P .y'
= (UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
| DE MEXICO

Escuela Nacional de Estudlos Profesionales
“ZARAGOZA"

“Estudio Preliminar para Optimizar las
Condiciones de Liberacion Sostenida de Esteroides
para Suspension Inyectable ”.

TESIS PROFESIONAL

Que para cbiener el Tftulo de:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

Presentan :

LAURA PATRICIA LAISECA SOTO
PATRICIA GONZALEZ AGUILAR

I

Yoviembre de 1989.

MEXICO, D. F.

TESIS CON
FALULA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



cC O N T € o 1 D o

Pogira
INTRODUCCION . ... Lo e PN . 1
cCAPITULO 1 FUNODRMENTACLORN DEL TEMA

1. Procesos de liberacidn prolecngada ... cewoo 1
1ol COMEEDLO oL e
1.2 Dise&o de formas te libwracicn
camtrolada . ...l e i e o
1.2 Tecrolagia de liberacidm coclrolada ... ?
2. Caracterizacidtn de leos estergides --
Morwmorales invactables de accidm con,
frolada ... e e e "
3. Basern teéricas relacionadas coan el -
desarrolloc sxparinmental llewvado a ca
bo arn este estudio ... .. ..... N k1
CAPITULO (I. PLANTEAMIENTO DEL PROSLEMA PEPEPEPNN e e 18
CARITULDO IT1I. OBJETIVO . . ... ... .. . . . ceen 20
CARITULO 1IV. HIPOTESIS P . .. 21
CAPITULD V- MATERIALES ¥ METODNS e e e e e 22
CAPITULD VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL
1. Estudios prelinminares con Alcohol eg
teardildico ... ... L L0l e e e e Rt
2. Tratamiontio del Colesteral . ............. .. 26
3. Tratamiento de estoroides Formonalos. . . ... - 4
% . Control doe Tewperaturas ,......... P 28
= Sistema de Disco Rptatorio ................ 28
&, Sistena da enfriamienta corn Nitrdge-
mno liquido .. ......... see e e PR 30
7. Sistema de Esferulizacidn ..... ............ 31
CAPITULO VII. RESULTADOS .. ............ D & 1

CAPITULO VIII. DISCUSION .

CAPITULO IX. CONCLUSIONES
SUBERENC LAS . .

BIBLIOGRAFIA



ANRICE DE FIQUAAS

Figurs

Figura

Figura
Figura

Figura

Figura

Figura
Figura

Figurs

Figura

Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figuras

No. t: Perfil de concantracidn de farmaco en
sangre para comparacidén de la administra-
ciédn de dosis maltiple de una forma de dg
sificacidédn oral contra dosis unica del --
farwaco de liberacién sostenida..,.....

No., 2: Modelo farmacocinético general de una
farma de dosificacidn de libersciéom sostz
nida. .. ....

No., 2: Estructura gquimica del Ac
droxiprogesterona (MPA) ...

ats de me-

No. &: Estructurs qQuimica del Enantato de ng
retisterona (NET-EN). .. .. ... .. ..., ... ...

Ne. S: Estructuras quimicas del Acetofénido
de dihidroxiprogesterona y Enantato de eg
tradiol.....

No. &: Estructuras Quimicas de Noretisterona
VYV Mestranol ., ... ... e e e i i i e

No. 7: Estructuras quimicas del Acetato de -
wedroxiprogesterona y Cipionato de estra-
L L

No. 8: Estructuras qQuimicas del Caproato de
17-alfa-hidroxiprogesterona v Valerato de
estradiol..........

No. 9: Estructuras quimicas del Enantato de
Noretisterona y Valerato de estradiol.....

No.1D: Esquema del Disco Rotatorio.

No.11: Diagramas de bloques dal esquipo asfera
lizador.

No.12: Grafico del Infrarrojo de Colesterol-
ain tratamianto

No.13: Grafico del Infrarrojo de Colesterol-
tratado

No.14: Orafico del Infrarrcjo de Noretindrona
sin tratamiento

NMo.$1S: Grdafico del Infrarraojo d
tratadsa.......

No.16: Grafico del Infrarrojo de Meatranol sin
tratamiento

Paaina

12

29

=1

"6

1x



Pagina
Figuera No.17: Grafico del Infrarrojo de Mestranol tra-

tado..... .. A JE -1
Figura No.18: Grafico del Infrarrojo de Valerato de

Estradiol sin tratar ............. P 49
Figura No.19: Griafico del Infrarrojo de Valerato de

Estradiol tratado .......... e e .6
Figura MNo.20: Distribucién del tamaro de particula

de 1a muestira de Colectercl itratada rete-

nida en walla no. 1S0........ e e .. SB
Figura No.21: Distribucidn del tamaXo de particula

de l1a muestra de Colesterol tratada rete-

rida @n malla no. 180 ......... e eieieen .. B3
Figura No.22: Distribucidn del tamafc de particula

de 1a mucatra de Colestercl tiratada retes

nida en malla no. 200 ................. 1
Figura No.23: Distribucién dal tamafo de particula

de la muestra de Enantato de noretindrona

tratada retenida en malla no. 35 . ...,.......... 58
Figura No.24: Distribucidn del tamaRo de particula

de la muestra de Enantato de noretindrona

tratada retenida en malla no. 80 . e se
Figura No.25: Distribucidn del tamas: de particula

de la muestra de Enantate de roretindrona

tratada retenida en malla no. 120 .............. %9
Figuras No.26: Distribucién del tamafo de particula

de la muadira de Enantato de roretindrona

tratada retenida en malla no. 180 e 59
Figura No.27: Diatribucidn del tamako de particula

de la muestra de Enantato de noretindrona

tratada retenida en malla no. 200 .............. &0
Figura No.28: Perfil de disolucidn de la muestra de

