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RESUMEN

Se trato por primera vez el desarrollo de un método alternativo sencillo para determinar
la deshomogenizacion de quitina en supositorios rectales. EI método propuesto se basa
en la determinacion de la deshomogenizacion a partir de la relacion de la densidad de
quitina presente en la punta y en la base del supositorio. Para el célculo de la densidad
por desplazamiento se tuvo en cuenta el factor de desalojo, asi como varios calculos
matematicos. EI método se valido para control de calidad, result6 satisfactorio y se
aplico a 11 formulaciones diferentes. Se comprobé que el aumento del tamafio de
particula y de la dosis de quitina en el supositorio favorece la sedimentacién hacia la
punta del supositorio. En el intervalo analizado los valores de deshomogenizacion se
consideran minimos, por lo que no se afectd la calidad tecnoldgica de las formulaciones
estudiadas.
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Los supositorios son formas farmacéuticas sélidas, por lo que se recomienda estimar la
posible deshomogenizacidn del principio activo dentro de la dosis unitaria. La mayoria
de los métodos propuestos incluyen la cuantificacion del farmaco en las diferentes
porciones del supositorio: punta, base y en menor proporcién en la zona media.*

La quitina es un polimero natural de probado efecto como acelerador de la cicatrizacion
que se ha formulado en forma de supositorios® para el tratamiento de fisuras anales
agudas.?

La dificultad para determinar cuantitativamente la quitina presente en formas
farmacéuticas mediante métodos directos, debido a su limitada solubilidad y
reactividad,* ha conllevado a la aplicacion de técnicas gravimétricas.® Estos
procedimientos resultan largos y engorrosos, por lo que su aplicacion a la determinacién
de deshomogenizacidn de quitina en supositorios tiene multiples desventajas.

El objetivo de este trabajo es desarrollar un método alternativo sencillo para estimar la
deshomogenizacién de la quitina, sin necesidad de recurrir a la gravimetria como
método cuantitativo de analisis.

METODOS



Materias primas. Quitina polvo. Fabricante Empresa “Mario Mufioz”. Cuba. Lote 9801
CM: F 590006050.

Reactivos . Etanol 96 ° pn.

Productos analizados . Supositorios de quitina.

Método propuesto para calcular la deshomogenizacion de la quitina en el supositorio
Se desarrollé un método basado en la determinacion de la deshomogenizacion de la
quitina en el supositorio a partir de la relacion de densidad entre la punta y la base del
supositorio.

Se tomo un matraz aforado de 100 mL, previamente pesado en balanza analitica
SARTORIUS 1720 (capacidad 200 g ), se le afiadio etanol al 96 % hasta el aforo con el
objetivo de determinar la densidad del etanol a partir del peso. Se dividieron
cuidadosamente los supositorios en 3 porciones, fueron de interés las puntas y la parte
posterior. Se introdujeron 5 puntas previamente pesadas en un matraz aforado
igualmente tarado de 100 mL, el cual se enras6 con etanol 96 % y se pesé en balanza
analitica. lgual procedimiento se le realizé a la parte posterior del supositorio (5 bases
previamente pesadas). Después se determind la densidad de las distintas partes con
ayuda de las expresiones siguientes:

d=m/V ()

donde:

d = densidad (g/mL)

m = masa (g)

V = volumen (mL)

Si se considera que se emplearon matraces aforados de 100 mL.:

V supositorio + V alcohol :100 mL

por IO que V supositorio = 100 - V alcohol (2)

Se despeja m de (1):

m supositorio = V supositorio X d supositorio (3) y m alcohol = V alcohol x d alcohol (4)

Queda m alcohol =m total — m supositorio (5)

Se despeja V oo d€ (1) Y se sustituye m o pOr (5):

V alcohol = m total ~ m supositorio / d alcohol (6)

Se despejo d supositorio en (1) y se sustituye por (2) y por (6), resulta:



d supositorio = m supositorio / (100 - V alcohol ) = m supositorio / (100 = [(m total ~ m supositorio) / d alcohol ])

El calculo se realiz6 por triplicado para las puntas y las bases del supositorio. Se
determino el cociente entre d, (densidad en la punta) y d, (densidad en la base). Se
considerd como criterio que el valor promedio obtenido para d, /d, no difiera
significativamente de uno para o = 0,05 al aplicar la prueba de la t de Student (prueba
de un extremo, una vez comprobada la distribucién normal de la muestra por la prueba
Kolmogorov-Smirnov).

