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RESUMEN

Introduccién: Durante el disefio y formulacién de formas farmacéuticas, o en caso
de alguna transformacién por la necesidad de ajustar la dosis o adecuarlo al estado
del paciente, es necesario verificar las caracteristicas quimicas, fisicas y biol6gicas de
todos los componentes que hardn parte de la formulacién del producto final. Lo
anterior con el fin de garantizar que la preparacion sea estable, eficaz, segura, fécil de
administrar y bien tolerada. Objetivo: Estudiar las propiedades fisicas y quimicas de
una preparacion extempordnea liquida de maleato de enalapril para administracion
peroral, elaborada a partir de tabletas comercialmente disponibles en el mercado
colombiano, haciendo uso de practicas comunes en los centros hospitalarios para
su preparacion. Materiales y métodos: Como vehiculos se utilizaron: una solucién
en proporcién 1:1 de dextrosa en agua al 5% y agua destilada (vehiculo 1) y una
solucién de la misma composicién del vehiculo 1 ajustada a pH 3,0 con 4cido
ascorbico (vehiculo 2). Las muestras se envasaron en frascos 4mbar o transparentes
y se almacenaron a 542 °C y 2542 °C durante 360 horas. El maleato de enalapril
se cuantific a las 0, 12, 24, 36, 48, 72, 120, 168, 240 y 360 horas, usando una
metodologfa validada, la cual demostré ser selectiva, lineal, precisa y exacta.
Resultados: Los resultados indican que el pH es un factor que afecta el tiempo

de vida util de las preparaciones liquidas extempordneas de maleato de enalapril.
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Estabilidad de una preparacion extempordnea de maleato de enalapril

La estabilidad de la preparacion extemporanea se conservo hasta 240 horas usando el

vehiculo 1y almacendndola a una temperatura de 5+2 °C en frasco émbar.

Palabras clave: maleato de enalapril, propiedades fisicoquimicas, preparacién extem-

porénea, estabilidad.

SUMMARY

Study of the physical, chemical and microbiological stability of an

extemporaneous preparation based on enalapril maleate

Introduction: During the design and formulation of pharmaceutical forms, or
in case of any transformation due to the need to adjust the dose or adapt it to the
patient’s condition, it is necessary to verify the chemical, physical and biological
characteristics of all the components that will be part of the formulation in the final
product. The above in order to ensure that the compounding it is stable, effective,
safe, easy to administer and well tolerated. Objective: To study the physical and
chemical properties of an extemporancous (compounding) liquid preparation of
enalapril maleate for peroral administration, prepared from tablets commercially
available in the Colombian market, using common practices in hospital centers for
its preparation. Materials and methods: The following were used as vehicles: a 1:1
solution of dextrose in 5% water and distilled water (vehicle 1) and a solution of the
same composition of vehicle 1 adjusted to pH 3.0 with ascorbic acid (vehicle 2).
Samples were packaged in amber or transparent bottles and stored at 542 °C and
2542 °C for 360 hours. Enalapril maleate was quantified at 0, 12, 24, 36, 48, 72,
120, 168, 240 and 360 hours, using a validated methodology, which proved to be
selective, linear, precise and exact. Results: The results indicate that pH is a factor
that affects the shelf life of extemporaneous liquid preparations of enalapril maleate.
The stability of the extemporaneous preparation was preserved up to 240 hours

using vehicle 1 and storing it at a temperature of 5+2°C in an amber bottle.

Keywords: enalapril maleate, physicochemical properties, extemporaneous prepara-

tion, stability.
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REsuMmoO

Estudo da estabilidade fisica, quimica e microbioldgica de uma
preparagao extemporanea a base de maleato de enalapril

Introdugio: Durante o desenho e formulagio de formas farmacéuticas, ou em caso
de qualquer transformacio devido 4 necessidade de ajuste de dose ou adaptagio a
condicdo do paciente, ¢ necessério verificar as caracteristicas quimicas, fisicas e biolo-
gicas de todos os componentes que fardo parte da formulagio do produto final. Tudo
isto para garantir que a preparacio ¢ estdvel, eficaz, segura, ficil de administrar e bem
tolerada. Objetivo: Estudar as propriedades fisicas ¢ quimicas de uma preparagio
liquida extemporinea de maleato de enalapril para administragio peroral, prepa-
rada a partir de comprimidos comercialmente disponiveis no mercado colombiano,
utilizando préticas comuns em centros hospitalares para sua preparagio. Materiais
e métodos: Foram utilizados como veiculos: uma solugio 1:1 de dextrose em 5% de
4gua e 4gua destilada (veiculo 1) e uma solugio de mesma composigao do veiculo 1
ajustada para pH 3,0 com 4cido ascérbico (veiculo 2). As amostras foram acondicio-
nadas em frascos Ambar ou transparentes ¢ armazenadas a 5+2 °C ¢ 2542 °C por 360
horas. O maleato de enalapril foi quantificado nos tempos 0, 12, 24, 36, 48, 72, 120,
168,240 ¢ 360 horas, utilizando metodologia validada, que se mostrou seletiva, linear,
precisa ¢ exata. Resultados: Os resultados indicam que o pH ¢ um fator que afeta o
prazo de validade das preparagées liquidas extemporaneas de maleato de enalapril. A
estabilidade da preparagio extemporanea foi preservada por até 240 horas utilizando o

veiculo 1 e armazenando-a & temperatura de 5+2°C em frasco Ambar.