Progesterona cristalizada en hielo seco ........ &8
Figura No.29: Perfil de disolucidrn de la wuestra de

Progesterona cristalizada en Nitrogeno liquido.. 71
Figura No.30: Parfil de disolucién de la wuestra de

Pragesterona con diferente medio de diso-

lucion ... ..... e B, 73

Figura No.3t: Distribucidn del tamafo de particula
para la muestra s5inm tratamiento de t7-B-~
estradiol retenido en malla No. 150 76




Fiqura

Figura

Figura
Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

‘Figura

Figura

No.32: Distribucion del tamafino de particuls

para. la muestra tratada de 17-8-~estradicl
reternicdo €en malla Ne. 150........ -

No.33: Distribucidn del tamafio de particula

para la muestra tratada de 17-B-estradiol

retenido en malia Mo. 18BO.. ... ... ............

No.34: Paerfil de disoluciédn de la muestra -

de 17-B-estradiol. .. ............... .

.25: Perfil de disolucidn de la muestra -

de {7-B-estradiol................. ‘e

Mo .X6: Barrido Calorimeétrico Diferencial --

DSC) para la musstra de Progesterona ma
teria prima sin tratamiento........ e

No.Z7: Barrido Calorimétrico Difeorencial --—

{DSC) para la muestra tratada ce Proqes~
terona. .

No .39: Barrido Calorimétrico Diferancial --

tDSC) para la muestra de 17-B-esntradiol

materia prima sin tratamiento..... et e

No.‘391 Barrido Calorimétrico Diferencial --

(DSC) pars 1a muestra tratada de 17-B-es
L - PPN

No,40: Distribucién del tamafo de particula

Para la muestra de alcohol estearilico-
retenida en malia no. 180.............

No.41: Distribucién del tamaio de particula

para esferas de alcohol estearilico rete

nidas en walla no. 200..... et

No.42: Distribucién del tamado de particula

para esferas de alcohnl estearilico (frag

cién retanida en malla no. 200) ..... PRI

No.43: Distribucién del tamako de particula

para wsferas de colesterol por ocbserva-—-
cién al microscopio ... ..

No.44: Distribucion del tamafo de particula

para esfearas de 17-B-estradiocl retenido
@ wmalla 180............... e

No.45%5: Distribucidn del tamafo de particula

para ssferas de 17-B-estradiol reterido
@n malla 200..... Ca e e e

Pagina

76

77

79

..... (=2

a4

a5

a8é

1

2

4

98

137



Figura No.

Hé&: Distribucidn del tamaRo de particula

para esferas de 17-B-estradiol pasado

por malla 200 ..... e e e . 99
Figura No.47: Perfil de disclucidn de esferas de -
17-B~estradiol ... ..... i, IR 102
INDICE OF TABLAS
Pagina
Tabla No.I-1II: Puntos de fusion del alcohol
estearilico ....... ... Che e . 3335
Tabla No.IV : Puntos de fusion del Colesterol...... .3
Tabla No. V : Puntos de fusion d‘l Enantito
de rmoretindrona . ..... R I
Tabla No.VI : Puntos de fusidn dol Mestramol........40
Tabla No.VII : Puntos de fusion del Valerato
de estradiol ..... D
Tabla No.VIII : Granulometria d.l colns(.rul‘.....
Tabla No.IX : Distribucién del Tamaio de Par-
ticula del Colesterol. L
Tabla No. X : Granulometria de Enantato de -
Noretindrona.......... e .
Tabla No.XI i Distribucién del TamaXo de Par-
ticula de Enantato de Noretindrorna...... .. .86
Tabla No.XII : Seleccidn microscodpica de par-
ticulas de Enantato de Noreatindrons.......57
Tabla No. RIII: Prueba de disolucién para Enqﬂ
tato de Noretindrons . ... . BRI ]
Tabla No.XIV i Sistemas de onfrllmieh!o Dnrl
. coleasterol. . ..., ......... e e e .62
Tabla No.XV : Granulometria de la proﬂnsl.ron. v ... 68
Tabla No.XVI : Distribucion del TamaXo de Par-
ticula para Progesterona,.............. . .68
Tabla No.XVIXI : Prusba de disolucidén para Pruq.
terona cristalizada con hielo seco.........67
Tabla No.XVIII: Puntos de fusion de esteroides
cristalizados con nitrogenc liquido........69
Tabla No.XIX : Prueba de disclucién de Progeste-
rona cristalizada an Nitrégeno liquido.....70
Tabla No.XX : Prueba de disolucisn de progeste
rona con medio de Metanol-Agua. . .o 72
Tabla No.XXI ¢t Granulometris de 17-B-Estradiol -
sin tratamiente ............... ....74
Tabla Mo . XXKTTI--XXIII: Dll(rtbuclén d.l tamako
de particula por técnica microscépica
para 17-B-estradiol tratado..... e s Tard.]
Tabla No XXIU-=XXV : Prueba de disolucidn plrl 17-B-
Estradiol......... ... ... ...... cie....77-80
Tabla No . XXUI : Distribucion 601 Tnml%o d‘ Plr(i-

cula de esferas de alcohol estearilico

por la tecnica de microscopia..