Ademas se determiné el incremento de quitina en la punta a partir del factor de desalojo
(FD), el cual es una relacion de densidades si se tiene en cuenta que el volumen del
supositorio es fijo:

FD:d excipiente /d Quitina

FD = g excipiente /g Quitina

Si se considera que la suma de las fracciones (X) es la unidad:

X Quitina + X excipiente = 1

Resulta que la densidad en la punta: d, = X quinal 0 quitna X excipiente 0 P

Ia denSidad en Ia base d2 = XQuitinaZ d Quitina +X excipiente d excipiente

se despeja X capene = 1 — X quina Y S€ SUSItUye en las expresiones anteriores:

dl = X Quitinal d QUItIna + (1_X Quitinal)d excipiente y d2 = X Quitina2 d Quitina + (1_X Quitina2 )d excipiente

Se obtiene factor comun ... €N cada caso, se multiplica d, por -1 y se restan ambas
expresiones:

d 1 =X quinar (0 excipiente = quitina) T 0 excipiente

Se multiplica por -1: -d, = -X quinaz (0 excipiene =0 quitna) = A excipiente

Al restar queda: d. -0, =(X qutnar = X quiinaz ) (A excipiente — A quitina)

AX: Diferencia de la fraccidn de quitina entre la punta (1) y la base (2) del supositorio
AX= X quitinar = X quitina2

Despejo AX:

AX=d, -d, / (d excipiente— quitina)

Donde d., d. fueron calculados y d excipiente esta disponible como dato

d Quitina =d excipiente /FD



Se utiliza el FD calculado para cada formulacion.

Luego se determind A

A= AX / fraccion de principio activo en el supositorio segun su dosis
0,05 para 50 mg/g =100 mg/supositorio

0,10 para 100 mg/g = 200 mg/supositorio

0,15 para 150 mg/g = 300 mg/supositorio

» Porcentaje de deshomogenizacién = A x 100
e Incremento de quitina en la punta (mg/g) = [A+1] x mg/g de quitina en el
supositorio

Los miligramos por gramos de incremento de quitina en la punta deben ser inferiores a
300 mg/g usado como referencia de cantidad maxima que garantiza adecuada
homogenizacion.

Metodologia utilizada en la validacion del método

Se realizaron por triplicado las determinaciones de la densidad por desplazamiento del
etanol y de la quitina materia prima (8 g), en volumétricos de 100 mL.

Se moldearon por el método tradicional de fusion supositorios de excipiente solo y que
contenian quitina al 5; 7,5; 10; 12,5y 15 %. De estos se analizaron por triplicado en
cada caso fracciones de 6 g de masa compacta (sin cavidad axial, ni otros defectos) y se
determind la densidad por desplazamiento mediante la expresion:

DenSIdad = fraCCI(jn excipiente X d excipiente + fraCCién Quitina X d Quitina
Donde d ciene S€ Calculd para 6 g de base por el mismo procedimiento.
Las fracciones de excipiente y quitina utilizadas se presentan en la tabla 1.

Linealidad del método. Se construy6 una curva de calibracion de concentracion de
quitina (%) vs densidad (g/100 mL) cuyo intercepto con el eje de las ordenadas
corresponde con la densidad del excipiente solo; se emplearon 5 puntos (5-15 %) con 3
réplicas cada uno, procesados por regresion lineal mediante el programa Statistica
version 6.1.

Exactitud. Se cargaron 6 g de placebo por triplicado con quitina materia prima
equivalente a 5, 10 y 15 %. Se determind el recobrado por punto, el recobrado promedio
y el coeficiente de variacion (CV) total. Se aplicaron las pruebas de Cochrany de la t de
Student. Se construyd la curva de recuperacion procesada por regresion lineal
(programa Statistica version 6.1)



Repetibilidad. Se procesaron en iguales condiciones experimentales, por triplicado,

porciones equivalentes a 6 g de supositorios que contenian 5, 10 y 15 % de quitina. Se

determino el CV.

Precision intermedia. Participaron 2 analistas en 2 dias diferentes en el analisis que se
realizé por triplicado de 6 g de supositorios que contenian 10 % de quitina. Los
resultados se compararon por la prueba de la t de Student y por la prueba F para cada
factor analizado: analista y dia. Ademas se determiné el CV total.

Tabla 1. Relacion de las fracciones de excipiente y quitina utilizadas en la validacion

del método
| Concentracion de quitina (%) || Fraccién de quitina || Fraccién de excipiente |
| 5,0 | 0,050 | 0,950 \
| 7,5 | 0,075 | 0,925 \
| 10,0 | 0,100 | 0,900 |
| 12,5 | 0,125 | 0,875 \
| 15,0 | 0,150 | 0,850 \

RESULTADOS

Los resultados de la validacién del método se resumen en la tabla 2.