Palavras-chave: maleato de enalapril, propriedades fisico-quimicas, preparagio

extemporanea, estabilidade.

INTRODUCCION

Para realizar el disefio y formulacién de formas farmacéuticas es necesario verificar las
caracteristicas quimicas, fisicas y biol6gicas de todos los componentes que hardn parte
de la formulacién del producto, considerando tanto los ingredientes activos como los
excipientes. Todos estos deben ser compatibles entre si con el fin de garantizar que el
producto farmacéutico sea estable, eficaz, seguro, ficil de administrar y bien tolerado.

Otro aspecto que se debe considerar durante el diseno y formulacién de medicamentos
es la edad del paciente: un adulto, un nifio o un neonato tienen grandes diferencias
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fisiolégicas, por lo que las dosis de administracion de un farmaco para estos pacientes
suelen ser diferentes. Algunas formas farmacéuticas que se encuentran en el mercado
no son muy practicas para usarlas en nifios, neonatos y personas de la tercera edad,
porque han sido disefiadas para personas adultas y los requerimientos de dosis para
estos pacientes varfan segun su peso corporal o drea superficial. Ademds, se debe tener
en cuenta que los bebés y usualmente nifios menores de 5 afios son incapaces de tragar
o deglutir una forma farmacéutica s6lida, como lo son las tabletas y cipsulas; requirién-
dose para estos pacientes formas farmacéuticas liquidas en lugar de las sélidas. De esta
manera una preparacion liquida podria ser ttil parala administracién peroral de farma-
cos en infantes, nifios y personas de la tercera edad pues seria posible ajustar la dosis del
farmaco variando el volumen administrado. Sin embargo algunos firmacos no suelen
ser estables por mucho tiempo en un medio liquido, situacion que explica la razdén por
la cual estos firmacos no se encuentran comercializados en esta forma farmacéutica.

La accién miés frecuente para manejar la prescripcion en lactantes, en los centros hos-
pitalarios, es realizar la trituracién de una forma de dosificacién disponible (tabletas,
cépsulas) hasta la obtencién de un polvo fino y mezclar con un liquido, quedando gene-
ralmente en forma de suspension. En pacientes jovenes se prefiere mezclar el polvo con
alimentos liquidos para enmascarar su sabor amargo [1, 2]. Estas técnicas de admi-
nistracion hospitalaria pueden llevar a una imprecisién en la dosificacion del formaco
administrado, teniendo ademas inconvenientes relacionados con el desconocimiento
de la estabilidad de la preparacion en los medios liquidos utilizados.

Debido a estas necesidades que se presentan en los hospitales, el farmacéutico busca
elaborar una preparacién extemporanea liquida, para administraciéon peroral a par-
tir de tabletas o cdpsulas, utilizando como medio de transporte del firmaco, solucio-
nes manejadas en el 4mbito hospitalario como son: la solucién salina, la solucién de
dextrosa entre otras, sin garantizar la estabilidad de dicha preparacién. Por lo tanto,
durante la transformacién son pardmetros a considerar: la solubilidad y estabilidad del
firmaco, el pH y la composicién del medio de suspension [1].

Los firmacos en preparaciones extempordaneas liquidas pueden sufrir reacciones qui-
micas que llevan a la degradacidn, entre las que se encuentra reacciones de hidrolisis,
oxidacion o reduccion. El pH y otros factores pueden influir en la velocidad o el tipo de
reaccion; por ejemplo, esta degradacién quimica generalmente aumenta con la tempe-
ratura, siendo una condicién a tener en cuenta en los ensayos de estabilidad acelerada.
Es importante evaluar el cambio de color, olor y pH, que pueden ser una manifestacion
de inestabilidad fisicoquimica y a su vez se debe observar si se presenta sedimentacién
de los farmacos que puedan causar dificultad en la redispersion de la formulacién. Por
otro lado, el crecimiento microbiano en la preparacion puede causar mal olor y turbi-
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dez, afectando notablemente su apariencia y estabilidad, ademds puede conducir a un
cambio de pH de la formulacién y asi reducir la estabilidad quimica y solubilidad del
firmaco como consecuencia de los subproductos del metabolismo microbiano. Esto
hace que sea necesario contar con un 4rea limpia, materias primas y envases que garan-
ticen la estabilidad microbiolégica adecuada para la preparacion [3, 4].