PP - X4



Pagina

Tabla No . XXUILI-XXIX : ODistribucidn del tamase

de particula de Alcohol esntearilico

utilizande la téchnica de microscopia

(mallas No. 180 vy 200>....... e e .. .E89-90
Tabla No.XXX : Distribucidn del Tamnno do parll

culas esféaricas de Colesterol por ob-

BRrvVaAcCioNn MICFOSCORICA ., . ..ottt it *3
Tabla No . .XKXI-KXKIII: Distribucidn del Tamlno cla

Particulas esfericas para 17-B-estradiol

por teécnica de microscopia LI el
Tabla No.XXXIV : Prueba de disolucidén de esferas

de 17-B-Estradiol.......... . [P . 101
INDICE DE FOTOGRAFIAS
Pagina
Fotografia No.t: Colesterol sin tratamiento..... PRI 27
Fotografia No.2: Colesterol recristalizado en
L= Y T S - {1
Fotografia No.3: Colestercl recristalizade
ACOtOME. .ottt S .39
Fotografia No.4: Colesterol sin tratamtento ce. . l2
FotogQrafia No.5: Col terol tratado ...... . L. 83
Fotografia No.46: Enantato de Noretindrona lln
tratamiento. . ....... PRS2
Fotografia No.7: Enantato de Noretindrona tratada.....45

Fotografias No.8 y 9: Esferas de 17-B-Estradiol,.....t00



INTRODUCCTION

En 1984, México participd ern la Seaunda Conferencia de Pobla--
ciédn Mundial para discutir puntos importantes para la mwejor
implementacién del Plan de Accidn de Poblacioén Mundial <14y . Es
to trajo consigo la necesidad de brindar mayores recursos & la in--
vestigacién biomedica en tecnoloqia anticonceptiva, encaminada tan-
to & la seguridad como a la eficacia de los métodos anticonceptivos
existentes como al desarraolio de nuevos matodos, es decir, mo--

dernizar los requerimientos oficiales para

aluar preclinica y clf

nicamente rnueswvos agentes requladores de la fertilidad. Exfisten mu-

chas razones P

ésto, pero una importanta eas, que los métodos y -
servicios disponibles actualmente para la requlacion de ls fertili-
-dad ya no --tlsi.c.n las netesidadeés de paises en decarrollo como-
#]1 nuesstro.

Ourante 1a Ultima década se han tenido resultados en el de

rrollo de nuevos sistemss de liberacién prolongadas usando esteroi--
des naturales v sintéticos. Entre ellos, @l desarrollo de un an
ticonceptivo inyectable mensual a dosis baja fortificéd una de las
lineas de investigacison dirigida al desarrolloc de nueva tecrnologpia
anticonceptiva. El sistema esta basado @n 1la administracion de una
suspension acuosa de esteroides controlando diversos pardmetros <o-
me tamao del cristal y recubrimiento con polimeras para proveer --

una disolucién gradual del principio activo.
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Esta tendencia ha evolucionado, teniendo en cuenta la aceptabi
bilidad, que en diferentes culturas ticnen estos métodos. Uno de —-
los factores que condicionan ecta aceptabilidad es la facilidad de
us0o de los métodos anticonceptivos de accidm prolnngada va que, con
poca intervencién de la usuaria, se garantiza la anticencepcidn du-
rante varias semanas, meses inclusive afos, durante ests tiempo 1a
usuaria no tiene Que realizar minguna actividad para asequrar la an
ti:;ncnpcldn. Por otro lado, este tipo de sistemas de accidén prolon

gada son particularmente efica

%, %in Que se presenten diferencias
significativas entre la eficacia tedrica y la practica como se ob~-
serwva con algunos otros métodos anticonceptives. (22),(28).

Las dos formulaciones inyectables de mayor uso en la actuali-
dad, conteniendo acetato de medroxiprogesterona y enantato de nore-
tistercna, aaeguran la presencia bioldgica de la praoqQestina, pero -
esto solamente se logra por su administracion excesiva. Evidentamen
te, esto redunda en la presencia inicial wmn sangre de concentracio-
neas de hormonas que SoNn mayores a la concentracidénm minima efactiva
para lograr el efecto anticonceptiva vy que sin duda acarrean mayor
fracuenclia e intensidad de efectos colaterales. Por tanto uno de —-—
los prop&sitos més importantes de l1os métodos de accién prolongada
en desarrcllo, es precisamente alcamzar concentraciones adecuadas -~
del farmaco, ni excesivas ni ?nsu'ici.nt.s durante el periecdo de -
duracién del efecto anticonceptivo. Hasta @1 momento, ro se ha ob-
ternido este tipo de liberacién o actividad bioldgica a base de modi
ficaciones en la estructura quimica de las hormonas sintdticas. Por
oiro lado, el desarrollo de materiales plasticos biocompatibles y -

biodegradables ha permitido que puedan ser usados compo vehiculos o

rvorios para la liberacidn programada de hormonas. (4),¢(7),(13)
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Uno da los objetivos de esta investigacidn es evitar el uso de
materiales de recubrimiento o polimerocs auxtliares, qQue en un momen
to dade pueda implicar problemas en 1a estabilidad de la formula~--
cidn, en la biodisponibilidad del activa., en 1a toxicidad, elimina-
ciédn v rechazo del organismo, asi como incrementar su costo. Por lo
a.ie se pPpretende controlar el tamafo y forma de la particula para-

raegular de meajor marnera el proceso de 1ib.

acidn del principic
activo sin necesidad de material externo como plasticos biocompatj

bles o0 biodegradables para lograr la liberacién controlada, pre

re-
diendo lograr el control de tamafo y forma por fusion y répicda soll

dificacién de los activos de interas, considerando como parte de la
irnvestigacidon el fendmeno de polimorfismo, sntendiéndose por este -
concepto, la capacidad de una substancia sélida para existir en mas
de una forma cristalina. Tales variaciones cristalinas., pueden te-
ner serios cawmbios fisicoQuimicos importantes cuando los compuestos

son utilizados como agentes farmacéuticos.

