de NTF de 100 mg (n=6).

Tiempo < 0 . . -
S X D. E % C. V. Maximo Minimo

5 64785 = 20436 315445 96370 42150
11.0483 1.5671 14.1840 13.2700 8.9700

| | | |
18.7200 1.3174 7.0372 19.8600 16.6300
.45

226583  1.3338 58865 = 24.0600 205500
60 | 26.0783 1.3379 5.1304 27.6600 23.9500
90

319450  1.3293 41612 337100  29.9200
37.0083 1.2841 3.4697 38.8000 35.2000
| | |

0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 10: perfil de disolucion de capsulas de NTF de 100 mg, porcentaje disuelto
promedio + 1 D. E.
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6.4.6. Perfil de disolucion de tabletas de Nitrofurantoina de 100 mg,
aparato 1, muestreo automatizado y velocidad de agitacion de 100
rpm

Tabla 22: porcentaje disuelto de tabletas de NTF de 100 mg (n=6).

Tiempo < 0 . . -
S X D. E % C. V. Maximo Minimo

5 34960 08269 236516 42750 21410
6.3115 0.7875 12.4775 7.1470 4.9590

| | | |
14.7233 1.0136 6.8845 16.1900 13.2900

45 196450 12063 = 6.1405  21.4800  18.1300
60 | 23.8667 1.3848 5.8022 26.0500 22.3300

90 306733 16539 = 53918 332500  28.9900
36.0183 1.8150 5.0392 38.7400 33.9700
| | |

0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 11: perfil de disolucion de tabletas de NTF de 100 mg, porcentaje disuelto
promedio + 1 D. E.
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6.4.7. Perfil de disolucion de cépsulas de Nitrofurantoina de 100 mg,
aparato 2, muestreo automatizado y velocidad de agitacion de 75
rpm

Tabla 23: porcentaje disuelto de capsulas de NTF de 100 mg (n=6).

Tiempo < 0 . . -
S X D. E % C. V. Maximo Minimo

5 31832 17678 555331  6.0570 08144
9.9205 3.3951 34.2235 14.7400 6.9570

| | | |
17.0017 3.4551 20.3223 21.5000 13.0900

45 188967 = 37322  19.7503  24.0700 153700
60 | 20.6000 3.8708 18.7904 26.2900 17.3600

90 236367 39057 165239  29.8200  20.1500
26.2333 3.9886 15.2045 32.6800 21.7900
| | | |

40.00 -
35.00 -
30.00 -
25.00 -

isuelto

2, 20.00

15.00 -

Porcentaje d

10.00 -

5.00 -

0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 12: perfil de disolucion de capsulas de NTF de 100 mg, porcentaje disuelto
promedio + 1 D. E.

62



6.4.8. Perfil de disolucion de tabletas de Nitrofurantoina de 100 mg,
aparato 2, muestreo automatizado y velocidad de agitacion de 75
rpm

Tabla 24: porcentaje disuelto de tabletas de NTF de 100 mg (n=6).

Tiempo < 0 . . -
S X D. E % C. V. Maximo Minimo

5 42045 = 08895  21.1569 49980 3.0540
7.9322 0.6724 8.4769 8.5070 6.7300

| | | |
15.9767 1.0050 6.2904 17.2400 14.7800

45 201133 11610 = 57724  21.3900 185300
60 | 23.6567 1.2867 5.4390 24.8500 21.7900

90 290950 16770 = 55921  30.6600  26.9100
33.6750 2.6516 7.8742 36.9600 29.8900
| | |

0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (minutos)

Figura 13: perfil de disolucion de tabletas de NTF de 100 mg, porcentaje disuelto
promedio + 1 D. E.
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Capitulo VI
Analisis de resultados



VII.

Analisis de resultados

Como en la FEUM 10ma edicion sélo se maneja la prueba de disolucion para las
capsulas y tabletas de NTF pero no para la suspension; ademas de no
presentarse propuestas para la elaboracion de perfiles de disolucion de formas
farmacéuticas que contienen NTF. Se tomaron los tiempos para hacer el perfil de
disolucion de los propuestos por la FDA, ademas de proponer otros tiempos para
poder observar mejor la disolucion de las diferentes formas farmacéuticas. Los
perfiles de disolucion se realizaron utilizando muestreo manual y automatizado,
omitiendo para este ultimo el tiempo de muestreo de 3 minutos ya que no se tiene
contemplado en el programa; también se evalud la diferencia de la disolucién
utilizando el aparato 1y 2 (para capsulas y tabletas).

7.1.Control de calidad
De los 11 frascos de suspension de NTF comprados se utilizaron sélo 10 para
realizar la prueba de variacién de volumen, una vez realizada, la suspension se
utilizé para los ensayos de identidad, potenciometria o disolucion mientras que el
frasco 11 se reservé para la prueba de limites microbianos.

7.1.1. Variaciéon de volumen
En el punto 6.2.1 del capitulo VI, se presentan los resultados del volumen de 10
frascos de suspension de NTF, la FEUM indica que el volumen promedio de los 10
envases no debe ser menor a lo declarado en el marbete y el volumen de ningun
frasco debe ser menor al 95% de lo declarado, gracias a los datos se puede
calcular el volumen promedio que es de 120.5 mL con lo cual las suspensiones
aprueban este estudio (49).

7.1.2. Potenciometria
En el punto 6.2.2 del capitulo VI, se muestran los valores de pH obtenidos de 3
suspensiones de NTF, presentando un valor de pH promedio de 4.89 el cual esta
dentro del rango de pH que marca la FEUM para la suspension de NTF que es de
4.5 a 6.5 (49), (48).

7.1.3. Ensayo de identidad de NTF
En el apéndice A se muestran los espectros de trasmitancia obtenidos de la
identificacion del principio activo (estandar, suspensiones, capsulas y tabletas), en
la tabla 25 se muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 25: trasmitancia de muestras de nitrofurantoina.
Muestra Trasmitancia (cm™)
Estandar 3281.02 1778.32 1725 1518.34 1518 1350
Suspension | 3283.67 | 1778.11 @ 1726.33 1560 1528.51 @ 1379.89
Céapsulas 3283.19 1780 1722.09 1561.84 1519.14 1378.84
Tabletas 3282.38 1770 1722.04 | 1608.95 '@ 1519.07 @ 1378.67

En los espectros de infrarrojo se puede observar la presencia del grupo nitro con
frecuencia entre la region de 1600 a 1530 cm™ y 1390 a 1300 cm?, la presencia
de banda entre 3500 a 3100 cm™ ayuda identificar el enlace entre nitrbgeno e
hidrogeno; por otra parte las bandas entre 1640 a 1550 cm™ sefialan la presencia
de una amina secundaria, bandas en las regiones de 1350-1000 cm™ se pueden
identificar como enlaces entre carbono y nitrégeno, sin embargo, en la regién de
1300-1000 cm™ también se pueden identificar enlaces sencillos entre carbono y
oxigeno propios de éteres y gracias a la ausencia de bandas en las regiones de
3650-3300 cm se puede descartar la presencia de grupos hidroxilos propios de
alcoholes y &cidos carboxilicos que también presentan bandas en las regiones de
los éteres. El grupo carbonilo se puede ver entre 1820 a 1660 cm™ y las bandas
entre 1725 a 1705 cm™* muestran la presencia de cetona (71), (72), (87).