Es asi como estas propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas juegan un papel fun-
damental en la estabilidad de la preparacion extempordnea. Es importante resaltar que
la estabilidad, entendida como la conservacién dentro de limites especificados durante
el periodo de almacenamiento y utilizacion de las propiedades y caracteristicas que pre-
sentaba cuando se elabord, sera de dias e incluso horas para el caso particular de las pre-
paraciones extempordneas; sin embargo, se considera un tiempo adecuado y suficiente
para satisfacer las necesidades terapéuticas de un paciente que requiere de la adecuacion
de una forma farmacéutica, [5-8].

Por tal razén, surge el propdsito del presente estudio: preparar una forma de dosifi-
cacién liquida peroral extemporinea de maleato de enalapril con vehiculos de facil
acceso. En pediatria el enalapril es uno de los firmacos méds ampliamente utilizados en
cardiologfa [9], se emplea para el tratamiento de la hipertension esencial y renovascu-
lar y en la insuficiencia cardiaca congestiva [1]. En Colombia, el maleato de enalapril
se encuentra disponible en tabletas de 5, 10 y 20 mg, no encontréndose suspensiones
comercialmente disponibles para administracién peroral que puedan ser usadas para
tratar a nifios o ancianos que no pueden tragar o deglutir las tabletas [10].

Aungque se han realizado estudios para asegurar la estabilidad de preparaciones extem-
poréneas, algunos de estos trabajos han utilizado vehiculos que son comerciales y para
los hospitales, especialmente aquellos de niveles Iy I1, no existe facilidad para su adqui-
sicion. Para garantizar que los hospitales puedan elaborar la preparaciéon extempora-
nea, se han considerado como los vehiculos seleccionados, aquellos de uso frecuente en
estas instituciones; ya que el empleo de otros medios, aunque logren brindar estabili-
dad a la preparacién liquida de maleato de enalapril, podrian ser de dificil acceso al ser
vehiculos de marcas comerciales [1, 10].

MATERIALES Y METODOS

Equipos

Cromatégrafo Merck Hitachi modelo D-7000, con detector UV de arreglo de diodos,
columna cromatogréfica RP 18 de 150 x 4,6 mm y tamano de particula 5 um, balanza
analitica Mettler Toledo XP 205 serie 1126300620, bafio de ultrasonido US-0061
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Elma E 300H Elmasonic, termohigrémetro Digital Traceable VWR, bafio maria Pre-
cisidn Scientific modelo TS-66618 AZ-1.

Materiales

Tabletas de maleato de enalapril de 20 mg, estindar USP de maleato de enalapril, agua
destilada, metanol calidad HPLC (Merck), fosfato de potasio (Merck), dcido clorhi-
drico (Merck), hidréxido de sodio grado reactivo (Merck), dcido ascédrbico (Research
Pharmaceutical S,A), 4cido ortofosférico (Merck), peréxido de hidrégeno (Merck) y
dextrosa al 5% USP (Baxter).

Preparacion de la suspension extemporinea

En un mortero de porcelana con pistilo, se trituraron 20 tabletas de maleato de enala-
pril hasta obtener un polvo fino. De la mezcla se pesé el equivalente a 20 mg de maleato
de enalapril (previa determinacion de la variacion de peso), la cual se llevé a un balén
aforado de 200 mL y se adicioné 50 mL del vehiculo seleccionado (vehiculo 1: solu-
cién dextrosa 5% y agua 1:1 6 vehiculo 2: solucién dextrosa 5% y agua 1:1 pH ajus-
tado a 3,0 con 4cido ascdrbico), se agitd vigorosamente hasta obtener una suspension
homogénea. Finalmente, se completd a volumen con el vehiculo seleccionado, se agit6
nuevamente y se envas en frascos de pldstico &mbar o transparentes con capacidad de
60 mL y tapa rosca plastica. Las preparaciones extemporaneas de maleato de enalapril
fueron almacenadas a (5+2) °C (nevera PHILIPS Polarix) y a (2542) °C (estufa de
calentamiento IKA C-MA6-HS7).

Estandarizacion del método

Se desarroll6 y valid6 la metodologia para este producto teniendo como punto de par-
tida las condiciones cromatograficas aplicadas para un estudio de estabilidad quimica
de maleato de enalapril del Departamento de investigacién de la Universidad de Con-
cepcidn, Chile [11, 12]. Se modificé el método para la estandarizacién y optimizacién
de las condiciones cromatogriéficas, con el fin de lograr parimetros cromatogrificos
que representaran la idoneidad del sistema para la cuantificacién del principio activo
en suspension [13, 14].

Preparacion de la muestra

La muestra fue obtenida mediante la trituracion de 20 tabletas hasta obtener un polvo
fino (de la mezcla se pesé el equivalente a 20 mg/tableta de maleato de enalapril). Una
porcion de 1450 mg del polvo se transfirié a un balén aforado de 200 mL, se adiciona-
ron 50 mL del vehiculo 1y se agité vigorosamente hasta obtener una suspensién homo-
génea, se complet6 volumen con el vehiculo seleccionado y se agité nuevamente. Igual
procedimiento se siguié para el vehiculo 2. Posteriormente, se transfirié una alicuota
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de 5 mL a un balén aforado de 25 mL, se diluyé con agua, agitando vigorosamente y
aforando a continuacién con agua.