La presente irvestigacidn fud diseXada considerandc los aspe

tos fisicoquimicos involucrados an el procasc de liberazion del

c-
tivo en preparaciones macrocristalinas de esterocides. Exsto también-
fué planaado previendo las posibilidades industrisles de escalamien
to para la producciédn de formulaciones estervoidales para un futuro-

uso humano. (S)



Car1TuLO 1

FUNDAMENTAACI1ION o E L T E M A
1. Procesos de liberscidn controlads

1.1 Concepto

El termario "liberacién conirolada” ha sidc asociasnc c¢or esor -
sistemas en los cuales Jos principios actaivos pucdar; s&r automsti
camente distribuidoes er, rutas predefiriidas bajo un periodo de ticm-
Po largo. Los productos de este tipo ham si1do formulagdos para use -
oral, tépico, inysctable e incluye tanbién implantes para su co-
lpcncien en cavidades del cuerpo. (20)

Las caracteristicas de liberacidr controlada minimizan la nece

sidad de la frecuente toma dél medicamento, asegurando asi 1 mejor

rendiniento con el régimen de madicacién prescrito (Fig. 1). El ani

1lo vaginsl prescrito para anticoncepcidr ciclica, por ejémplo, eli

mira la necesidad de una diaria administracidr oral de pildoras ap

ticonceptivas. (26)

a EFFCTOS ADVIRSOS

A —— — e — = NIVRL TOXICO

\ Lisco
N e B L TRBRLLTICO

ESTIAZION
CFECFIVA

CONCINTRACION DIL FARMACD

EFLGIO X0
TERAPELTIZO

E 7 O
FRFCUTSSIAS D DUSIFICASION

FIG. 1 Perfil de concertracign de farnaco en cangre para
camparacion de 1a admiristracidén de uwra foraa do
do=ifjcacién oral A1, A2, A3,...) Y ura disic Orica e
un sistema de distribucién del farnsco de libaracisn
emsmtrolaca (B).




Se obtieren diversas ventajas terapéuticas prescribiendo for—-
nas de liberacidn controlada, ya Que diszsminuyen la frecuerncia del -
intervalo de dosificacison del farmaco porque se mantiene un nivel -
sanguinec maAs uniforme., Una ventaja menos obvia, implicita en el-
diseXo de formas de liberacidon controlada, es gue la cantidad total
de farmaco admintstrado puede disminuirse. En resumen, puede alcan
rarse un mejor control sobre la absorcidm de un farmaco, ya qQue losx
picos altos de los niveles sanguineos que puedesn obhaservirse Cespuss
de la administracion de una dosis de un Térmaco de alts disponibilj

dad pueden disminuirse si se lle a cabo su formulacién para un --

proceso de liberacién controlada. En suma, ésta administracidn fa-
cilita @l aumento en la confiabilidad de 1la terapia
En la svaluacion de farmacos como candidatos para formulacio—-
res de liberacidn gradual a tiampo prolongado, pueden considerarse-
las siguientes desventaias (14 y 15> :
c1) La administracicon de medicamentos de libsracién controla-
da no permite vue la terapia finalize pranto y por tanto-
Que no se puesda eliminar el medicamento cuandd se presen-
ter los efectos adversos.

23 Los m.dicqs ts e wmernos flexibilidad e ajustar los reqgi

menes de dosificacion. Esto se controla por el disoXo de

las formas de dosificacién.



) Las formas de este tipo de liberacidn somn diseRacas para-
1a poblacidn normal, es decir, en base al promedio de wui
da wmedia. Consecuertemente, no se toma en cuenta el ti-
po de enfermedad que altera la biodisponibilidad del far-
maco y su Q-rtucion significativa de un paciente a otro

t4) Pueden considerarse también lom factores econdmicos, ya -
que se invnlucrlﬁ los procesos y oquipos mds Gostosos [-15)

la produccidn de muchas formas de liberaciém controlada.

Antes de proceder con el diseXfo de una forma de liberacion cop
trolada de un farmaco, @l formulador debe tensr conocimiento de -
la farmacocindtica del farmaco candidato, asequrandose de que los @
fectos farmacolégicos pueden zer corralacionados con los niveles --

sanguin * de éste, para conccer los intervalos de dosificacidn te-

rapéutica, incluyendo las dosis de sequridad maxima ¥y minima efectf

va.

1.2 DiseRv de formas de liberacidn controlada

Para establecer un procedimianto para el diseXo de formas de -~
libaraci®dn controlada, es wtil examinar las propiccdades del perfil
caracteristico de niveles sanqQuinecs/tiempos de la terapia de maltj
ple dosificacién de formas de liberacidn inmediata (35).

Para disa’ar una forma farwmacéutica de liberacidn controlada -
que seas eficaz, se debe tener un completo conocimiento de la far-
macocinética del farmaco seleccionadc para esa formulacion. La figy
ra 2, muestra un wodelo farmacocinético general para una forma far-
wmacautica ideal de liberacion controlada. Para los propénitos de s

ta discusién, las mediciones de los niveles sanguineos del fadrmaco-



S& CLOTIALALIDNMANT €O efecto terapévtice v la caneética del farma-
ct ti1erde a ter adecwundanente Aproximada & ur modelo ce un LOl0 Com

conpartinzento Esto es, & d1stribucidn del fa4rnaco e suficiertc-

merite racica, de modc Que ur estado uniforme se slcanra anmediata--
meste entre los compartimientos central vy periferico, e decir, -
las conciarties de velocicagd Ry & de tranmsfercrcis sanare-tei:-

1e a1
de son grardes. (20),(228)

L
LN o
. THTRAL .

