Desarrollo de un comprimido de teofilina de liberacion
controlada. Evaluacion "in vitro" e "in vivo"

R. PEZOA
Dpto. de Farmacia. Facultad de Quimica. Pontificia Universidad
Catélica de Chile. Santiago.- Chile.

M.N. GAI, C. GUTIERREZ y A. ARANCIBIA
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica. Facultad de Clencias
Quimicas y Farmacéuticas.- Universidad de Chile.

RESUMEN

Se desarrollaron tres formulaciones (F,, F, y Fy) de Teofilina de 300 mg de
liberacion controlada, en forma de comprimidos obtenidos por via himeda, utilizando las
resinas acrilicas Eudragit S199" y Eudragit RSPM".

Las tres formulaciones fueron evaluadas comparativamente con una formulacion (Fy)
desarrollada previamente en nuestro laboratorio mediante estudios "in vitro" e "in vive", con
el objeto de optimizar la biodisponibilidad de la formulacion F.

Los estudios de disolucion mostraron que las tres formulaciones presentaron
cinéticas de disolucion aparentes de orden cero. Sin embargo, la formulacion Fy presento las
mejores caracteristicas de disolucion comparadas con las formulaciones F; y F,.

Se realizé un estudio de biodisponibilidad comparativo, mediante un diseiio cruzado
en 6 voluntarios sanos, los que recibieron un comprimido (F,) o una cpsula de libgracion
controlada del mercado, cada 12 horas durante sicte dias. !

Los resultados demostraron que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre las concentraciones plasmaticas méximas, las areas bajo la curva entre 0-12 y 0y24
horas y la vida media de eliminacion aparente de ambos preparados,
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SUMMARY

Development of a controlled-released theophylline tablet. Evaluation "in vitro" and
"in vivo"
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Three different formulations (Fy,, F, and F) of a 300 mg controlled-release
theophylline were developed as tablets prepared by wet granulations using the acrylic resins
Eudragit S100% and Eudragit RSPM™ The tablets were compared with a formulation
previously developed in our laboratory (Fy), using "in vitro" and "in vivo" tests in order to
optimize its bioavailability. F,F, and F, formulations followed an apparent zero order
dissolution kinetics. However the F, formulation exhibited the best dissolution characteristics
comparatively with F, and F, .

The "in vivo" comparison was performed in a cross over fashion participating six
healthy volunteers wich received one tablet (F,) or a marketed slow-release capsule every 12
hours during seven days.

The results showed that there were no statistically significant differences in Areas

]

under the curve of plasmatic concentration of theophylline vs time (AUC, ,, AUC,.,) C....
and the apparent elimination half life (t 1/2).

Key words: Theophylline.- Tablet.- Controlled release.- Desing.- Evaluation.
INTRODUCCION

La teofilina es un farmaco que tiene una gran aplicacién en el
tratamiento del asma bronquial, en la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica y en apnea en nifios de pretérmino (1). Requiere un manejo clinico
cuidadoso debido a los problemas potenciales derivados de la modifica-
cion de las concentraciones plasmiticas bajo la influencia de innumerables
factores (1-7).

El empleo de teofilina para el tratamiento del asma crénica,
requiere un ajuste optimo de la concentracién plasmatica entre 10 y 20
ug/ml, rango en el cual se obtiene el méaximo efecto broncodilatador y las
minimas reacciones adversas (8).

Los tratamientos con productos de liberacion répida resultan poco
efectivos, puesto que requieren de dosis de mantenimiento cada 4 a 6
horas, con el objeto de mantener concentraciones plasmaticas dentro de los
margenes terapéuticos. Por estos motivos, es de mucha utilidad el
desarrollo de preparados de teofilina de liberacién controlada, que
permitan disminuir las fluctuaciones del nivel plasmatico y aumentar el
intervalo de dosificacion manteniendo las concentraciones del farmaco
dentro de los limites apropiados (9,10).

El presente trabajo se plantea como objetivo fundamental
desarrollar un comprimido en base a resinas acrilicas que presente
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caracteristicas de liberacién del farmaco de orden cero y que mantenga
concentraciones plasmaticas entre 10 y 20 pg/ml durante el intervalo de
dosificacion. Se pretende desarrollar una tecnologia sencilla, econémica
y factible de ser asimilada por la industria farmacéutica nacional.