7.1.4. Limites microbianos

Como no se logré conseguir el crecimiento de las bacterias se tuvo que llegar
hasta la filtracion; con el producto que se obtuvo se procedié a repetir las
condiciones sugeridas por la FEUM, una vez que se inocularon todos los tubos por
72 horas (ya que no se veian cambios en los tubos), se pasé a caja petri con TSA
debido a que la coloraciébn no permitia ver crecimiento a simple vista, se realizd
por dos métodos: extendido en superficie y vaciado en placa, los resultados entre
ambos métodos de sembrado fueron diferentes debido a que en el extendido el
tubo que tenia 50% mas de TSB mostré crecimiento para la muestra que contenia
E. coli y el tubo control, mientras que en el otro se observo crecimiento en el tubo
gue tenia el doble de TSB y tween mostrando crecimiento el tubo que se inoculd
con Salmonella y el de E. coli, sin embargo, en la caja petri de E. coli se tenian 3
tipos de colonias diferentes. No se hicieron pruebas bioquimicas de la placa
control por ser grampositivos.

Se volvié a repetir la prueba filtrandose dos veces la muestra, para poder eliminar
la mayor cantidad de excipientes de la suspension, después se realizaron las
condiciones para la recuperacion de los microorganismos por medio del vaciado
en placa pero utilizando medio TSA y agar nutritivo; mostrando solo crecimiento en
la cuarta condicién con el doble de TSB para los tubos que se inocularon con
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Salmonella, sin embargo, no fue posible recuperar el microorganismo debido al
tiempo que se dejé incubando en presencia de la nitrofurantoina.

7.2.Validacion del sistema de disolucion
La curva de calibracion se realizd utilizando 8 soluciones de concentracion
conocida que van de 3 a 17 wW/mL, éstas se hicieron por duplicado, ademés de
medirse en diferentes espectrofotometros con celdas de diferente longitud (1 cmy
0.1 cm) de paso 6ptico, obteniéndose por lo tanto resultados 10 veces menores
con el equipo que utiliza celda de paso 6ptico pequefio.

7.2.1. Linealidad
Los resultados de linealidad obtenidos se presentan en las tablas 13 y 14 medidos
con diferentes equipos, los coeficientes de regresion obtenidos para cada curva
fueron mayores de 0.99 y presentaron un error relativo menor del 2%.

7.2.2. Precision
En cuanto a la precision, se observa un coeficiente de variacion del factor de
respuesta menor de 2% (tabla 15) por lo que de acuerdo a la NOM- 177-SSA1-
2013 (55), el sistema de disolucién cumple con el criterio de precision.

7.3.Estudio de perfiles de disolucion

Los perfiles de disolucion de las suspensiones de NTF se realizaron utilizando el
aparato 2 a 50 rpm, mientras que los perfiles de disolucién para capsulas y
tabletas de NTF se realizaron utilizando los aparatos farmacopéicos 1y 2 a 100y
75 rpm respectivamente, con el propdsito de observar diferencias en la disolucion
(56), (64), (65), (88). Todos los perfiles de disolucion fueron obtenidos hasta los
180 minutos, utilizando tanto el muestreo manual con el cual se analizaron 12
unidades de cada producto; como el automatizado, analizando 12 unidades para
la suspension y 6 para capsulas y tabletas. En la figura 14 se presentan los
perfiles de disolucion obtenidos de las formas farmacéuticas de NTF,
observandose que es mayor con muestreo manual que con el muestreo
automatizado, ademas el porcentaje disuelto de suspensiones, sin importar qué
tipo de muestreo se emplee es mayor que el que presentan capsulas y tabletas de
NTF.

7.3.1. Suspension de nitrofurantoina
Con el muestreo manual las suspensiones presentan un porcentaje disuelto a los
15 minutos de 88.7332% y con el muestreo automatizado de 74.2400%, esto
puede que se deba a la cantidad que se toma con la jeringa al momento de tomar
la muestra del vaso, lo cual no puede ser exacto a comparacion del muestreo
automatizado. Como por el momento no se cuenta con especificaciones en la
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FEUM sobre la cantidad de ingrediente activo disuelto (Q) que se debe esperar a
los 15 minutos (14).

7.3.2. Capsulas de nitrofurantoina
Los resultados obtenidos de Q para las capsulas de NTF se muestran en la tabla
26.

Tabla 26: resultados de Q para capsulas de NTF.

Aparato 60 minutos 180 minutos Tipo de muestreo
1 35.3416 55.9397 Manual
26.0783 45.2133 Automatizado
2 20.6000 30.2850

El valor de Q que marca la FEUM a los 60 minutos es de 20 a 60% y de no menos
del 45% a los 180 minutos, se presenta un criterio aceptable para los tres analisis
a los 60 minutos, mas para la disolucion a los 180 minutos sélo cumple con el
criterio de aceptacion las disoluciones realizadas con el aparato 1 y no la realizada
con el aparato 2.

7.3.3. Tabletas de nitrofurantoina
Los resultados de Q para las tabletas a los 60, 120 y 180 minutos se muestran en
la tabla 27.

Tabla 27: resultados de Q para tabletas de NTF.

Aparato 60 minutos 120 minutos g e
muestro
1 29.2804 42.3724 Manual
23.8667 36.0183 Automatizado
2 23.6567 33.6750

El resultado que se esperaba es de 25% a los 60 minutos y de 85% a los 120
minutos, solo se logra a los 60 minutos con el aparato 1, sin embargo, no se logra
un valor de Q de 85% a los 120 minutos. Esto puede deberse a que se presenta
aglomeraciéon de la preparacion debida probablemente a la forma de
almacenamiento (condiciones de temperatura y humedad en que se encuentre)
del medicamento, lo cual afectara la velocidad de disolucion y la biodisponibilidad
en pacientes (27).
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7.4.Caracterizacion de la disolucion de formas farmacéuticas de
NTF
La caracterizacion de la disolucion se realizd por métodos modelo dependiente e
independiente.

7.4.1. Caracterizacion de la disolucion de formas farmacéuticas de
NTF, modelo independiente
La caracterizacion por métodos de modelo independiente se realiz6 con ABC, %
EF, TMD, txminy f2.

Tabla 28: resultados obtenidos de caracterizar la velocidad de disolucién, métodos
modelo independiente.

J&thgso Aparato Producto ABC % EF TMD t15min t6omin t120min

2 Suspensiones  16771.1521  93.5689 11.5760 @ 88.7332 95.6934 97.6806
Manual .

1 Cépsulas 6948.2190 | 69.0050 | 55.7909 | 16.6500 | 35.3416 | 48.2028
Tabletas 5917.1925 | 64.2959 @ 64.2673 10.4536 29.2804 | 42.3724
Suspensiones | 14815.8470 | 94.8311 | 9.3040 | 74.2400 | 86.4192 | 86.6817
2 Cépsulas 4003.0520 @ 73.4330 | 47.8206 @ 13.7408 20.6000 @ 26.2333
Automatizado Tabletas 4812.3553 | 67.6444 | 58.2400 | 10.4122 | 23.6567 | 33.6750
1 Cépsulas 5413.5598 @ 66.5188 60.2662 13.8367 26.0783 | 37.0083
Tabletas 5048.6803 | 63.8040 | 65.1529 | 8.7295 | 23.8667 | 36.0183

Como se puede apreciar en la tabla 28 las suspensiones presentan un % EF por
encima del 90%, la suspension utilizando el muestreo automatizado presenta una
mejor eficiencia y menor tiempo de disolucion que con el muestreo manual.