TREERE"

“fimip oe ensontioe v, ’
Ve

EaiPaETINOND  EnnpoNL

F16. & HModelo farmacocinégliico Qereral de una forna de

dosificacidn de libteracidn cortrolada.

Un sistema de disiribucidon de un faArmaco de liberacién comtro-
lada bien disefado, puede dismamuir sigrificativamerte la frocuen-
cia de dosificacionr cel firmaco vy también marierer urma concenira---
cidn de -f4rmeco mas uraforme en la circulacidr samguines y en celu-

las de tejido efector, por ejemplo, la liberacién controlads de acz

tato de medroxiprogesterona de anillos wvagirales,

1.2 Tecroclogia de libaracidn controlada

Las formas de dosificacidn de liberacidr controlada son disas

das para liberar &1 farmazo in vivo de acusrdo a velocidades prede-



cibles que pueden ser verificadas por mediciones in witrp. La tecng

logia de libaearacidén controlada implica um entendimicnmto cuantitati-

vo de los mecanismos fisicoquimicos de la disponibilidad del farma-

co an toda la mxtension a Que la velocidad de liberacidn de 1a for-

+wma farmaceutica especifique.(2)

Con esta tecnologia se han desarrollado sistemas anticoncepti-

vos.talea cowmo (19), (29):

is)

(b)

Implantes no biodegradables.~ Colocados bajo la pial on la cara
interna del brazo de la mujer, seis ca4psulas van descargando -
1a progestina levonorqQestrel a un ritme lento y constante. Du-
rante cinco afos se evitan asi casi todos los embarazos. Luego

= r mplazan las clpiul-sA

fmplantes biodegradables.- También se colocan debajo de la piel
pPero terminan por disocolverse y desaparecen. Existen dos tipos,
1) e} Capronor, que consiste en una sola capsula con levonor-—
gestrel y 2) tras o cuatro grarulcs de 1a hormona norotindrona
combinada con cantidades pequeas de colestercl. Se preveéd gque
@l Capronor evitart el embararo durante® 18 meses por lo manos,

l1os granulos durante al menos 12 meses.

{c) Microesferas y Microcapsulas.- Suspendicdas ern una solucidn, se-

administran con una aguja hipodérmica. Las diminutas particu--
las, de diferente tamado y compuestas de hormorna en un pnlime-
‘"o portador, se disuelver y van liberandc la hormona a distin-
to ritmo, con 1o que suministran una dosis casi constante aue

avita el embarazo durante uno a seis meszas.



ta)

te)

Irmvectables mensuales.- ARaden un estréqenc & la progestina pa-

ra reducir al minimo las irregularidades menctruales. Es el mé

todo més utilizado en China y América Latina.

@ ser colocado por La mujer en la vagina,-

anillc vaginal.- Pu

donde libera la Hhormona en forma gradual. Este sistema modifi-

ca el moco cervical, haciendolo mis espesc e impidiendo asi -~-

qQue los espermatozoides penestren en el Gtero y la muler puede-

extrasrlc en cualguier momento.



e. Crprvactericacidr de Jog ester oicles hormorale
berecien controiade

Con respecto & loc anticornceptivos de liberatidr controlada,

Y8 sean pildoras menswales, inyectables mensuales, D1 0 Arimestra--

les, jmplantes subdérmicas, sistenas intraucteriries 0 antis ervica-«
les, hay que wmenciorar que, por el monerto, tales agartes Ltilsza--

o a la clarse de arlicorceriivos esteraj

dos en grar eicala perter
deg. LLos dos compuestos de liberacion controladz was anpliamante u-
tilizados son el acetato de nedroxiprogesterona de depssitio (DMPMY-
y @1 ®#nantato de roretisterona & noretindrona (NET-EN), sus estruc-

turas quimicas se muestram en las figuras 3 y & (26).

CH,
| |
C=
o ()(:()((:"2’5(:|13
**+ OAc - -
C=CH
o) v o
H
H
CH,
. ACETATO DE EHANTATO OF
Fle.3: MEDROXKIPROGESTERONM F1G.H: NORETISTERONA
t1apA) CNET-EN)

Estos compuestos se derivan de las investigacioner eafectua-—

das en los Ultimos afos y acturlnsrite 58 armcuzntram dispeniblas pa-

rs los progranss de plamificacisn familiar como sigue (184):




& Ceavactlerairacitr ce lor esteroides hiormensles amveslebies de )
Reracien controlade

Con respecto 8 Jos arnticonceplivos de liberaztdr controlada. -
y& sean pildoras mensuales, inyectables wmersuales, bi 0 tramestra--
les, ismplantes subdérmicos,. sistenas 1ntracterines 0 INMiVACErviCa-=
les, hay que wmenciorar Que. Por @1 momento, tales agertes Wtilizza--
dos en gran escala perterecer & la clasze de ar.(;con:cr(i\»o: estoraoj
des. LLos dos compuestos de liberacidn conirelade mas ampliamorite u-
tilizados son el acetato de nedroniprogesterona de depsdrito (DMPA) -~
y ®1 enantato de rioratisterona & noretindrons (NET-EN), sus estruc-

turas Quimicas Se muestran en las figuras 3 y 4 (2€) .