Selectividad

La selectividad se evalué en relacién a los excipientes y a los productos de la degra-
dacion forzada del activo. Para ello, se preparé una mezcla de los componentes de la
formulacién de la tableta de maleato de enalapril, pesando el doble de la cantidad en
que se encuentran en la suspensién (excluyendo al principio activo) y se llevé el placebo
a una concentracion similar a la de las muestras durante el analisis de cuantificacién
del analito de interés. Tanto los excipientes que hacen parte de la matriz de las tabletas
como el maleato de enalapril fueron sometidos a degradacién forzada realizando prue-
bas de hidrélisis acuosa, 4cida, bésica, sometiendo las muestras a calentamiento en cada
caso a una temperatura de 70 °C por 12 horas. Las degradaciones se llevaron a cabo con
NaOH 0,IN, HCI 0,1N, peréxido de hidrégeno al 3% y exposicién al medio ambiente

por 12 horas diarias, dia luz, durante cuarenta horas.

Linealidad

La linealidad del sistema y del método se determiné analizando la matriz de la suspen-
sion enriquecida con el estdindar de maleato de enalapril en concentraciones 0,10, 0,15,
0,20, 0,25y 0,30 mg/mL.

Precision
La repetibilidad se evalué mediante la preparacion de una solucién de muestra a la con-
centraciéon nominal del 100% (aproximadamente 0,2 mg/mL de maleato de enalapril).

La precisién intermedia se evalud entre dias y entre analistas, realizando determinacio-
nes en dos dias diferentes, por dos analistas y valorando tres réplicas por dia.

Exactitud

Se determin la exactitud de la metodologia para tres niveles de concentracién 0,1,
0,2y 0,3 mg/mL, equivalentes al 50% 100% y 150% respectivamente y realizando tres
réplicas para cada nivel.

Procesamiento de las muestras para andlisis

La evaluacién de la concentracion remanente de activo de cada una de las muestras se
valoré por duplicado utilizando el método por HPLC previamente validado. Para esto,
antes de llevar las muestras de las preparaciones elaboradas al equipo HPLC fueron
filtradas a través de membranas de 0,45 um y posteriormente se pasaron por un filtro de
jeringa hidrofilico de PTFE (politetrafluoroetileno) de 0,22 um. El volumen restante
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de las muestras (antes de filtrar) se utilizé para evaluar la estabilidad fisica y microbio-
l6gica. El estudio se llevd a cabo segtin tiempos de andlisis preestablecidos de 0, 12, 24,
36, 48,72, 120, 168, 240 y 360 horas, en dos lotes de una marca comercial de maleato
de enalapril escogida al azar.

Evaluacion de la estabilidad fisica

Las propiedades fisicas de cada una de las muestras fueron evaluadas mediante la obser-
vacién del color y olor, medicién de pH en las diferentes condiciones del estudio y
comparando con un blanco. El resultado fue reportado como cambio o no cambio y los
valores de pH se determinaron en un pH-metro Mettler Toledo Seven Easy.

Evaluacion de la estabilidad quimica

Para la evaluacién de las propiedades quimicas se realizé el andlisis del porcentaje
remanente de enalapril maleato encontrado en cada muestra almacenadas a 5°C+2°C
y 25°C+2°C en frasco ambar o transparente, en funcién del tiempo para los dos lotes,
cada uno con dos réplicas. Al iniciar el almacenamiento y al cabo de 12, 24, 36, 48, 72,
120, 168, 240 y 360 horas, las muestras fueron evaluadas. Se tuvo en cuenta que segun
lo exigido por la norma el porcentaje de enalapril debe encontrarse entre 90y 110% [8].
La determinacién del tiempo de vida ttil se realizé para la mejor condicidn y se calculd
mediante un analisis de varianza para la regresion, con el cual ademas se comparé la
diferencia estadistica entre los dos lotes.