Las capsulas y tabletas presentan valores de % EF entre 63-73 %, esto sucede
por no haberse disuelto como minimo el 90 % de la forma farmacéutica. En cuanto
al TMD los valores obtenidos estan entre los 47-65 minutos. Comparado con el
TMD de las suspensiones se puede apreciar cOmo se tiene una menor liberacion
del principio activo de las formulas sélidas.
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Tabla 29: perfiles de disolucién de las formas farmacéuticas de NTF.

Uljgo sle Aparato
muestreo

2
Manual

anual 1
2
Automatizado
1

Producto de
referencia

Suspensiones
Cépsulas
Tabletas

Suspensiones
Cépsulas
Tabletas

Suspensiones
Cépsulas

Tabletas

Producto de
prueba
Céapsulas
Tabletas
Suspensiones
Tabletas
Suspensiones
Céapsulas
Céapsulas
Tabletas
Suspensiones
Tabletas
Suspensiones
Céapsulas
Capsulas
Tabletas
Suspensiones
Tabletas
Suspensiones
Céapsulas

I

9.4864
X
9.4864
60.7133
X
60.7133
18.7384
18.3858
12.3593
65.9322
12.0067
65.9322
13.0752
11.5825
13.0752
73.7988
11.5825
73.7988

En la tabla 29 se presentan los resultados de f2 de los medicamentos segun el
muestreo y aparato utilizado. Como se observa en la tabla y en la figura 14 las
suspensiones de NTF presentan perfiles de disolucion que no pueden compararse
con las capsulas y tabletas de NTF, por ese motivo el factor de f2 se encuentra por
debajo de los rangos deseados para cada uno. Por otro lado, al evaluar las
capsulas y tabletas utilizando muestreo manual se observa que es mayor que 50
por lo que dichos perfiles son similares; lo mismo sucede cuando se aplica el
factor f2 para comparar el muestreo automatizado con el aparato 1y 2.

En las tablas de la 30 a la 32 se evalia f2 para la misma forma farmacéutica
utilizando diferente aparato y/o tipo de muestreo.

Tabla 30: comparacion de suspensiones de NTF utilizando diferente tipo de

Aparato

2

Tipo de
muestreo
Manual
Automatizado

muestreo.
Tipo de
f muestreo
58.5758  Automatizado
58.5758 Manual

Aparato

2
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Tabla 31: comparacion de capsulas de NTF utilizando diferente tipo de muestreo
y/o aparato.

Tipo de Tipo de
mul?astreo (RIS 12 APEIEID mul?estreo
Manual 56.1841 1 Automatizado
1 42.0246 2 Automatizado
56.1841 1 Manual
Automatizado 56.9104 2 Automatizado
5 42.0246 1 Manual
56.9104 1 Automatizado

Tabla 32: comparacion de tabletas de NTF utilizando diferente tipo de muestreo
y/o aparato.

Tipo de Tipo de
mch)astreo P(PEIEND 1 APEIEND mu?astreo
Manual 65.3445 1 Automat?zado
1 59.2243 2 Automatizado
65.3445 1 Manual
Automatizado 82.6567 2 Automatizado
5 59.2243 1 Manual
82.6567 1 Automatizado

Con base en los resultados de f2 para las suspensiones, que se muestran en la
tabla 30, los perfiles obtenidos con diferente tipo de muestreo son similares, por lo
tanto, se puede usar el muestreo manual o el automatizado, indistintamente.

En la tabla 31 los resultados de f2demuestran similitud para las capsulas entre los
perfiles donde se utiliza el mismo aparato y diferente tipo de muestreo o mismo
aparato y tipo de muestro, contra el perfil donde se utiliza diferente aparato y
diferente tipo de muestreo. Sucede algo similar para las tabletas como lo
demuestra el valor de f2en la tabla 32, en donde se observa que los perfiles son
similares y el valor se ve disminuido cuando el tipo de muestreo y el aparato son
diferentes.

7.4.2. Caracterizacion de la disoluciéon de formas farmacéuticas de
NTF, modelo dependiente
Se utilizaron los modelos de orden cero, primer orden, Hixson-Crowell, Higuchi,
funcidon Weibull, Logistico, Gompertz y cuadratico; y se analizaron para las
disoluciones realizadas por el aparato 1 (muestreo manual y automatizado) y 2
(muestreo automatizado). Los datos se presentan en las tablas desde la 33 hasta
la 40.
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Tabla 33: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacidn
correspondientes a suspensiones, aparato 2, muestreo manual.

Orden Primer Hixson- " " n . "

cero orden Crowell Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
m  3.7852 -0.1384 0.1359  21.8496 08759  -0.1976 = -0.1658 9.8187
b | 36.0321 | 4.4263 0.4564 7.1547 | -1.5529 | 0.7477 0.2563 16.2675
a -0.3344
r2 | 0.9200 0.9950 0.9791 0.9651 | 0.9962 | 0.9719 0.9853 0.9918
r 0.9592 0.9975 0.9895 0.9824  0.9981  0.9858 0.9926 0.9959
AIC | 20.7338 | -15.1660 | -11.5138 | 19.4117 | -17.6147 | -5.2871 | -9.3416 15.5991

Tabla 34: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacion
correspondientes a capsulas, aparato 1, muestreo manual.

Orden Primer Hixson- . . . P "

cero orden Crowell Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
m 02740  -0.0154 0.0189 44500 0.8210  -0.0298  -0.0215 0.5371
13.0522 | 3.9485 0.0042 | -1.2328 | -3.3435 | 1.5092 0.6146 7.1527
a -0.0015
r2 | 0.9156 0.9954 0.9532 0.9921 | 0.9946 & 0.9362 0.9807 0.9898
r 0.9569 0.9977 0.9763 0.9960 0.9973  0.9676 0.9903 0.9949
AIC | 49.2509 | -30.7424 | -45571 | 29.9043 | -23.5612 | 1.2927 | -13.9019 | 34.2457

Tabla 35: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacion
correspondientes a tabletas, aparato 1, muestreo manual.
reen Sl DLl Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
cero orden Crowell

m | 0.2424  -0.0144 0.0195 = 4.3477 09792  -0.0268 = -0.0197 0.4492
11.0932 | 3.9602 -0.2420 | -6.0204 = -4.1914 & 1.5365 0.6982 4.5475
a -0.0011
r2 | 0.9512 0.9912 0.9327 | 09950 | 0.9933 | 0.9757 0.9928 0.9959
r 0.9753 0.9956 0.9658  0.9975  0.9966  0.9878 0.9964 0.9979
AIC | 30.6871 | -21.5695 | -2.1291 | 16.7381  -19.9399 | -7.9398 | -18.9551 19.0437
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Tabla 36: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacion
correspondientes a suspensiones, aparato 2, muestreo automatizado.