CH,
3
C=
o OCO(CH,),CH,
== OAc =**C=CH
o o
:
CH,
. . ACETATD DE EMANTATO CE
FIG.3: MEOROXIPROGESTERONA F1G . 4: NORETISTERONM
{MPA) {NET~£EN)

Estos compuestos se derivan de las investiQaciones afectiua-
das e®n los altimos aRos y aActualnente se orcusritrarn dispeniblas pa-

ra 105 progranas de planificacisn familfar como sigue €14):



a) Cada tres meses: 150 wmg de acetato de depomedroxiprogesterg
na (DMPAY .

b) Cada dos wmeses: 200 mg de enantato de noretisteronalNET-EN)

Emntre las ventajas de los anticonceptivos inyectables, se pue-

de mencionar que son altamente efic

indepandientec del coito,
de efecto prolongado, de Tfacil administracion y Que aseguran
el contacto regular con el personal Que proporciona los servicios -
de salud. La wmayor desventaja de las formulaciones constituidas ex
clusivamente por una progestina es 13 alteracidn del sangrado andg
metrial.

La mayoria de las progestinas sintéticas que se usan cotidiang

wente en la clinica son

ncialwments derivados quiwicos de la
19~nortestosterona (por ejémplo: norestisterona, noretinodrel. lewm
norgestrel) o de la 17-acetoxiprogesterona (por ejémplo: acetato de
medroxiprogesteronal.

La administracisn de progestinas sintéeticas en combinacisdn con
estréigencs como anticonceptivos inyectables wensuales, parece ser -
ol Unico método de administracién de esteroides anticonceptivos .que
p-ruilo‘ un periocdo bien definido de sangrado endometrial cada mas. -
Aundque NC S8 conoce con detalle si se trata de un sangrado mens--

trual "normal®, o bien si éste se

e & la disminucion en las con-
ceantraciones de estradiol y/o de progestina en el sueroc, el sangra-
do endametrial inducido por -nticoncoétiva- inyectables mensusles -
et previsible, y aparece en seguida de um periodo libre de sangra--
do. Este patrén regular, rno ocurre.-con NiNqQin otro método anticon-~-

ceptivo hormonal de. acciém prokongada.

Er las fiquras & - 9 se nuestran las estructuras de las —~




progestivas y estrogercs wihs represcrlativos o las formulacinres -
de adninistiracidr mersual v e la figura I se muenics 3a ectructura

del colesterol, el cual cormstituye ur modelo comparative

FIQRA B2 5 COLESTEROL

"
oCOIERLTH, Ul L.cmen
we .

grecach
o
FIGURA N2 6 FIGURA N2 8
ENANTATO DE NORETINIRONA NOFESTISTERONA

©colcH.,

e ey

J

Ho'
HyS

FIGURA N2 T

FIGRA N 9
VALERATO DE ESTPADIOL
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2 Ba t a re E-1 1a3 r t =
AYEY 1 est .
En gen 1 se han desarrollado dos métodos generales para la -

implementacicen del diseXs de formas Practicas de dosificacidn de i

beraciédn controlada y sostenid

métodos basados en la mpdifica---
cién de las propliedades fisicas y/o Quimicas del férmaco y métodos-—
basados an l1a modificacion de las caracteristicas de liberacion del
fédrmaco de la forma farmacéutica que afecten la biodisponibitidad -
(21 v 29). Las p‘rnpi-dndos fisicoquimicas de un faArmaco puesden ser-
alteradas mediante la formacidn de complejos, formacion de un poli-
morfo, preparacién de fArmaco-adsorbato o0 por sintesis de profarma-
cos. Estas técnicass =om posibles 2010 con la wmitad de los farmacos
conteniendo grupos funcionales apropiados (por ejemplo, #cido o ba-
sico),

Disolucién. - Dado que se relaciona aste procesoc con 1a biodispaniti
lidad da farmacos en el .orQanismo, es de sumo intéres estudiar
la disolucidén, asi como, 1a correlaciédn de resultados in-vitro
con parametros in-vivo. S8i bien no es posible siwmular en un sSg9
1o gsistema de pruveba in-vitro el intervalo de variaples que —-
afectan la liberacion de un farmaco; si ofrecen dos ly\nnriln--
tes funciones. Primero, 108 datos de tales prusbas 20N requerj
das como guia para la formulacidén durante 14 etapa de desarro-
1lo.antes que la prueba clinica. Segundo.la prusba in-vitro es
necesaris pars asegurar la uniforwidad de lote & lote en la —-

produceidn de Lla forma farmacéutica probada.



Dentro de la metodologia contempnrinea para las prusbas -
de dL-elu:Lén; s ha hecho mucho enfasis en el matode llamado
“ Agitedor de boca ancha”. Sin embargo durarte los ultimos ---
afios se han descrito wmétados que deponden de alguna alternati-
wva aprobechable para 1a aQitacién del fluido de disolucidén, -
(scbre todo para simular la disolucidén a larqo tiempo ). Una =
de estos es, un aparato que hace girars un matraz balén en un
baXo de temperatura constante; otroc es un aparato de disolu---
cién con flujo continuo, esto es por medio de una bomba, gue -
origina un movimiento oscilante, que también recircula el me--
dio v cada fraccidén de tiempo arrastra el liquido hacia un os-

pectirofotémetro para realizar la lectura de absorvancia y lo -

regresa nuesvamente al arato de disolucion (22).

Con respecto a los aparatos de disolucién U,.Z.2. . existen
wuchas variaciones «n easte sizstema. pero se hah raconscido off
cialmente los métodos USP, & NF; como son:

a).~ Método de la canasta rotatoria.

b).- El uso de una canasta estacionaria y un agita-

dor de pal L
c) .- HMétodo usado para determinar tiempos de desin-
tegracion.

Despuss de wuchos estudios se recomendo que 1 método de
1a canasta asgitadora y los aparatos de desintegracién, pueden
utilirarse para determinar las caracteristicas de disolucién -~
de un Numero seleccionado de articulos descritos an la USP, y-'
®1 NF, Para este estudioc se utilizaron estos métodos de disoly

cion 22y .



s

Palimorfismo. .~ Con dste nombre se le denomina a la habilidac de va-
rios compuestos que cristalizan en mis de una forma,cadas una -
toniende un rgarreglo de empaque unico.