MATERIALES Y METODOS
1. Fabricacion de los comprimidos.
1.1 Materias primas

Teofilina anhidra calidad USP; Aerosil calidad USP; Estearato de
magnesio calidad USP; Avicel pH 101 calidad USP; lactosa spray dried
calidad USP; Etanol p.a. Merck; Resinas acrilicas, Eudragit S100 (M.R.)*
y Eudragit RSPM (M.R.)*.

1.2 Eguipos

Tamices: Prufsich ASTM - Nr Maschen weite; Vibrador Retac 30;
Agitador Yanke & Kunkel K.G.; Tableteadora excéntrica Hanseat n® 128
EJ. Hanburg y Cufios planos de 1,1 cm.

1.3 Fabricacion

Se fabricaron por via himeda, tres formulaciones diferentes de
comprimidos (F,, F, y F;), empleando como agente aglutinante soluciones
de Eudragit S 100 en etanol de acuerdo a la tecnologia descrita en un
trabajo anterior desarrollado en nuestro laboratorio (11).

Las formulaciones (F) fueron las siguientes:

Componente (mg) F, F, F,
Teofilina 300 o0 300
Avicel pH 101 20 20 20
Lactosa Spray Dried 20 20 20
Eudragit S 100 ¢ % : 7 9% 9 %
Eudragit RSPM 0 80 6l
Estereato de Magnesio 1 % 1 % I %
Aerosil 5 0.5 0.5

*Gentilmente proporcionadas por Rohm Pharma (Alemania)
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Para determinar el peso final de los comprimidos se cuantifico la
concentracion de Teofilina en los granulados base y en las mezclas finales
de polvo utilizadas para el proceso de compresion.

1.4 Pruebas de controles [isicos y quimicos

Dureza: Se determind mediante un Durébmetro Erweka tipo TBT/S
Vertical.

Friabilidad: Se pesarcn en forma exacta, alrededor de 10 g de comprimi-
dos los que fueron sometidos al test durante 4 minutos a 25 rpm, en un
riabilémetro Roche Jel S. Engelsman A.G.

Peso promedio v variacion_de peso de los comprimidos: Se lievaron a
cabo de acuerdo a las especificaciones de la USP XXI.

Anilisis granulométrico: La granulometria de las mezclas finales de
polvos de las distintas formulaciones se determind por tamizado.

1.5 Valoracidn de los granulados base y las mezclas finales de poivo.

Se pes6 una alicuota del granulado (o de la mezcla de polvos)
equivalente a 100 mg de Teofilina y se disolvid en medio intestinal
artificial sin enzimas. Esta solucién se mantuvo durante una hora a 50° C
vy agitacion constante. Luego se enrasd a 100 ml, se filiré y se cuantifico
espectrofotométricamente a 272,5 nm, empleando fluido intestinal artificial
sin enzimas como blanco.

1.6 Yaloracion de los comprimidos
Se pesaron 20 comprimidos y se molieron en un mortero hasta

obtener una mezcla homogénea. Enseguida se procedié de la misma forma
que la descrita en el punto anterior,
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2. Estudios "in vitro"
2.1 Materiales y Equipos

- Equipo para prueba de disolucion Hanson Research, modelo 72 RL
con calefactor, modelo 6460.

- Espectrofotémetro UV visible Carl Zeiss. Modelo PMQ 0;

_ Medio intestinal artificial T.S. sin enzimas USP.

- Medio géstrico artificial T.S. sin enzimas USP.

2.2 Metodologia

Existen métodos de Farmacopea para realizar estudios de disolucion
de Teofilina en formas farmacéuiicas solidas (12). En la literatura se
describen métodos que incluyen el uso de medios de disolucion a
diferentes pH (13-15).

En este estudio, con €l objeto de tener resultados comparativos, se
empled el método desarrollado anteriormente en nuestro laboratorio (11).
Este consistié en estudiar la cinética de disolucion de la Teofilina desde
los comprimidos a dos pH diferentes: medio gastrico e intestinal
artificiales.

Se trabajo en las condiciones experimentales establecidas en la
prueba de disolucion de la USP XXII, método 1T a 100 rpm y a una
temperatura de 37 +0,5° C.