Orden

Primer

Hixson-

cero orden Crowell Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadrético
m 11727 -0.1239 0.0752 11.5106 11428  -0.1437  -0.1331 4.5522
42.5014 4.4577 0.6441 17.7313 | -2.5441 | 0.7286 0.3368 15.5158
a -0.0672
r2 | 0.7010 0.9594 0.8992 0.8156 | 0.9841 | 0.9405 0.9523 0.9516
r 0.8373 0.9795 0.9483 0.9031  0.9920  0.9698 0.9759 0.9755
AIC | 34.2091 2.1757 0.0562 33.7919 | -9.7288 | 5.6741 3.7383 29.1070
Tabla 37: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacion
correspondientes a capsulas, aparato 1, muestreo automatizado.
eree UC P Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
cero orden Crowell
m 02111  -0.0127 0.0170 = 3.3783 07096  -0.0255  -0.0181 0.3567
b | 10.6456 & 3.6803 -0.0010 | -0.0059 & -2.9820 & 1.3673 0.5278 7.3822
a -0.0008
r2 | 0.9495 0.9945 0.9204 | 09985 & 0.9911 | 0.9384 0.9791 0.9891
r 0.9744  0.9972 0.9594  0.9992  0.9955  0.9687 0.9895 0.9945
AIC | 39.6135 | -32.3752 | -1.3840 | 9.9396 | -21.8922 @ -1.5021 | -15.9113 | 30.6436
Tabla 38: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacién
correspondientes a tabletas, aparato 1, muestreo automatizado.
Orden Primer Hixson- . . . P as
cero orden Crowell Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
0.2326  -0.0138 0.0177 37206 0.9359  -0.0317  -0.0210 0.4072
6.4836 3.7863 -0.1313 | -5.2442 | -4.0347 & 1.9861 0.8387 2.5673
a -0.0010
r2 | 0.9502 0.9962 0.9356 0.9988 = 0.9978 = 0.9356 0.9853 0.9973
r 0.9748 0.9981 0.9673 0.9994  0.9989  0.9673 0.9926 0.9986
AIC | 41.2252 | -34.0479 | -2.6833 | 9.3826 | -28.7868 | 2.3625 | -16.3981 | 19.1273
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Tabla 39: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacion
correspondientes a capsulas, aparato 2, muestreo automatizado.

(irgr%n eri(rjr;r glr)é)s\;\?(:ll Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
m 0.1293 -0.0147 0.0145 2.1519 0.7853 -0.0270 -0.0199 0.2777
b 10.1937 3.1508 0.1654 3.0883 -2.9954 1.0647 0.3187 6.8656
a -0.0008
72 0.8198 0.9666 0.9355 0.9328 0.9201 0.7944 0.8945 0.9147
r 0.9054 0.9832 0.9672 0.9658 0.9592 0.8913 0.9458 0.9564

AIC | 43.5579 -15.4433 -6.2354 36.6784 | -2.1326 10.3847 -0.7871 41.4022

Tabla 40: resultados obtenidos para las distintas cinéticas de liberacion
correspondientes a tabletas, aparato 2, muestreo automatizado.

eree UC ARSI Higuchi | Weibull | Logistico | Gompertz | Cuadratico
cero orden Crowell

m 0.1979 -0.0150 0.0170 3.2018 0.8524 -0.0302 -0.0213 0.3767

b 8.3084 3.6243 -0.0326 -1.9244 | -3.5268 1.6322 0.6748 4.2993

a -0.0010

r? 0.9257 0.9955 0.9490 0.9956 0.9963 0.9339 0.9815 0.9921

r 0.9621 0.9977 0.9742 0.9978 0.9981 0.9664 0.9907 0.9960
AIC | 42.1526 -31.4497 -5.7498 18.7693 | -26.1088 1.8465 -14.3016 26.6510

Como se puede observar en el concentrado de datos de las tablas de la 33 y 36,
basandose en los valores de r y r? la funcién de Weibull parece ser la ideal para
caracterizar la disolucion de suspensiones para los dos tipos de muestreo, seguido
del modelo de primer orden.

Considerando el AIC, que es un parametro mas discriminativo de modelos (61),
(67), se puede ver gque para las suspensiones de NTF los modelos que mejor
describen la liberacion de NTF son: la funcion de Weibull, el cual no considera
factores fisicoquimicos, también el modelo de primer orden, esto podria ser por la
interaccion del medio de disolucién con el farmaco (61), (89), (90), esto es con
ambos tipos de muestreo.

En cambio, para capsulas y tabletas, utilizando los r y r> se muestran diferentes
modelos como ideales para describir la disolucion.

Por otro lado, segun el AIC el modelo que mejor describe la disolucion es el
modelo de primer orden seguido de la funcion de Weibull (89), (90), (91), (92).
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VIII.

Conclusiones

1)
2)

3)

4)

5)

Las suspensiones de nitrofurantoina cumplieron con las pruebas de control
de calidad.

Se logro validar con los criterios de linealidad y precision el sistema de
disolucién para la obtencion de los perfiles de nitrofurantoina.

De acuerdo con los resultados de los factores de similitud, los perfiles de
disolucién no son similares entre suspensiones comparando con cipsulas y
tabletas de nitrofurantoina, pero si presentan similitud entre si los perfiles
de capsulas y tabletas.

Los meétodos modelo independiente muestran que las suspensiones
presentan un menor tiempo medio de disolucién y un mayor porcentaje en
la eficiencia de la disolucién, después se encuentran las céapsulas y por
altimo las tabletas. Los modelos que mejor describen la liberacién del
farmaco segun el criterio de informacién de Akaike son: funcién de Weibull
y modelo de primer orden para suspensiones de nitrofurantoina utilizando
ambos tipos de muestro; para las capsulas y tabletas, utilizando también
este parametro discriminativo, los modelos que mejor explican el proceso
de disolucién son: modelo de primer orden y funcion Weibull.

La metodologia desarrollada para la obtencion de perfiles de disolucion de
suspensiones comerciales de nitrofurantoina (25 mg/5 mL), considera la
utilizaciéon del aparato 2 (paletas), agitacion a 50 rpm con tiempos de
muestreo de 5, 10, 15, 30, 45 y 60 minutos, utilizando como medio de
disolucién una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.2; puede ser
utilizando tanto muestro manual como automatizado y en ambos casos, la
lectura de absorbancias de las muestras se realiza a 375 nm. Dicha
metodologia permitird describir la liberacion de nitrofurantoina y serd de
utilidad tanto en el &mbito industrial como docente.
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Anexos



Anexo |: precauciones y medidas de seguridad.
Primeros auxilios

En caso de inhalacion: Llevarlo a un lugar ventilado. Si no respira darle respiracion
artificial. Consultar a un médico.

Piel: Lavarse con jabon y abundante agua. Consultar a un médico.

Ojos: Enjuagar inmediatamente con agua por al menos 15 minutos. Asegurarse de
enjuagar bien separando los parpados con los dedos. Consultar a un médico.

Ingestion: Lavar la boca con agua. Tomar abundante agua. Consultar a un médico.
Medidas contra derrames accidentales

Precauciones personales, equipo de proteccion y procedimientos de emergencia:
Usar equipo de proteccion personal. Evitar la formacion de polvo. Evite respirar los
vapores. Asegurar ventilacion adecuada. Evacue al personal a zonas seguras.
Evite respirar el polvo.

Manipulacion y almacenamiento

Precauciones para una manipulacion segura: Evitar el contacto de nitrofurantoina
con la piel y los ojos. Evitar la formacion de polvo y aerosoles de nitrofurantoina.
Proveer una extraccion apropiada en los lugares donde se forma polvo.

Condiciones de almacenamiento seguro, incluidas posibles incompatibilidades:
Conservar el envase herméticamente cerrado en un lugar seco y bien ventilado.

Conservar en lugar seco. El producto es sensible a la luz (38).
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Anexo |l: composicidn y preparacion de medios de cultivo (69), (93).

Caldo TSB

Formula en g/L
Digerido pancreético de caseina 17.0
Digerido papainico de soya 3.0
Cloruro sadico 5.0
Fosfato dibasico de potasio 2.5
Glucosa monohidratada 2.5

pH final aproximadamente de 7.3

Suspender 30 g de medio en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Distribuir
en tubos y esterilizar durante 15 minutos a 121 °C.

Agar TSA

Formula en g/L
Digerido pancreético de caseina 15.0
Digerido papainico de soya 5.0
Cloruro sodico 5.0
Agar 15.0

pH final aproximadamente de 7.3

Afadir 40 g de medio en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion hasta disolver
totalmente el agar. Esterilizar durante 15 minutos a 121 °C en autoclave.