Los cambios de forma en las dos o més estructuras cristalinas
son debido a cambios en la rescnancia de las estructuras.

Cuards @1 medioc ambiente de wun cristal en cracimiento e
wodificar tambidn la apariencia externa del cristal, ein que
o;to signifique wn cambioc en la estructurs o red cristalina
interna, con esto se obtiene un nuevo hiabito. Esta alteracion
© cambio es debida a una interferencia en 1la disponibtltidad
normal de las moléculas que cristalizan sobre diferentes super
ficies cel cristal. Los factores que pusden cambiar el hebito
e los cristales, son los wismos que pueden cambiar la estruc—

tura cristalina ¢ orden internp, por e

"wplo: * velocidad de
..n'rllmiunto. agitacion de la solucidn, el solvente empleado
para 1a cristalizacion y material extra®o a la cristalizacion.
173, ‘

1l qua un firmaco pozea o mo solvents de cristalizacidn,debido
a que ello puede depender la wvelocidad de disolucidén. £1 tipo
del solvente de cristalizacidn da en ai claras difsrenciac en
la velocidad de disolcucién.

Para distingutir entre solvatos y polimorfos, los GUltimos de
los cuales no seh complejos woleculares se utilira comurmente
la designacidn de pseudo polimorfos parsa los saolvatos, estos

Solvatos de dif

eantes compuestos pueden pr

ntar tambier

Polimorfismo.



Si bien algunos pueden detectarse por microscopia tambi&n exis
ten otros wmétodos pars identificar el polimorfisme, que & con-
tinuacion se mencionan (34).

Andlisisa Tarmico: La Calorimetria Diferencial (DSC) y el Analj

sis Térwmico Dife

ncial (OTA) miden la pardida de calor o Qa--
rancia resultante de 10s cambios fisicos y Quimicos de una ---
.muestras como funcidn de 1a temperstura, Ejeamplos de procesos -
andotérmicos (absorcién de calor) son la fusidn, ebullicidn, -
aublimacién, vaporizacidén, desolvatacion., transiciones sélido-
solido vy d.ér.ﬂl€‘¢ﬂ Auimica. La cristalizacion y la degrada--
ci0n son comunmente procesos exotérmicos. Mediciones cuantita-
tivas de esos pProcescs tienen mucha aplicacion en los estudios
de preaformulaciédn incliuyends pureza,polimorfismo, solvatacidn,
degradacién v compatibilidad con otros excipientas. Para carac
terizar las formas de cristal, el calor de fusidn Hf pusde -
obtenerse por el &rea bajo la curva del DSC para la endotarwa-
de fusidén.

Andlisis termogravimétrico (TGA): wmide Los cambios en @l pero-
de 1a muestra como funcidn del tiempo (isotermal) o de la tam-
peratura. Los procesos de desclvatacion y descompostcidn son -
frecuentementes controlados por TGA. Cowpararndo datos de TOA y-
DSC anotados bajo condiciones idénticas, pusden ayudar en la -
interpretacidn de los procesos termales.

Tanto DEC como TGA son microtécnicss y dependen del egquilibrio
termal de la muestra. Variables significativas implican homogg.
neidad de la muestra, tamako de la muestra, tamaXo de particu-
ia., velocidad de calentamientn. atmésfera vy preparacidn de 1a-

nuestra.



Difraccidn de Rayos X: La difraccion de rayos X del cristal
pPrrovee la mas completa lnformacién acerca del estado sdlido. -
Es una prueba rapida y relativamerte aimple v es el método mas

comur . t.os modelos de difraccidn de rayos X de polvos son @

nicos para cada forma polimérfica; l1os materiales amorfos no -

muestran cualquier modelo o muestran uno o dos Picos anchos a-—

tribuibles a la presencia de rangos cortos. La Difraccion do -

Rayos X no stempre indica si el material cristalino es un ve

dadero polimorfo o un solwvato.

Otros métodos tales como espectrofotometria infrarrojo, dilatg
metria, resonancia magnética nuclear y microscopia de explora-
cidn de alectrdn tienen adicionales aplicacicnes para el estu-

dio del polimorfismo y solwatacion. (37)



CARITULO II

PLANTEAMIENTO D E L PROBLE®MSGAGA

En la actuslidad existen diferentes tipos de anticornceptiwvos -
hormonales de accidén sostenida que ostdn comercialmente dizponi-
;l-s 0 bien sometidos a pruebas de ewalwacidmn climica an fases avan
zadas. El problema principal que comparten estos métodos de accidm
lali-’nlda es la alteracidn imprevisible del ciclo memstrual. tLos
métodos Que utilizan dosis mas altas de progestinas solas, tiandnn
a causar las alteraciocnes maAs severas del patrém menstrual.

Los afectos adversos establecidos de loi amticonceptives inveg,
tables combinados (especialments en dosis altas), incluyen la alte-—
racidén del cicleo menstrual, amenorrea, nduseas, mareo Yy vaqQinitis,-
muchos si no todos, parecen atribuibles al compornente estrogéanico.-~
ocasionando asi que Qran parte de las usuarias ( un 30X aproximada-
mente) abandonen el tratamiento, debido principaslmente a los proble
max ocasionados en la menstruacidn, ya que los demis =fectos secun-—
darios puecen ser toi-rndas.