Los comprimidos permanecieron la primera hora en el medio géstrico
y las 6 horas restantes en medio intestinal  simulado sin enzimas. Se
tomaron muestras a las 5, 10, 15, 30, 60 y 90 minutos, 2, 3, 4, 5 6y7
horas.

Las alicuotas se filtraron inmediatamente para separar las particulas
provenientes de la desintegracion. Posteriormente se diluyeron y se
cuantificaron por espectrofotometria UV a la longitud de onda de maxima
absorcion en cada uno de los medios.

Se confeccionaron dos curvas de calibrado, entre 0,4 a 1,4 mg/mi
una en medio gastrico simulado USP, sin enzimas a 270 nm y la otra en
medio intestinal simulado USP, sin enzimas a 272, 5 nm.
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La curva obtenida en medio intestinal se empled para cuantificar la
cantidad de Teofilina presente en los granulados, las mezclas finales de
polvo y los comprimidos.

La cantidad de Teofilina disuelta hasta la primera hora del estudio
cinético se determiné a partir de la curva de calibracion obtenida en medio
icido. La cantidad disuelta durante las 6 horas restantes de determiné a
partir de la curva en medio intestinal.

3. Estudios "in vivo"

Se realizd un estudio preliminar "in vivo" en dos de los volunta-
rios que habian participado en las experiencias anteriores con Teofilina
realizadas en nuestro laboratorio. Se les administrd en forma cruzada los
preparados F, y F; y se cuantificé la concentracion de Teofilina plasmatica
alcanzada con ambos preparados en condicion de equilibrio estable. Se
siguié el mismo régimen de administracion y la metodologia que se
describe mas adelante.

A partir de los resultados "in vitro" y del estudio preliminar "in
vivo", se escogid la formulacion F, para la evaluacién definitiva "in vivo".
Este consistid en un estudio de biodisponibilidad comparativo de la
formulacién F, con el preparado innovador de Teofilina de liberacion
controlada de 300 mg del mercado nacional, consistente en una capsula
con microgranulos,

3.1 Disesio experimental

Se realizd un estudio cruzado con seis voluntarios sanos, de sexo
masculino, no fumadores y sometidos a una dieta libre de metil xantinas.

Se administraron los productos en estudio, cada 12 horas, durante
siete dias con el objeto de lograr concentraciones plasmaticas del farmaco
en estado estacionario.

Al séptimo dia de tratamiento se cuantificaron los niveles plasmati-
cos de Teofilina inmediatamente después de la administracién del
respectivo producto. Ese dia, los voluntarios se mantuvieron en ayunas
hasta cuatro horas después de administrada la Gltima dosis, ingiriendo
luego una dieta liviana y estandarizada.
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Se extrajeron muestras de sangre desde la vena antecubital mediante
una mariposa (Scalp Vein), las que se recibieron en tubos heparinizados
y se mantuvieron en refrigeracion hasta el momento de ser centrifugadas
para separar el plasma, el cual fue congelado a -20° C hasta el momento
de su valoracion. Los tiempos de muestreo fueron 0, 3, 4, 6, 8, 10, 12y
24 horas después de administrada la Gltima dosis.

Durante todo el periodo de muestreo los voluntarios estuvieron en
condiciones de reposo moderado.

3.2 Metodologia analitica

La cuantificacion de Teofilina en plasma se realizéd por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa, cuyas condiciones experimenta-
les fueron las siguientes:

- Columna: Lichrosorb RP 18 (15 cm de longitud y particulas de

relleno de 10 pm).
- Precolumna: Lichrosorb. RP 18 (3 cm de longitud y particulas de
10 pm).

- Fase movil: solucion al 20% de metanol en buffer fosfato potasico
monobisico de 20 mM, con un pH aproximado a 3.

- Velocidad de flujo: 1,5 ml/minuto Detector de absorbancia UV a
una longitud de onda de 254 nm.

. - Estandar interno: 8-cloroteofilina 1 mg/ml
- Velocidad del papel: 0,25 cm/mun.
- Limite de sensibilidad del método: 0,05 ug/ml.