Agar nutritivo

Formula en g/L

Extracto de carne 1.0
Extracto de levadura 2.0
Peptona 5.0
Cloruro sodico 5.0
Agar 15.0

pH final aproximadamente de 7.4

Suspender 28 g de medio en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Esterilizar
en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.
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Caldo selenito-cistina

Formula en g/L

Peptona 5.0
Lactosa 4.0
Biselenito sédico 4.0
Fosfato sédico 5.0
L-Cistina 0.01

pH final aproximadamente de 7.0

Afadir 23 g de polvo en 1 L de agua destilada y calentar hasta disolucion. Filtrar
para esterilizar y repartir asépticamente en tubos de ensaye.

Agar X. L. D.
Formula en g/L

Xilosa 3.5
L-Lisina 5.0
Lactosa 7.5
Sacarosa 7.5
Cloruro sodico 5.0
Extracto de levadura 3.0
Rojo fenol 0.08
Desoxicolato sodico 2.5
Tiosulfato sédico 6.8
Citrato férrico amonico 0.8
Agar 15.0

pH final aproximadamente de 7.4

Suspender 56.68 g de medio en 1 L de agua destilada. Calentar con agitaciéon
justo hasta que el medio hierva. Enfriar a 45 °C y verter en cajas petri. No
esterilizar y evitar refundir el medio.
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Agar sulfito de bismuto

Formula en g/L

Extracto de carne 5.0
Digerido pancreético de caseina 5.0
Digerido péptico de tejido animal 5.0
Dextrosa 5.0
Fosfato de sodio 4.0
Sulfato ferroso 0.3
Sulfito de bismuto (indicador) 8.0
Agar 20.0
Verde brillante 0.025

pH final aproximadamente de 7.6

Suspender 52.3 g de medio en 1 L de agua destilada. Calentar a punto de
ebullicion con agitacion constante, no sobrecalentar. Enfriar a 45 °C y verter en
cajas petri. No esterilizar.

Agar de eosina-azul de metileno de Levine

Formula en g/L

Peptona 10.0
Lactosa 10.0
Fosfato dipotasico 2.0
Agar 15.0
Eosina amarilla 0.4
Azul de metileno 0.065

pH final aproximadamente de 7.1

Afadir 37.5 g de polvo en 1 L de agua destilada. Calentar hasta ebullicion.
Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Agar Mc Conkey

Formula en g/L

Peptona 20.0
Lactosa 10.0
Sales biliares 2.5

Cloruro sodico 5.0

Rojo neutro 0.05
Cristal violeta 0.001
Agar 15.0

pH final aproximadamente de 7.2
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Afadir 52.5 g de polvo en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Esterilizar en
autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

Agar urea de Christensen

Formula en g/L

Peptona de gelatina 1.0
Dextrosa 1.0
Cloruro sadico 5.0
Fosfato monopotasico 2.0
Rojo fenol 0.012
Agar 15.0

pH final aproximadamente de 7.0

Suspender 24 g de polvo en 950 mL de agua destilada y llevar a ebullicion.
Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C y dejar enfriar hasta 50-55
°C. Anadir 50 mL de solucion estéril de urea (esterilizar con filtro) al 40% y mezclar
bien. Distribuir asépticamente en tubos y dejar solidificar en posicion inclinada.

Agar citrato de Simmons

Formula en g/L

Sulfato magnésico 0.2
Fosfato monoamonico 1.0
Fosfato bipotasico 1.0
Citrato sédico 2.0
Cloruro sodico 5.0
Azul de bromotimol 0.08
Agar 15.0

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 6.8

Disolver 24 g de polvo en 1 L de agua destilada, calentando hasta ebullicion.
Repartir en tubos y esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 °C. Dejar
solidificar en posicién inclinada.
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Agar KIA

Formula en g/L

Extracto de carne 3.0
Extracto de levadura 3.0
Peptona 20.0
Lactosa 10.0
Cloruro sodico 5.0
Dextrosa 1.0
Tiosulfito sédico 0.3
Citrato férrico 0.3
Rojo fenol 0.05
Agar 15.0

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 7.4

Afadir 57.5 g de polvo a 1 L de agua destilada y llevar a ebullicién. Distribuir en
tubos y esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. Dejar solidificar en posicion
inclinada.

Agar TSI
Formula en g/L

Peptona 20.0
Extracto de levadura 1.0
Lactosa 10.0
Sacarosa 10.0
Dextrosa 1.0
Cloruro sodico 5.0
Sulfato férrico 0.3
Tiosulfato sédico 0.42
Rojo fenol 0.025
Agar 12.0

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 7.4

Disolver 59.7 g de polvo en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Pasar a
tubos y esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. Dejar solidificar inclinando los
tubos.
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Medio RM-VP

Formula en g/L

Peptona 7.0
Dextrosa 5.0
Fosfato potasico 5.0

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 7.0

Disolver 17 g de polvo en 1 L de agua destilada calentando si es preciso. Distribuir
en tubos y esterilizar durante 15 minutos a 121 °C.

Agar LIA
Formula en g/L

Peptona de gelatina 5.0
Extracto de levadura 3.0
Dextrosa 1.0
Lisina 10.0
Citrato férrico amoénico 0.5
Tiosulfato sodico 0.04
Parpura bromocresol 0.02
Agar 13.5

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 6.7 £ 0.2

Suspender 33 g de polvo en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Distribuir
en tubos y esterilizar durante 15 minutos a 121 °C. Dejar solidificar inclinando los
tubos.

Agar MIO
Formula en g/L

Peptona de gelatina 10.0
Peptona de caseina 10.0
Dextrosa 1.0
Extracto de levadura 3.0
L- Ornitina 5.0
Parpura bromocresol 0.02
Agar 2.0

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 6.5 £ 0.2

Disolver 31 g del medio en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Distribuir en
tubos y esterilizar durante 15 minutos a 121 °C. Dejar solidificar en posicion
vertical.
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Medio SIM

Formula en g/L

Peptona de caseina 20.0
Peptona de carne 6.0
Sulfato férrico aménico 0.2
Tiosulfato sodico 0.1
Agar 3.7

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 7.3

Suspender 30 g de polvo en 1 L de agua destilada y dejar embeber unos minutos.
Llevar a ebullicion y distribuir en tubos. Esterilizar durante 15 minutos a 121 °C y
dejar enfriar en posicion vertical.

Medio Hugh y Leifson

Formula en g/L

Peptona de caseina 2.0
Cloruro sédico 5.0
Fosfato dipotasico 0.03
Azul de bromotimol 0.03
Agar 2.5
Carbonhidrato problema 10

pH del medio a punto de uso aproximadamente de 7.1

Suspender 9.8 g de polvo en 1 L de agua destilada y llevar a ebullicion. Esterilizar
durante 15 minutos a 121 °C, adicionar al medio base una solucién de
carbohidrato con una concentracion final del 1%, afiadiendo los azUcares
esterilizados por filtracién al medio estéril. Distribuir en tubos y dejar enfriar en
posicion vertical.
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Anexo |ll: caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de Salmonella sp.

Escherichia coli sobre medios selectivos (69).

Medio de cultivo

Agar xilosa-lisina
desoxicolato
Agar sulfito de bismuto

Medio de cultivo

Agar Mac Conkey

Agar de eosina-azul de
metileno de Levine

Morfologia colonial de
Salmonella sp.