Evaluacion de la estabilidad microbioldgica

Para el estudio microbiolédgico se realizé un recuento de acrobios meséfilos, mohos y
levaduras, y ausencia de Staphylococcus aureus, Salmonella, Escherichia coli y Pseudo-
monas aeruginosa. Para el recuento de aerobios mesofilos y de mohos y levaduras se
realizaron las diluciones requeridas (10, 10, 10°) teniendo en cuenta de no utilizar
menos de 1 gde la muestra a ser examinada. Para acrobios meséfilos las diluciones fue-
ron vertidas en Agar Tripticasa de Soya fundido y se incubaron por 3 dias entre 30 y 35
°C y para mohos y levaduras en Agar Sabouraud y se incubaron las cajas de Petri por 3
diasa20 - 25 °C. Utilizando el contador de colonias, se realizé el recuento de las cajas y
el calculo estindar en placa. Para S. aureus se utiliz6 una caja con Agar Manitol-Salado
y se incub6 durante 72 horas a 30 — 35 °C; se observo la aparicién de colonias tipicas de
S. aureus amarillas o blancas rodeadas por una zona amarilla, si pasado este tiempo no
aparecian colonias se reportaba como ausencia de S. aureus. Para Salmonella se inoculd en
placas de Agar XLD (Xilosa-Lisina ~Desoxicolato) y se incubé a 30 — 35 °C durante 48
horas; la presencia de colonias bien desarrolladas de color rojo con o sin centro negro
indicaba la posible presencia de Salmonella. Para E. coli se cultivé en placa de Agar
MacConkey y se incubé a 30 — 35 °C, durante 72 horas; posteriormente se realizé la
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observacién de crecimiento o no crecimiento de E. coli. Para Pseudomonas se utiliz6é un
Agar Cetrimide y nuevamente se incub6 a 30 — 35 °C durante 18 — 72 horas; posterior-
mente se realizé la observacion de crecimiento o no crecimiento. Las muestras cumplen
con las especificaciones si no hay presencia de colonias o si las pruebas confirmatorias
son negativas. El estudio microbioldgico de las preparaciones extempordneas se realizé
durante 10 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sistema de idoneidad

La idoneidad del sistema cromatogréfico se verificé empleando el estindar de maleato
de enalapril USP a una concentracién de 0,1 mg/mL con un coeficiente de variaciéon
para las dreas de 0,297%, tomando como referencia un valor de no més de 2,0% en
inyecciones repetidas [8].

El factor de capacidad fue 1,46, el ntimero de platos teéricos fue 5471 (CV 0,66%) y el
factor de asimetria 1,16 (CV 1,97%). El anlisis cromatogréfico indica que los resulta-
dos obtenidos del coeficiente de variacion para los pardmetros de tiempo de retencién,
dreas, factor de capacidad, platos tedricos y asimetria cumplen con lo establecido por la
farmacopea USP 38 [8]. Por tal razdn, el sistema cromatografico es confiable y se puede
utilizar para la validacién de la metodologia propuesta y el andlisis del producto.

Estandarizacion del sistema cromatogréfico

Después de realizar modificaciones en las condiciones cromatogréficas y siguiendo las
condiciones planteadas por el Departamento de investigacién de la Universidad de
Concepcidn [12], se determiné que las condiciones cromatogréficas empleadas en el
estudio fueran las siguientes: columna RP 18 de 150 x 4,6 mm, tamano de particula 5
im, temperatura de la columna 23 + 2 °C, fase mévil 55% metanol 45% buffer fosfato
0,01 M ajustado con 4cido fosférico a pH 2,2, flujo de la fase mévil: 1 mL/min, volu-
men de inyeccién: 20 pL y longitud de onda de deteccién: 215 nm.

Contenido tedrico de la preparacion de la muestra. Al seguir el procedimiento de pre-
paracién de la muestra empleando como vehiculo la mezcla dextrosa al 5% y agua en
proporcion 1:1, al igual que el vehiculo 2, la concentracién esperada de maleato de
enalapril obtenida fue de 0,2 mg/mL.

Selectividad

El analisis cromatogrifico de las muestras evaluadas permite evidenciar que ni los exci-
pientes de la matriz ni los productos de degradacion interfieren con las senales corres-
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pondientes al enalapril maleato (Figura 1). Lo anterior permite concluir que el método
es selectivo y facilita la cuantificacion del principio activo. En los cromatogramas de la
degradacion del enalapril maleato sufrida en las condiciones de estrés se identifica que
el pico correspondiente al enalapril maleato tiene un tiempo de retencién de 3,0-3,28
y los otros picos en tiempos de retencién diferentes. Bajo condiciones de hidrdlisis y
oxidacion el enalapril se degrada en varios compuestos como la dicetopiperazina con
un tiempo de retencién de 5,40-5,61 y el dcido malico con un tiempo de retencién
aproximado de 1,0, los otros picos muy posiblemente se deban a impurezas que no han
sido identificadas que aparecen con un tiempo de retencién de 1,59y 1,60 y la senal 4,2
posiblemente corresponda ala Vitamina C [15].
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Figura 1. Selectividad frente a los excipientes.

Linealidad

Dentro de los rangos de concentracién estudiados, tanto para el sistema como para el
método, se obtuvo un comportamiento lineal, con un coeficiente de determinacion de
0,999. Mediante la prueba # se determiné que los interceptos no son estadisticamente
diferentes de cero y que las pendientes son estadisticamente diferentes de cero. Los
resultados del analisis de varianza para la linealidad del sistema y del método, mediante
las pruebas F'y ANOVA, nos podrian indicar que estadisticamente no hay dispersion
de los resultados entre réplicas para las distintas concentraciones, asimismo los F calcu-
lados tanto para el sistema como para el método son menores al valor del F de la tabla,
corroborando el cumplimiento de la linealidad de la metodologia (Tabla 1).
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Tabla 1. Pardmetros de validacién de la metodologfa analitica