Materiales v equipos

Cromatégrafo Waters Model 510 Millipore; Detector de absorbancia
UV Waters Associates Model 441; pH metro Beckman modelo Zeromatic
96; Papel filtro Whatman 1 PS; Heparina Organon™®; Teofilina calidad
USP: 8-cloroteofilina calidad USP; metanol calidad HPLC Merck; fosfato
de potasio monobésico p.a. Merck; isopropanonol y cloroformo p.a.
Merck.
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Curva de Calibracion

Se prepar® a partir de plasma libre de metil xantinas obtenido de
voluntarios sanos sometidos durante una semana a una dieta estricta
exenta de té, café, coca cola, mate, etc. Este plasma se adiciond a
soluciones normalizadas de Teofilina en agua bidestilada para obtener
concentraciones de 2, 4, 6, 8, 12 y 20 ug/ml, en la curva de calibracion.
A estas soluciones plasmaéticas se les agrego la solucidn de 8 cloroteofilina
empleada como estandar interno, con el objeto de controlar la eficiencia
de la extraccion.

Extraccion de la Teofilina desde el plasma

En la literatura se describen varios métodos para extraer y cuantificar
la Teofilina en el plasma, los que sirvieron de base para el método
empleado en este trabajo (16, 17).

Se vertid en un tubo de ensayo 0,2 ml de plasma; 0,2 ml de solucion
de 8 cloroteofilina (1 mg/ 100 ml de agua bidestilada) y una gota de HCI
1 M para ajustar a pH 2-3. Luego se adicionaron 3 ml de una mezcla de
isopropanol en cloroformo al 10%. Enseguida las muestras se agitaron por
20 minutos en un rototorque y se centrifugaron durante 5 minutos a 1500
g. Se separd el sobrenadante y se filtrd a través de papel filtro Whatman
1PS. ,

Se evaporaron 2,8 ml de filtrado orgnico, en bafio maria a 50° C en
corriente de nitrogeno.

Cada uno de los residuos secos se disolvid en 0,2 ml de la fase
mavil, inyectindose 20 ul al cromatografo.

3.3 Métodos farmacocinéticos

Los datos de concentracién plasmética de Teofilina en el tiempo
fueron analizados de acuerdo 2 los métodos farmacocinéticos clasicos. Se
determind el @rea bajo la curva de concentracion plasmatica versus tiempo
(ABC), la vida media de eliminacidn a partir de las 8 horas después de
administrar la altima dosis (t 1/2), concentracién plasmatica méaxima (C
y concentraciones iniciales y finales en el intervalo de dosificacion.

méx)
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3.4 Métodos estadisticos
Se empled la prueba de Test de Student para datos pareados (18).
RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas de calibracién obtenidas en este trabajo presentaron los
siguientes coeficientes de regresion lineal: 0,9999 y 0,9990 para medio
gastrico artificial simulado sin enzimas y medio intestinal artificial
simulado sin enzimas, respectivamente y 0,994 para la curva de calibra-
cién empleada en la determinacion de los niveles plasmaticos.

En la tabla I aparecen los resultados de las pruebas de Control Fisico
y Quimico realizados a los comprimidos. Ellos indican que las tres
formulacicnes cumplen con los requisitos establecidos en la Farmacopea
Norteamericana (USP XXII) en lo que se refiere a variacion de peso,
valoracién del principio activo y peso promedio. En la misma tabla, se
incluyen ademés los valores de friabilidad y dureza. La friabilidad varia
de 0,039 a 0,05% y se encuentra dentro de los limites establecidos como
requisitos tecnologicos de buena manufactura (19).

TABLA |

Caracteristicas de los comprimidos de Teofiling de 300 mg formulados en base a resinas
acrilicas
FORMULACIONES

CARACTERISTICA F, F, F,
Dureza (kg) 10-11 7-8 10-11
Friabilidad 0,039% 0.043% 0,05%
Uniformidad de Cumple especifica-  Cumple especifica-  Cumple especifica-
dosis unitaria ciones de USP XXII ciones de USP XXII  dones de USP XX
Peso promedio .
+ desviacion estandar 4122+ 1,4 4106 £ 2,6 3960 %13

Valeracion : 99% 9f%E 102%
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Para las formulaciones F, y F; se encuentran valores de dureza
elevados y semejantes. La formulacion F, presenta menores valores de
dureza, probablemente atribuibles al menor porcentaje de solucion de
Eudragit S100 empleada como agente aglutinante.