Colonias rojas con o sin
negro
Colonias negras o verdes

Morfologia colonial de
E. coli

Colonias grandes rosas a
rojas rodeadas de una
zona de precipitado
Colonias pequeiias azul-
negro con brillo metélico
de color verde

Morfologia
microscoépicay
reaccion de Gram

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram negativos

Morfologia
microscoépicay
reaccion de Gram

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram negativos

98



Anexo |V: interpretacion de las pruebas bioguimicas (83), (86).

Oxidasa
Presencia de citocromo
oxidasa

Catalasa

Presencia de catalasa

Citrato de Simmons
Utilizacion del citrato
como Uunica fuente de
carbono

KIA

Fermentacion de glucosa

Fermentacién de lactosa

Produccion de gas

Producciéon de H2S
LIA

Descarboxilacion de lisina

Desaminacion de lisina

Produccion de gas

Produccion de H2S

Positivo
Formacion de burbujas
de oxigeno

Positivo
Se desarrolla un color
azul oscuro en el sitio de
inoculacion en el término
de 10 segundos, si se
produce de 10 a 60
segundos debe de ser
nuevamente probado

Positivo

La muestra en el tubo vira
a color azul

Positivo
Zona profunda del medio
amarillo

Zona superficial amarilla
Burbujas o rompimiento
del medio

Precipitado negro en el
fondo o en todo el medio
Positivo

Fondo color purpura

Coloracién
superficie

roja en la

Burbujas o rompimiento
del medio

Precipitado negro en el
fondo o en todo el medio

Negativo
No aparecen burbujas

Negativo

No se produce color

Negativo

La muestra en el tubo se
mantiene de color verde

Negativo
Zona profunda del medio
sin cambio

Zona  superficial  sin
cambio
Sin formacion de
burbujas ni ruptura del
medio

Sin precipitado negro

Negativo

Fondo del medio color
amarillo

Coloracion morada en la
superficie

Sin formacion de
burbujas ni ruptura del
medio

Sin precipitado negro
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TSI
Fermentacion de glucosa

Fermentacion de lactosa
y sacarosa
Produccion de gas

Producciéon de H2S

Urea de Christensen
Presencia de ureasa

Voges-Proskauer
Fermentacion
butanodidlica

MIO
Motilidad

Descarboxilacion de
ornitina

Produccion de indol
SIM
Motilidad

Produccioén de indol

Produccion de H2S

Rojo de metilo
Fermentacioén
carbohidratos

de

Oxidacion-
Fermentacién
Metabolismo oxidativo

Metabolismo fermentativo

Positivo
Zona profunda del medio
amarillo
Zona superficial amarilla

Burbujas o rompimiento
del medio

Precipitado negro en el
fondo o en todo el medio

Positivo
Cambia a color rojo o
rosado

Positivo
Desarrollo de color rojo a
mas tardar después de
10 a 15 minutos

Positivo
Medio turbio, crecimiento
en todo el medio
Color purpura (alcalino)
en el fondo del medio
El reactivo de Ehrlich o
Kovac toma una
coloracion roja

Positivo
Medio turbio, crecimiento
en todo el medio
El reactivo de Ehrlich o
Kovac toma una
coloracioén roja
Precipitado negro en el
fondo o en todo el medio

Positivo
Superficie del medio rojo
fuerte (pH acido)

Positivo
Tubo “abierto” amarillo y

tubo “cubierto” verde
Ambos tubos amarillos

Negativo
Zona profunda del medio
sin cambio

Zona  superficial sin
cambio
Sin formacion de
burbujas ni ruptura del
medio
Sin precipitado negro
Negativo
No vira de color,
conserva su color
amarillo
Negativo

La superficie del medio
gueda de color amarillo o
cobrizo debido a los
reactivos
Negativo

Crecimiento solo a lo
largo de la picadura

Color amarillo (acido) en
el fondo del medio

El reactivo de Ehrlich o

Kovac no cambia su
coloracion
Negativo

Crecimiento s6lo a lo
largo de la picadura

El reactivo de Ehrlich o
Kovac no cambia su
coloracioén

Sin precipitado negro

Negativo
Color amarillo en la
superficie del medio (pH
alcalino)

Negativo
Ambos tubos amarillos

tubo “cubierto” verde
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Anexo V: identificacién bioquimica de Escherichia coli y Salmonella sp (83), (94),
(95), (96).

Identificacion bioguimica de Salmonella'y Escherichia

| | |
| sparayphiA | + | - |+ - | - |+ | - |- -]+ )]+ |- |-
| | |+

Sentertide | + | - |+ | - - |4V +]-]+ ]

Cat: Catalasa

Oxi: Oxidasa

Glu: Fermentacion de glucosa
Lac: Fermentacion de lactosa
Sac: Fermentacién de sacarosa
Gas: Produccion de Hz + CO:2
H2S: Acido sulfhidrico

Ure: Ureasa

Ind: Indol

Mot: Motilidad

R. M.: Rojo de metilo

V. P.: Voges-Proskauer

Orn: Dercarboxilacién de ornitina
Lis: Dercarboxilacion de lisina
Cit: Citrato

V: variable
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Apéndice A: espectros infrarrojos de NTF

% Transmitancia

45-

40-
;
4000

3281.02

Estandar de NTF

3500 3000 2500 2000
Nimero de Ondas [cm-1)

1778 32

1427 1

1400 951

1379.8:’\1

1518.34

1500

1018.2

BT E8

960.95

. BY0.18

33

686.28

o a2

40

80

500

% Transmitancia

Q-
-

2-

4000

3148 .60

Principio activo de
suspensiones de NTF

3500 3000 2500 2000
Himero de Ondas (cm-1)

1778.11
1726.33

1500

137983

140115
1336.83

1208 .45

1243.01

1100.28

©61.08

104318 TOTE

1000

5]
B870.01 ——

903.24

027.42

781 .48

808.23

- 824 .87

543 91

500
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Apéndice A: continuacion
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Apéndice B: linealidad del sistema de disolucion utilizando el espectrofotometro
HACH-DR 6000.

Curva B

~ Absorbancia  F.R.  Absorbancia ~ F.R.
0.2270 75.6667 0.2310 77.0000

| |
0.007 0.5190 74.1429 0.5230 74.7143

| |
0.7420 74.2000 0.7470 74.7000

741667

0012 08950 745833 08900
0.015 1.1120 74,1333 1.1150 74.3333
- 0017 744118

12800 752941 12650
74.7303 74.7046
|

Curva A

Concentracion
(mg/mL)
0.003

1.2788
b m r % C. V. % Error
Curva B 0.0044 74.0200 0.9999 1.2788 0.5446
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Apéndice C: linealidad del sistema de disolucion utilizando el espectrofotometro
UV-Visible con celda de flujo contintio Agilent 8453

Curva B

~ Absorbancia  F.R.  Absorbancia ~ F.R.
0.0262 8.7353 0.0265 8.8487

| |
0.007 0.0612 8.7456 0.0640 9.1393

| |
0.0881 8.8052 0.0892 8.9219

86975

0012 01071 89208 01044
0.015 0.1335 8.9020 0.1348 8.9873
- 0017 89247

01492 87747 01517
8.8231 8.9553
|

Curva A

Concentracion
(mg/mL)
0.003

1.5755
b m r % C. V. % Error
Curva B 0.0007 8.8720 0.9995 1.5755 1.2882
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Apéndice D: reproducibilidad del sistema de disolucion.