El valor de densidad que intercepta al eje Y corresponde con la densidad del excipiente
utilizado que es de 0,95, por lo que es imposible que el intercepto sea cero. El
cumplimiento de los restantes criterios establecidos garantiza la elevada

proporcionalidad de la respuesta obtenida en funcidn de la concentracion de quitina en
el intervalo de 50 a 150 %, tal como se observa en la tabla 2.

Tabla 2 . Resultados de la validacion del método para determinar deshomogenizacion de
quitina en supositorios

| Parametro H Resultados || Criterio de aceptacion \
Y =0,0057X+0,9444 Y=bx+a
r =0,9908

. 2 =0,9803 rz0,99

Linealidad del ' _ o r2>0,98

método forp > L (.a =0,05; n=13) Intercepto no significativo t.., <
significativo te (2,16)
t = 397,2487 > 2,16 bal
b =0,0057 t alta
L :205164010604 b < 0,005
Y=0,00569X+ 0,9448 Y=bx+a
r =0,99506 r>0,99
r2 =0,99015 rr>0,98

Exactitud texp > t o (@ =0,05; N=7) Intercepto no significativo t.,, <
t = 407,79 > 2,36 tias (2,36)
b = 0,00569 bzl
t=26,5371 t alta
p = 0,0000 p < 0,005

R = Q7 NA04
otal 170970

|R =07 103 0,
ota T1—1XO9

>




CV o = 2,54 % ICV wa<3,0 %

G o =0,7745 Prueba de Cochran
G w =0,8709 G op < Gup; o = 0,05; K=3; n=3
Prueba t Student t,, < tws
tab exp
texp(o,3875 )<t (12,71)
CVso0 = 1,48%
Repetibilidad CV100 % =0,56% CV<1l5%
CVis09 =1,16 %
CV= 2,56 % ICV wa <3,0%

Fischer(F) y Student(t) entre
Fee = 0,5428; t.,, = 0,5363 analistas

Ftab = 51051 ttab: 2123

Fischer (F) y Student (t) entre
dias

| ||Fian = 5,05; tws = 2,23 |

Precision
intermedia

Fup =1,1543; t., =0,3664

La densidad promedio de la quitina obtenida por desplazamiento fue 1,4746 g/100 mL.

La curva de recuperacion y las restantes pruebas estadisticas aplicadas para comprobar
la exactitud del método avalaron la minima influencia de errores sistematicos.

La precisiéon se comprob6 mediante la repetibilidad y la precision intermedia. Los
resultados estuvieron acordes con los criterios establecidos, por lo que fue minima la
influencia de los errores aleatorios en los niveles de concentracion evaluados, asi como
frente a los factores dias y analistas.

La relacion ideal entre d, y d, es la unidad, pues esto significa que no existen diferencias
entre la densidad debida a la Quitina que se encuentra en la punta (d,) y en la base del
supositorio (d.).

Los valores fueron ligeramente superiores a uno, segun se observa en la tabla 3, lo cual
significa que existe una tendencia al incremento del principio activo en la punta,
resultado 16gico ya que la quitina es mas densa que el excipiente y el supositorio es una
suspension. El principio activo que se suspendi6 en la base, permanecio el tiempo de
enfriamiento en reposo. Al tener mayor densidad que la base, el farmaco sedimenta y se
incrementa la fraccion d..

Tabla 3. Resultados de la aplicacion del método a 11 formulaciones de diferente
composicion en cuanto a tamafio de particula y dosis de quitina segun disefio factorial

Ensayo || Tamafo ||Dosis de|| Factor de d, /d; t calculadal|{lncremento de
particula || quitina || desalojo promedio || o =0,05y || quitinaen la
promedio |[X, (mg/qg) Media =+ DE 2g.l punta
X, (mym) (mg/g)

I | 580 | 50 || 062 | 1,024+0,08 || 0,1732 || 50,09 |

(I | 85 || 50 || 056 | 1,003+0,56 || 0,0031 || 5373 |

(M | 11225 || 50 || 0,68 |l 1,001+0,89 || 0,0006 || 50,92 |

v | 580 | 100 || 0,70 || 1,010+0,76 || 0,0076 | 106,50 |

\Y | 855 || 100 || 0,63 || 1,041+0,94 || 0,0252 | 12488 |

|

VI | 1125 || 100 || 0,65 || 1,047+1,02 || 0,0266 || 127,20




Vil | 580 | 150 || 0,74 || 1,030+0,47 || 0,0368 | 174,36

|
\AIT | 855 | 150 || 0,80 || 1,058+0,86 || 0,0389 | 186,80 |
IX || 11225 || 150 |[ 0,71 | 1,061+052 || 0,0677 |[ 188,75 |
X [ 855 || 100 |[ 061 | 1,045+0,44 |[ 0,0600 |[ 12570 |
XI | 855 | 100 || 0,63 || 1,039+0,23 || 0,1000 || 123,00 |