] Prueba Estadistico | Estadistico
Parametro ;o . Concepto
estadistica | experimental | tabulado
L1ne.ahdad Pruc.ba Fde 28512.406 4670 .}:vexp>}7(.ab o
del sistema Fisher La regresidn es significativa
Linealidad | Prueba Fde Fop>Foy,
del método Fisher 23936,058 4,960 La regresion es significativa
F <F
. ey C);P tal
'Pr:mslog Prl;e,bﬁ Fde 1,336 4,387 No existe diferencia significativa
1ntermedia 1shet entre los resultados
tcxp>ttab
Pgiiiiife 2,439 2,306 Hay diferencia significativa entre

) los datos

Exactitud
Gtx < Gtab
Prueba de P
Cochran 0,521 0,870 La concentracién no afecta la
ochra variabilidad de los resultados

Precision

Los coeficientes de variacion obtenidos para la precision del sistema y del método fue-
ron 0,50% y 1,11% respectivamente, los cuales son inferiores al valor maximo aceptado
para métodos cromatograficos (2%), indicando una adecuada repetibilidad para el sis-
tema como para el método. Para la precisién intermedia del método el coeficiente de
variacién de las respuestas fue de 1,09%. El anélisis de varianza, mediante un test £,
indica que no existe diferencia significativa en los resultados por cambio de analistas o
al realizar el andlisis en diferentes dias (Tabla 1).

Exactitud

Los porcentajes de recuperacién obtenida se encontraron en un intervalo entre 100,08
y 101,92%, cumpliendo con el criterio de aceptacion, donde el promedio total de los
porcentajes recuperados debe estar entre el rango de 98 y 102 %, En la prueba # de Stu-
dent, el valor #,,, > #.,, conduce a fallar en el rechazo de la hipétesis nula Ho y por tanto,
se concluye que la probabilidad de obtener un valor # con ocho grados de libertad,
igual o mayor a 2,4398 es aproximadamente 0,005, cuando el promedio es 100,877; es
decir, no existe diferencia estadisticamente significativa entre los datos y el 100%. La
prueba de Cochran indica que el nivel de concentracién no afecta la variabilidad de los

resultados, al ser G.,, < G tabla (Tabla 1).

exp
Propiedades fisicas (estabilidad fisica) de las formulaciones

En todas las muestras de estudio no se observaron cambios de color ni olor de la sus-
pension, permaneciendo con el color y olor caracteristicos de la muestra inicial. Asi-
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mismo, la variacién de pH en las diferentes condiciones de estudio no es significativa, lo
que indica que quimicamente es estable frente a esta condicién. Sin embargo, al comparar
el remanente de activo en los dos vehiculos empleados, se evidencia que en el vehiculo 2
el porcentaje de remanente de activo sale de los limites en un menor tiempo a compa-
racién del vehiculo 1.

Tabla 2. Datos de estabilidad utilizando el vehiculo 1 (dextrosa 5% - agua 1:1).