El comprimido de Teofilina desarrollado en el trabajo anterior (Fy),
(11) presenta un 85,73% de farmaco disuelto a las 7 horas del estudio lo
que se traduce en un problema de biodisponibilidad. En este trabajo se
disefiaron los comprimidos F,, F, y F;, con el objeto de superar este
inconveniente.

En la tabla IT aparecen los porcentajes promedio de Teofilina
disueltos (% D) a partir de seis comprimidos de cada una de las formula-
ciones en estudio, También se presentan los valores de desviacién estandar
{D.S) y coeficientes de variacion (C.V.} para cada tiempo de muestreo.

De los valores de porcentaje de farmaco disuelto se pudo establecer
que aparentemente, todas las formulacicnes presentan cinética de
disolucién de la Teofilina de orden cero.

TABLA T
Porcentaje de Teofiling disuelia (% D) a partir de las tres formulaciones (FI, F2, F3) a
los tiempos de muestreo indicados. Cada valor es el promedio de seis determinaciones. Se
incluye fa desviacicn estindar (1.5.) y el cocficiente de variacion (C.V.)

F, F, Fy
Tiempo %D DS CV. %D DS CV. %D DS CV,
0,083 38 023 V3 2,14 0,09 45 53 029 55
0,167 55 026 45 40 011 29 62 03 49
0,25 73 0354 73 54 022 42 75 041 3535
0.5 108 038 54 94 047 50 11,0 091 83
1.0 16,7 061 3.6 141 0,65 4.6 163 0,65 39
1,5 206 1,15 38 236 0,84 36 295 146 49
20 429 152 36 328 088 27 419 117 27
3.0 573 149 26 448 1,57 3,5 61,1 166 2.7
4,0 734 161 22 550 1,60 27 FAE 83 157
5.0 B0 254 3] 61,1 156 25 86,1 139 1.6
6,0 8o 32 26 71,6 210 30 948 250 27

7.0 913 180 21 B28 270 33 99,15 1,31 L3
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Comparando las cantidades de Teofilina disuelta a las siete horas
de muestreo, es posible establecer que la formulacién F; presenta la mayor
cantidad disuelta y F, la menor. Ello indica que la disminucion de la
concentracion de la solucién aglutinante en F, respecto de la formulacion
F, , no logra aumentar la cantidad total de Teofilina disuelta a las siete
horas. Por el contrario, la disminucién de la concentracion de Eudragit
RSPM, empleada en la formulacion F,, se traduce en un aumento
importante en la cantidad de Teofilina disuelta a las siete horas, alcanzan-
do un valor cercano al 100% de farmaco disuelto.

Otro hecho interesante de sefialar es la escasa variacion en la
cantidad de farmaco disuelto comprimido a comprimido, a los diferentes
tiempos de muestreo, como se desprende de los valores de coeficiente de
variacién. Esta caracteristica es importante por cuanto asegura una
uniformidad en la cinética de entrega del firmaco, desde las distintas
formulaciones.

A partir de los resultados "in vitro" se seleccionaron las formula-
ciones F, y F; para realizar el estudio preliminar "in vivo". Los resultados
obtenidos, mostraron que con ambas formulaciones se logran niveles
plasmaticos mayores que los alcanzados con la formulacion original F,
siendo mayores los niveles encontrados con la Formulacion F;, logrando
concentraciones dentro del margen terapéutico del farmaco. Por este
motivo se selecciond la formulacion F; para realizar el estudio definitivo
dé la evaluacidn comparativo "in vivo".

En la tabla III aparecen las concentraciones plasmaticas promedio
de Teofilina de 6 voluntarios, luego de la administracion de los comprimi-
dos de 300 mg (F;) formulados en este trabajo y de cdpsulas Retard de
igual dosificacién. Los resultados muestran que existe cierta variabilidad
interindividual de las concentraciones plasméticas de Teofilina.