Concentracion
(mg/mL)

0.004 0.303 0.311 0.315 0.3097
0469

07547

0006 0462 0465  0.4653 0.0035
0.008 0.611 0.616 0.618 0.6150 | 0.0036  0.5863
0849 0847 £ 0.8493

o011 0852 10.0025 | 0.2963
0.3853
. r 00999 0099 09999  0.9999 0.0000 0.0000 |
. m | 773864 | 758750 | 76.0341 | 76.4317 | 0.8303 1.0863

| | | | |
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Vaso / t
(min)
1

© o0~NO O WN

D. E.
%C.V

Apéndice E: porcentaje disuelto de formas farmacéuticas que contienen NTF
como anico principio activo, aparato 2, muestreo manual.

Suspensiones de NTF

3

35.9569
41.5251
52.9034
69.9710
40.6777
51.2088
23.2470
25.1838
36.9253
30.5098
34.1412
52.1772
41.2023
13.3977
32.5170

Maximo | 69.9710

Minimo

23.2470

5

61.2557
66.2186
74.0866
75.1760
64.8871
65.6133
43.4618
41.7671
55.8086
44.5512
50.9667
70.6973
59.5408
11.9851
20.1292
75.1760
41.7671

10

79.2916
80.5021
87.4017
83.7703
79.8968
79.5337
74.8129
71.7867
80.2600
72.6340
78.9285
85.9492
79.5640
4.7952
6.0268
87.4017
71.7867

15

86.0702
87.5228
94.3014
87.7649
84.7387
84.1335
88.7332
86.3123
92.6067
89.5806
89.3385
93.6962
88.7332
3.3601
3.7867
94.3014
84.1335

30 45
93.0909 98.5380
89.2174 | 97.3276
92.4857 | 97.0855
89.4595 58.1084
92.2436 @ 96.2381
97.9328 99.2643
95.0277 | 98.4170
98.9012 100.1116
98.6591 | 97.6907
97.8117 99.1433
100.4748 | 93.9383
95.7640 95.2294

4.5563 12.0871
4.7578 12.6926

60

98.7801 101.5642
98.9012 | 100.7169
103.8641 106.8902 105.8008 107.7376

97.3276
92.1226
95.6329
91.6384
93.6962
97.9328
94.6645
94.0593
87.7649
95.6934
4.5671
4.7726

90

96.1171
80.3810
99.1433
86.9175
85.1018
86.5544
85.7071
86.9175
92.6067
92.4554
8.4449
9.1341

120

102.8957
102.2905
109.9164
100.5958
84.2545
99.8695
99.6274
93.9383
95.0277
91.8805
94.7856
97.0855
97.6806
6.4591
6.6125

180

103.8641
102.6536
110.4006
99.7485
88.7332
101.9273
96.8434
98.1749
98.1749
97.2065
99.0222
98.1749
99.5770
5.1118
5.1335

103.8641 | 106.8902 | 105.8008 | 107.7376  109.9164  110.4006

89.2174

58.1084

87.7649

80.3810

84.2545
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Apéndice F: porcentaje disuelto de formas farmacéuticas que contienen NTF
como Unico principio activo, aparato 1, muestreo manual.

Cépsulas de NTF

Vaso / t 5
(min)
1 6.6636
2 6.3005
3 9.6898
4 6.4215
5 7.8741
6 4.8479
7 4,7269
8 5.6952
9 5.6952
10 7.0268
11 8.7214
12 7.3899
X 6.7544
D. E. 1.4934
% C.V | 22.1095
Maximo | 9.6898
Minimo @ 4.7269

10

13.8054
13.5633
15.2579
11.6265
12.8370
11.1423
8.8425
12.2318
11.0213
10.6582
12.7160
12.8370
12.2116
1.6882
13.8248
15.2579
8.8425

15

18.7683
18.8893
19.7367
15.5000
17.1947
15.5000
12.9580
17.4368
15.3790
14.2896
16.7105
17.4368
16.6500
2.0007

12.0161
19.7367
12.9580

30

25.5469
25.7890
25.0627
21.4313
23.8522
20.7050
19.1314
24.3364
22.1576
19.4946
23.3681
24.4575
22.9444
2.3149
10.0892
25.7890
19.1314

45

31.7203
32.3255
31.2361
28.2099
29.7835
27.1205
23.9733
31.1150
29.1783
25.3048
29.1783
36.1990
29.6120
3.2894
11.1082
36.1990
23.9733

60

35.4727
37.6516
35.1096
33.1728
36.6832
32.6886
29.1783
36.9253
36.0780
31.7203
36.5621
42.8566
35.3416
3.4518
9.7669
42.8566
29.1783

90

42.4934
43.5828
40.1935
42.0092
45.0354
39.3462
36.5621
45.3985
43.0987
37.0463
43.4618
44,1881
41.8680
2.9519
7.0505
45.3985
36.5621

120

46.3669
49.6352
45.0354
47.8195
52.1772
46.0038
43.3408
51.9351
49.6352
43.3408
51.8140
51.3298
48.2028
3.3346
6.9178
52.1772
43.3408

180

51.9351
55.4454
51.2088
57.3822
60.7715
53.3876
52.9034
60.0452
58.4716
51.3298
59.0768
59.3189
55.9397
3.6382
6.5037
60.7715
51.2088
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Apéndice F: continuacion

Tabletas de NTF

Vaso / t
(min)

=
XIKEBo©oww~NooaswN ek

D. E.
% C.V
Maximo
Minimo

15

11.6217
10.9196
12.6385
9.5397
9.5397
10.2418
9.4186
9.9755
10.6533
9.5639
9.7334
11.5975
10.4536
1.0457
10.0036
12.6385
9.4186

30

18.0614
17.2625
19.3445
14.9626
15.3499
15.9552
16.1730
16.3909
16.9235
14.7689
15.2773
19.0297
16.6250
1.5402
9.2646
19.3445
14.7689

45

25.1305
23.6053
27.2609
21.2570
22.2980
21.1844
22.9274
22.8790
23.6295
20.8454
21.6928
26.6799
23.2825
2.1157
9.0872
27.2609
20.8454

60

31.5460
29.6334
33.3375
26.9704
26.9462
28.4714
29.0524
29.1250
29.7545
26.2199
27.0915
33.2164
29.2804
2.3952
8.1803
33.3375
26.2199

90

37.7726
36.4411
39.7094
33.4149
32.4466
35.2306
35.2306
34.8675
35.4727
32.2045
32.4466
39.7094
35.4122
2.6250
7.4127
39.7094
32.2045

120

44,7933
42.9776
47.9405
40.7988
38.6199
42.3724
41.2830
42.1303
42.7355
39.1041
38.4989
47.2142
42.3724
3.0792
7.2670
47.9405
38.4989

180

53.0245
51.0877
56.6559
49.1510
47.5774
51.3298
50.3615
51.3298
52.2982
48.1826
46.3669
56.1717
51.1281
3.1550
6.1707
56.6559
46.3669
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Apéndice G: porcentaje disuelto de formas farmacéuticas que contienen NTF
como Unico principio activo, aparato 2, muestreo automatizado.