Tiempo de N° muestra Lote 1 Lote 2
muestreo  t (°C) (vial (1) Ambary % H % o
(Horas) (2) Transparente) Remanente P Remanente P
100,662 103,450
5+2°C : 100950 ®% 10296 &Y
- 5 100,662 642 103,450 639
0 100,950 ’ 102,965 ’
100,662 103,450
2542°C ! 100950 °* 102965 ¥
- 5 100,662 6.42 103,450 639
100,950 ’ 102,965 ’
101,072 100,983
542°C ! 100,634 641 101,818 641
h 5 99,396 6.40 99,790 639
12 98,402 ’ 101,824 ’
99,687 99,518
2542 °C ! 100,982 640 98,819 640
- 5 100,100 641 98,669 639
100,546 ’ 98,861 ’
99,055 101,235
542°C ! o674 | ©¥ 101235 &%
- 5 98,097 642 99,753 6.40
24 99,975 ’ 100,800 ’
100,096 99,593
2542°C ! 99994 3% 99083 &
- > 97,780 641 100,924 641
99,028 ’ 100,691 ’
100,595 101,393
542 °C ! 100,224 6,38 100,299 6,40
- 100,290 101,055
36 2 99,545 637 99,313 643
99,485 101,154
2542°C : 99531 O qop0s9 640
- 5 100,317 6.42 100,365 637
99,219 ’ 101,250 ’
(Contintia)
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Tiempo de N° muestra Lote 1 Lote 2
muestreo  t (°C) (vial (1) Ambary % o % o
(Horas) (2) Transparente) Remanente P Remanente P
100,131 99,237
s42°C : 97383 ©%  g9qrs &4
- 5 99,422 634 98,307 636
43 100,013 ’ 98,307 ’
99,954 101,630
2542 °C 1 99,365 6.39 98,730 6,38
- 5 99,458 6.40 99,176 6.40
98,198 ’ 99,176 ’
101,759 100,096
54+2°C ! 100,797 6.38 100,995 642
- 2 100,529 636 100,040 636
7 99,608 ’ 99,892 ’
100,686 100,714
2542°C ! 100,686 6,34 100,115 6,34
- 5 100,430 637 100,183 641
100,430 ’ 100,020 ’
97,765 98,854
542°C : 97865 ¥ ogere 0%
- ) 99,862 6.40 99,625 638
120 99,210 ’ 99,634 ’
97,765 99,114
rsareC ! o765 O ogam &3
- ) 98,346 635 98,356 636
97,429 ’ 98,820 >
96,441 95,763
. ! 97052 © 96591 &8
h 96,451 97,097
68 - 97896 ¥ onie9 OV
96,019 95,062
rsareC ! 96032 O ggesq &Y
- 5 94,764 638 95,143 639
94,408 ’ 95,120 ’
90,197 91,038
5+2°C ! 90,774 6,36 90,517 6.32
- ) 90,881 638 90,057 636
240 91,116 ’ 89,556 ’
1 90,197 632 88,366 635
2542°C 90,774 88,940
- 2 90,008 634 89,092 638
90,729 ’ 89,146 ’
(Contintia)
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Tiempo de N° muestra Lote 1 Lote 2
muestreo t(°C) (vial (1) Ambary % H % H
(Horas) (2) Transparente) Remanente P Remanente P
90,604 89,335
s ! 89760 90035 628
- 5 89,395 630 89,049 634
360 90,379 ’ 90,155 ’
] 89,177 6.30 89,477 627
2542°C 89,285 88,215
- 5 89,686 628 90,008 625
90,246 ’ 90,078 ’
Tabla 3. Datos de estabilidad utilizando el vehiculo 2 (dextrosa 5% - agua 1:1, pH 3,0),
Tiempo de N° muestra Lote 1 Lote 2
muestreo t (°C) (vial (1) Ambary % o % o
(Horas) (2) Transparente) = Remanente p Remanente P
101,740 101,111
542°C ! 101,510 305 102,796 302
- ) 101,740 3.05 101,111 302
0 101,510 ’ 102,796 ’
101,740 101,111
2542°C ! 101,510 305 102,796 302
- ) 101,740 3.05 101,111 3.02
101,510 ’ 102,796 ’
98,737 100,961
542°C ! 98,982 305 100,120 3,04
B 97,928 99,616
b 2 98,144 303 99,427 302
97,949 98,345
1 ,0 ,02
2542°C 99,484 305 99,329 3
- 5 98,380 3.04 98,276 3,02
98,695 ’ 100,647 '
92,947 98,567
1 ,02 ,01
5+2°C 93,304 3 97,586 3
- 5 92,247 3.04 96,542 3,00
24 91,993 ’ 97,344 ’
1,62 21
1 91,629 3,01 97,216 3,02
2542°C 91,125 95,133
B 5 97,073 305 96,400 299
96,205 ’ 95,097 ’
(Contintia)
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Tiempo de N° muestra Lote 1 Lote 2
muestreo t (°C) (vial (1) Ambary % o % o
(Horas) (2) Transparente) ~Remanente p Remanente P
88,562 94,594
1 ,0
5+2°C 86,986 3,05 94,594 303
- 91,064 94,599
36 2 89,167 3,04 93,231 302
92,548 94,935
Yoarec ! 89647 0% 94035 | U
- 92,730 96,229
2 91,714 3,04 94,318 302

Estabilidad quimica de las formulaciones

Respecto a la variacién de la concentracién de enalapril maleato se observa que la sus-
pension envasada en frasco dmbar o transparente estudiadas a 5+2 °C 0 2542 °C y
utilizando el vehiculo 1 (tabla 2) en las primeras 240 horas, no presentd variacién de
la concentracidn del activo; los valores de la cantidad remanente se encuentran dentro
del porcentaje del 90 al 110% exigido por la norma, lo que indica que quimicamente
hasta este tiempo es estable. A partir de las 240 horas se presenta una disminucion del
porcentaje, alcanzando el 89,335%. Estadisticamente su diferencia no es significativa,
pero no cumpliria la norma del porcentaje de la cantidad remanente, indicando que se
empieza a mostrar una posible influencia de la condicién de exposicién o del vehiculo
de la preparacion. Respecto al pH de la suspension utilizando el vehiculo 1 se observa
que su variacién no es significativa durante el tiempo ni en las condiciones del estudio;
encontrandose un valor promedio de pH de 6,37 para las preparaciones.