Deshomogenizacion= 1,045 + 0,011X, + 0,028X,
F=2,165(N.=5y N, =2); F iuco. = 28 (o0 = 0,05); S, = 0,0001

No obstante, los valores son muy proximos a uno y segun la prueba de la t de Student de
un extremo, no difieren estadisticamente del valor ideal, segin se aprecia en la tabla 3,
ya que las t calculadas < t ... (4,30 para a=0,05 y 2 grados de libertad).

A mayor tamafio de particula, se debe esperar mayor velocidad de sedimentacion y por
tanto, se incrementa la relacion d./ d.. Para el aumento de la concentracién con el mismo
tamafo de particula, se observa que aumenta la cantidad de masa sedimentada y por lo
tanto, resultara mayor la relacion d, /d..

Para tener un criterio sobre si la deshomogenizacion de los supositorios era elevada o
no, se asumié como limite para el incremento en la punta 300 mg/g (cantidad de polvo
de referencia). Esta cantidad aparece en supositorios de alta dosificacién. Aungue es una
cantidad que parece elevada, por criterio de expertos se conoce que es posible alcanzar
la cohesividad requerida en este tipo de forma farmacéutica. Por consiguiente, aunque
ocurra una sedimentacion hacia la punta del supositorio hasta valores de 300 mg/g
durante el proceso de elaboracion del supositorio, la cantidad de base presente es capaz
de proporcionar la cohesividad necesaria y por tanto, no se afecta la calidad de este.

En la tabla 3 se resume la concentracion maxima de quitina en la punta, expresada en
miligramo por gramo. Todos los valores fueron inferiores a 300 mg/g, lo cual sustenta
el criterio de que la deshomogenizacion no afecto la calidad de los supositorios. La
mayor deshomogenizacion (188,75 mg/g) se obtuvo para la férmula IX, correspondiente
al mayor tamafo de particula promedio y a la mayor dosis.

Por estos resultados, se puede afirmar que no ocurre una deshomogenizacion apreciable
en ninguna de las concentraciones de principio activo ensayadas. Los graficos de
superficie-respuesta y contorno que relacionan estos resultados se muestran en la figura.
Si se considera para cada dosis la minima deshomogenizacion, las formulas con buenos
resultados serian para 50 mg/g las elaboradas con cualquiera de los tamafios de particula
analizados. Para 100 mg/g, seria mas recomendable trabajar con el valor menor, aunque
los tamarfios de particula intermedios no brindan valores muy elevados de d, /d.. A dosis
de 150 mg/g, lo mejor seria trabajar a menores tamafios de particula, es decir a 58 um.



Fig. Representacion de superficie-respuesta (A) y contorno (B) para la
deshomogenizacién de la quitina en los supositorios; se considerd la interaccion con la
dosis de quitina y el tamafio de particula.

DISCUSION

El método propuesto simplifica en gran medida la estimacion de posible
deshomogenizacién de quitina en los supositorios. La demostracion de su validez
permite su aplicacion al estudio de diversos factores en la calidad tecnolégica de nuevas
formulaciones en fase de desarrollo, sin necesidad de recurrir a largos y engorrosos
métodos gravimétricos de cuantificacion.

La utilizacion de este método constituye una nueva alternativa no solo para
formulaciones a partir de quitina, sino de otros productos formulados con analitos cuyos
métodos de estimacion cuantitativa requieran de recursos no disponibles o de largos
periodos de experimentacion, los cuales limiten el estudio de este parametro de gran
importancia en la etapa de investigacién-desarrollo.

SUMMARY

Development and validation of a new method for chitin dehomogenization estimation in
suppositories

For the first time, the development of a simple alternative method to determine chitin
dehomogenization in rectal suppositories was addressed in this paper. The suggested
method is based on determination of dehomogenization from the ratio of chitin density
of the tip and of the base of suppository. For estimation of the sliding density, the
clearing factor as well as various mathematical calculations were taken into
consideration. The method was validated for quality control, it was satisfactory and
applied in 11 formulations. It was proved that the increase in chitin particle size and
dose in suppository favors sedimentation to the tip of suppository. In the analyzed
interval, the dehomogenization values were considered minimal, so the technological
quality of the studied formulations was not affected.

Key words: Chitin, suppository, dehomogenization.
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