Suspensiones de NTF

Vaso / t
(min)
1

© 00N OIS~ WN

D. E.
%C.V

5

30.5600
28.6800
36.0300
35.5200
39.1700
41.4500
19.2300
21.0400
26.7300
31.0400
33.7300
39.4800
31.8883
7.0911
22.2373

Méximo | 41.4500

Minimo

19.2300

10

70.4900
54.5900
69.9100
61.1600
63.8400
69.5600
41.9300
42.6300
46.6300
54.3300
53.0500
61.6600
57.4817
10.2651
17.8581
70.4900
41.9300

15

83.1100
77.7900
82.3900
80.4500
81.6600
81.6100
58.9300
58.8500
63.5600
75.1800
67.2400
80.1100
74.2400
9.4161
12.6833
83.1100
58.8500

30

87.5100
86.1200
86.4400
86.1700
87.0800
85.9500
84.7900
82.9400
83.5900
87.3200
85.4400
85.4100
85.7300
1.4094
1.6440
87.5100
82.9400

45

87.6100
86.5100
86.4500
86.4200
87.4400
86.3600
86.3700
84.2500
84.5200
87.6200
86.2900
85.7300
86.2975
1.0679
1.2374
87.6200
84.2500

60

87.7600
86.5700
86.5600
86.3900
87.5800
86.4000
86.5300
84.5100
84.6700
87.6400
86.4600
85.9600
86.4192
1.0273
1.1887
87.7600
84.5100

90

87.8900
86.7300
86.6900
86.5500
87.7600
86.6600
86.7200
84.6600
84.7900
87.7000
86.6800
86.0400
86.5725
1.0276
1.1870
87.8900
84.6600

120

88.1100
86.7600
86.7800
86.6900
87.8200
86.7500
86.8400
84.8100
84.9300
87.7000
86.7800
86.2100
86.6817
1.0100
1.1652
88.1100
84.8100

180

88.5400
86.8900
86.8300
86.7300
87.9900
86.7700
86.9700
84.8400
85.0200
87.8900
86.8500
86.2400
86.7967
1.0872
1.2526
88.5400
84.8400
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Apéndice H: porcentaje disuelto de formas farmacéuticas que contienen NTF
como Unico principio activo, aparato 1, muestreo automatizado.

Cépsulas de NTF

Vaso / t 5
(min)
1 4.2150
2 5.0240
3 5.5250
4 6.3370
5 8.1330
6 9.6370
X 6.4785
D. E. 2.0436
% C.V | 31.5445
Maximo | 9.6370
Minimo | 4.2150

10

10.8300
10.5300
8.9700
10.2200
12.4700
13.2700
11.0483
1.5671
14.1840
13.2700
8.9700

Tabletas de NTF

Vas_o [t 5 10
(min)
1 2.1410 4.9590
2 2.9160 | 5.9660
3 3.7600 @ 6.6650
4 3.6490 | 6.2500
5 42750 @ 7.1470
6 42350 | 6.8820
X 3.4960 6.3115
D. E. 0.8269 | 0.7875
% C.V 23.6516 12.4775
Maximo | 4.2750 | 7.1470
Minimo | 2.1410 @ 4.9590

15

14.4200
13.6800
11.8100
12.8600
14.8500
15.4000
13.8367
1.3339
9.6406
15.4000
11.8100

15

7.3250
8.3890
9.5370
8.5880
9.4700
9.0680
8.7295
0.8275
9.4790
9.5370
7.3250

30

19.8600
18.4900
16.6300
17.8300
19.6500
19.8600
18.7200
1.3174
7.0372
19.8600
16.6300

30

13.2900
14.5400
16.1900
14.1700
15.4900
14.6600
14.7233
1.0136
6.8845
16.1900
13.2900

45

24.0600
22.2800
20.5500
21.8800
23.6000
23.5800
22.6583
1.3338
5.8865
24.0600
20.5500

45

18.1300
19.6500
21.4800
18.7500
20.5000
19.3600
19.6450
1.2063
6.1405
21.4800
18.1300

60

27.6600
25.5600
23.9500
25.5300
27.0400
26.7300
26.0783
1.3379
5.1304
27.6600
23.9500

60

22.3300
24.0700
26.0500
22.6500
24.7100
23.3900
23.8667
1.3848
5.8022
26.0500
22.3300

90

33.7100
31.1700
29.9200
31.7100
32.8600
32.3000
31.9450
1.3293
4.1612
33.7100
29.9200

90

29.1000
31.1000
33.2500
28.9900
31.6700
29.9300
30.6733
1.6539
5.3918
33.2500
28.9900

120

38.8000
35.9900
35.2000
37.1000
37.8500
37.1100
37.0083
1.2841
3.4697
38.8000
35.2000

120

34.5200
36.6700
38.7400
33.9700
37.1500
35.0600
36.0183
1.8150
5.0392
38.7400
33.9700

180

46.7700
43.7600
43.8500
46.2400
45.6700
44.9900
45.2133
1.2415
2.7459
46.7700
43.7600

180

42.7300
45.0100
46.4500
41.7100
44.9400
42.9200
43.9600
1.7844
4.0591
46.4500
41.7100
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Apéndice |: porcentaje disuelto de formas farmacéuticas que contienen NTF como
anico principio activo, aparato 2, muestreo automatizado.

Céapsulas de NTF

Vaso / t 5
(min)
1 3.6670
2 1.9720
3 3.1720
4 0.8144
5 3.4170
6 6.0570
X 3.1832
D. E. 1.7678
% C.V | 55.5351
Maximo | 6.0570
Minimo | 0.8144

10

8.3080
6.9570
8.5820
7.2560
13.6800
14.7400
9.9205
3.3951
34.2235
14.7400
6.9570

Tabletas de NTF

Vaso / t
(min)

XloodhwN ik

D. E.
% C.V
Maximo
Minimo

5

3.0540
3.1890
4.1850
4.9370
4.9980
4.8640
4.2045
0.8895
21.1569
4.9980
3.0540

10

8.4750
6.7300
7.6120
8.0800
8.5070
8.1890
7.9322
0.6724
8.4769
8.5070
6.7300

15

11.8300
9.6850
12.8600
12.6100
17.5600
17.9000
13.7408
3.2876
23.9255
17.9000
9.6850

15

11.4900
8.9430
10.0100
10.1400
11.1500
10.7400
10.4122
0.9174
8.8106
11.4900
8.9430

30

14.7400
13.0900
16.1000
15.5600
21.0200
21.5000
17.0017
3.4551
20.3223
21.5000
13.0900

30

17.2400
14.7800
15.7500
14.8900
16.6800
16.5200
15.9767
1.0050
6.2904
17.2400
14.7800

45

16.0600
15.3700
17.9200
16.8900
23.0700
24.0700
18.8967
3.7322
19.7503
24.0700
15.3700

45

21.3900
19.3200
19.4600
18.5300
20.9200
21.0600
20.1133
1.1610
5.7724
21.3900
18.5300

60

17.5900
17.3600
19.6100
18.1500
24.6000
26.2900
20.6000
3.8708
18.7904
26.2900
17.3600

60

24.7500
23.4200
22.5400
21.7900
24.5900
24.8500
23.6567
1.2867
5.4390
24.8500
21.7900

90

20.9900
21.0200
22.8300
20.1500
27.0100
29.8200
23.6367
3.9057
16.5239
29.8200
20.1500

90

29.7400
29.5900
26.9100
27.2200
30.4500
30.6600
29.0950
1.6270
5.5921
30.6600
26.9100

120

23.6800
24.4900
25.6400
21.7900
29.1200
32.6800
26.2333
3.9886
15.2045
32.6800
21.7900

120

33.7200
36.9600
29.8900
31.2700
34.8200
35.3900
33.6750
2.6516
7.8742
36.9600
29.8900

180

28.1100
30.3000
30.1700
24.2000
32.0100
36.9200
30.2850
4.2136
13.9130
36.9200
24.2000

180

39.4600
45.5700
34.3700
36.3300
40.7500
40.6600
39.5233
3.9017
9.8719
45.5700
34.3700
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