La preparacién con el vehiculo 2 ajustado a pH 3,0 tienen un tiempo méaximo de esta-
bilidad de 24 horas envasada en frasco 4mbar o transparente y estudiada a 5+2 °C o
2542 °Cyla cantidad del activo se encuentra dentro de los limites permitidos. A partir
de este tiempo disminuye la cantidad remante del enalapril maleato y posiblemente se
debe al pH que acelera los procesos degradativos, estando de acuerdo con lo reportado
en la literatura [12], que en medio 4cido y especificamente en pH de 4,6 2 4,8 la prepa-
racion es més estable. Pero a valores de pH menores a 4 se acelera la degradacién con la
formacién del enalapril dicetopiperazina con un porcentaje cercano al 17 %

Estabilidad microbiolégica de las formulaciones

Durante los diez dias (240 horas) del estudio microbioldgico de las muestras (tabla 4),
se evidencié que las preparaciones extemporaneas cumplen con las especificaciones de
recuento microbioldgico, lo cual indica las buenas condiciones de limpieza e higiene
en la elaboracién y envase y que deben ser consideradas en el protocolo de elaboracién.
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Tabla 4. Resultados estudio microbiol6gico

Prueba Especificaciones Resultados
Recuento de aerobios meséfilos Mix, 1000 UFC/g Menora 10 UFC/g
Recuento de mohos y levaduras Mix, 1000 UFC/g Menora 10 UFC/g
Staphylococcus aureus Ausentes Cumple
Salmonella Ausentes Cumple
Escherichia coli Ausentes Cumple
Pseudomonas Ausentes Cumple

Determinacién del tiempo de vida util de la preparacién extemporinea

Teniendo en cuenta que la preparacién extemporanea presenta una mayor estabilidad en
el vehiculo 1 (dextrosa al 5% - agua 1:1), bajo la condicién de temperatura de 5+2°Cy
almacenada en frasco transparente, se utilizaron los datos de porcentaje remanente de
activo de esta condicién (tabla 2) para determinar el tiempo de vida util de la prepara-
cién extemporanea, Se realizé el analisis de regresion lineal para los lotes uno y dos. El
tratamiento estadistico realizado indica que no existen diferencias significativas entre
los lotes 1y 2 (tabla 5), ya que los valores de los F calculados son menores que los F
de la tabla, por lo cual se acepta la hipétesis nula, Los resultados obtenidos permiten
combinar los datos de ambos lotes para estimar la degradacién de la preparacion extem-
pordnea en la condicién de estudio establecido para la muestra.

Tabla 5. Resumen tratamiento estadistico determinacién del tiempo de vida ttil vehiculo dextrosa

5% - agua 1:1, frasco transparente, 5+2 °C.

Comparacion entre lotes SCR Ho: L1=L2
Lote 1 46,78688541 Seacepta Ho
Lote 2 70,25090841
Lote 142 120,1328406
Comparacién gln gld F calculado F tabla (2=0,05)
Modelos 2 36 0,476007288 3,232
Pendientes 1 36 | 0,952014575 4,085
Interceptos 1 37 0,978459424 4,085

gln: grados de libertad del numerador, gld: grados de libertad del denominador
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Tiempo de vida til vehiculo 1, T: 5+:2°C, frasco transparente
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Figura 2. Tiempo de vida util vehiculo dextrosa 5% - agua 1:1, frasco transparente, 5+2°C.

En la grafica para la determinacién de la vida til de la preparacién extemporinea
(Figura 2) se observa una pendiente negativa, lo que indica la degradacién del activo en
funcién del tiempo bajo la condicién de estudio. Tomando como limite de confianza el
90% de la concentracién de activo (remanente) se logra determinar que en un tiempo
menor a 250 horas la preparacién extempordnea cumple lo establecido por la norma
respecto a la cantidad de activo, lo cual garantiza una respuesta terapéutica por parte
del enalapril maleato.

CONCLUSIONES

Los resultados de la validacién de la metodologia por HPLC muestran que es selectiva,
lineal, precisa y exacta, por lo tanto es confiable para ser utilizada en la cuantificacion
del activo enalapril maleato presente en esta preparacién extempordnea.

El estudio de estabilidad realizado indica que la preparacién extemporanea de enalapril
maleato elaborada con el vehiculo 1 (dextrosa al 5% - agua en mezcla 1:1) es quimica-
mente mas estable durante un tiempo de 240 horas, almacenada a una temperatura de
542 °Cy 2542 °C en frasco transparente o 4mbar. Ademds, no se observaron cambios
significativos de pH, olor y color que puedan afectar la estabilidad de la suspension en
el tiempo de estudio. La preparacion elaborada con el vehiculo 2 (dextrosa al 5% - agua
1:1 y ajustada a pH 3,0) es mds susceptible a la degradacion, lo que indica que no es
recomendable utilizar este vehiculo en la elaboracion de la preparacién extempordnea.

Como resultado de la investigacion se establecié el protocolo para la preparacién
extemporanea que garantiza su estabilidad durante 10 dias siempre y cuando se alma-
cene a una temperatura de 5+2 °C. Este corresponde a tomar 5 tabletas de enalapril
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maleato con un contenido de10 mg por tableta, triturar hasta polvo fino y adicionar
25 mL de solucién de dextrosa al 5% y 25 mL de agua destilada, obteniendo una sus-
pension en concentracién del activo de 1 mg/mlL, envasar en frasco &mbar de 60 mL
con tapa rosca, etiquetar correctamente y dosificar segtin recomendacién médica.
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