En la figura 1, aparecen los perfiles de concentracion plasméticas
versus tiempo para los dos preparados en estudio. Se observa que con
ambos preparados se alcazaron concentraciones méaximas semejantes: 14,0
y 13,2 pg/ml para comprimidos y cdpsulas respectivamente, las que no
presentaron diferencias estadisticamente significativas para una probabili-
dad de 0,05.
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TABLA III

Concentracion plasmdtica de Teofilina promedio en 6 voluntarios sanos, después de un
prefratamiento durante seis dias, cada doce horas con una cdpsula retard de 300 mg de
Teofilina y urn comprimido de liberacion controlada de 300 mg, formulado con resinas
acrilicas. Se incluyen ademds los valores de desviacion estdndar y coeficiente de variacion,

Concent. plesmésica (giml Devisciin miindpr Coelicents de Verisdin
Tiempa

Comprianicie Capsula Comprimido Chpnula Com primida Chgsula
0 11,9 10,2 1.5 1.3 129 135
3 122 11,2 L5 1.8 13,2 160
4 125 132 20 1.9 165 148
L] 133 121 21 2.0 16,4 16,5
§ 12,2 11,5 2.5 22 20,2 185
Hi 115 10,8 23 16 18,8 15,2
2 10,5 10,2 [ ] 1.9 17,3 19,0
24 6.4 6,0 1.2 09 17,1 155

También es posible visualizar que existen diferencias significativas
en la velocidad de absorcion, puesto que la concentracién mixima
promedio se logra a las cuatro horas con las cépsulas y a las 6 horas con
los comprimidos.

Otro hecho interesante de destacar, a partir del perfil de la figura
1, es que se observa una diferencia en la concentracién inicial de Teofilina
para ambos preparados que resultd ser estadisticamente significativa,
siendo de 12 pg/ml para el comprimido disefiado y 10,2 pg/ml para Ia
capsula. Al término del intervalo de dosis (12 horas) las concentraciones
plasmaticas obtenidas con ambos preparados no mostraron diferencias
significativas siendo 10,52 pug/ml para el comprimido y 10,3 pg/ml para
la cépsula.



concentracion plasmdlica [ug/mi)

ANALES DE LA REAL ACADEMIA DE FARMACIA, 58-2-1992 281

.
L

—
ma

[=1

L)
I

liempafharas)

Figura 1.- Perfiles de concentracin plasmatica promedio de Teofilina versus tiempo en &
voluntarios sanos luego de la administracién de 300 mg del farmaco cada 12 horas durante
6 dias. (@: cipsulas retard; 0: comprimidos de liberacién controlada en matriz acrilica).

Las concentraciones plasméticas a las 24 horas del estudio tampoco
mostraron diferencias significativas siendo de 6,41 pg/ml para los
comprimidos y 6,08 ug/ml para las capsulas. Las vidas medias aparentes
de eliminaci6n, calculadas a partir de las 8 horas después de la tltima
administracion, resultaron ser iguales, obteniéndose un valor de 16,9 horas
tanto para Jos comprimidos como para las cipsulas.

En la tabla IV aparecen los valores de drea bajo la curva de
concentracion plasmética versus tiempo para los intervalos 0-12 y 0-24
horas, para las dos formulaciones en estudio. De estos resultados es
posible establecer que éstas son un poco mayores para el comprimido que
para las cépsulas, en los intervalos estudiados. Sin embargo, no mostraron
diferencias estadisticamente significativas, para una probabilidad de 0,05.
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TaBLA IV
Areas bajo la curva (ABC) de concentraciones plasmdticas promedios versus tiempo, de 6
voluntarios, en los intervalos seRalados para un comprimido de accion sostenida de 300
mg de feafiling, formulados con matrices acrilicas y una cdpsula retard de 300 mg de

teafiling.

Intervalo de tiempo Forma Farmacéutica ABC D.5. CV.

Comprimido 159,0 21,3 13,4
0al2H _

Capsula 150,8 26,0 17,3

Comprimido 260.6 38,4 14,7
Da24H

Capsula 249.0 369 14,8

En resumen, se puede concluir que el empleo de resinas acrilicas
puede considerarse un buen medio para obtener comprimidos de liberacién
controlada de Teofilina, que produzcan niveles de concentracion plasmati-
ca dentro del margen terapéutico, con una adecuada biodisponibilidad.
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