Ahora bien, pArece ser que ex binldgicamente dificil lograr un métgo
do anticonceptivo Que asequre 1a inhibicicn de la owvulacidm durante
un tiempo prolaongado, que no contenga estrédgencs y que no afecte el
patron de sangrado, al menos con esteroides sintéticos, por lo gue
conviene modificar 1la liberacion del farmaco,.(liberacicn controla
dal, altarando la disolucidr del férwaco , esto es, contro-
lar la forma v el tamaloc de la particula, factores Que se encuen-—
tran directamente asociados a la velocidad de disalucién y por tan-—
to también alcanzar niveles sangquinecs adecuados, tales que cubran-—

sU accidn farmacolégica sin tantos sfectos colaterales,



Ur problema espacial de la requlacidén de la fertilidad a base
de esteroides es que la anticoncepcién se logra s5lo con su adminis
tracidn continua ¢ excesiva. En el presente trabajo se trata do ipn
novar un método experimental que logre la obtencidon de particulas -

esféricas que presenten una adecuada liberacion controlada.



CAPITULO III

[~ - N E T 1 v 0

Realizar los estudios preliminares para la obt2ncién de un sis
tema de liberacidn controlada de esteroides via parenteral con posji
bilidad de escalamiento, con fines de regular la fertilidad en huma

nos . .

Actividades propusstas para lograr el objetive:r

1. Estudiar los cambios fisicoguimicos, y alteracion en la
disolucidn, que ccurran cuando los esterocides se someter
a procesos de fusidn y rapido wnfriamiento.

2. Desarrollar QOCnnlﬂg;;, condiciones y procesas experimen
tales que permitan crear microesfersas de tamaXos homoge-—
rimos v estudiar asi la disolucidn que presenten éstas -
particulas para su posterior perfeccinonamianto como pre-
Paraciones parenteralesones reproducibles. con posterior

referencia de datos clinicos.



CARPITULD IV

H 1 P Q T E = b S

Si dentro de la velocidad de liberacidén del
principio activo se encuentra que depende de su velop
cidad de disolucidn y ésta a su vezr depende de parg.
metros como son: el estade cristalino, la forma, vy
@] tamafio de particula ; mejorando y controlando con
cierta precisién estos parametros podra modularse la
wvaelocidad de disoclucién y por tanto tener cierto con
trol en la velocidad de liberacion del faérmaco, para

28U accidn terapéutica a un mes o mas tiempo.

21
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cCAPITULO v

METODOLOGTIA Y MATERIIALES

5.1

NOTA:

METODGLOBIM:

3.1.1 Investigacidn bibliografica

5.3.1

.= Caracteristicas fisicas Yy quimicas do
los principios activos.

- Métodos anticonceptivos de liberacidn
sostenida.

.- Formas cristaliras.

N Técnicas de identificacian de

pPelimorfos.,
.- Tecnologia de microesfaerulizacién,

Modificacidn de la estructura cristalinra de la
particula mediante choque termico.

.- Placa metalica.

.- Hielo seco.

.- Disco rotatorio.

.- Sobre Nitrdgeno liquido.

Dapend ieando de los resultados anteriores, se
intentara el disefo de un equipo Pprototipo que
permita controlar tamafo y forma de particula.

Determinar los pardametros necesarios para verificar
las posibles modificaciones de los productos
tratados y Que serviran para los futuraos controles
de calidad del producto final.

abtencién de particulas esfericas, con rangos de
tamaXos controlados, comprobando una lenta
wmlacidad de disolucidn,

El marnejo de hormonas esteronidales requiaere dea una
adecuada proteccidén fisica del usuario para evitar
cualquier contacto comn la piel o mucosa, puosto aue
pueden ser absorvidas ridpidamente.
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Proveedor

5.2 MATERIAL, EQUIPD ¥ REACTIVOS:
5.2.1 Hagerias Primas
.- Solidos

Alcohol estearilico........
Coleaterol.

17-B-~estradiol... ... .
Lauril Sulfato de de‘lo.
Mestrarol......
Progestarona . PPN
Valarato de estradiol
Cépsulas de gelatina dura.
Hielo seco.

.~ Liquidos
Aceite mineral
Acetona . ...
Cloroforma.
Etarol
Metarol -
Nitrégeno ltquido.....

.= Gasas
Mitrdgano gaseoso.
S.2.2 Eguipg
Balanza analitica..
Balanza granataria.
Disolutor. ............
Equipo de infrarrojo
Equipo para punto de

fusion,

rlicroscopio..

Parrills de calentamiento..
Tamizador . eree oo

Espectrofatémetro UV,

$.2.3 Material

Material de vidrio necesario
Equipo de seguridad...

Varios.

Ernantato de MNoret tndrun:. PRI

...... ...Alquinia Mexicana,S. de AL .
e Vita Drog, S.A.
“ie.....Carimar Mexicana, S.A.
PR .Syntex Cusrnavaca.

e e AlQuimia Mexicana S. de RL.

..... ....Carimar Mexicana, S.A.

tecees...Carimar Mexicana, S.A.

Syntex Cusrnavaca.
Laboratorios Lilly.
..Liquid Carbonic,S.A de C.V.

.Baker
.Paker
.Baker

Aralyzed Reactive.
Aralyzed Reactive.
Analyzed Reactive,
Merck Darmstad,

.Marck Darmstad.

Provisto por el INN

.A.G.A de México S.A de

c.v,
Marca Comarcial.

Mettler AE 260.

. Ohaus .

.Backman Hanson (USP método 2).
.Acculab 10, Beckman.

. Thomas Hoover prowvisto con ter
mémetro de -10 a 250"C. aQue mji
de por intervalos la temperaty
ra de fusioén.

Laborlux K, Leitz, con dizpogi
dispositivo paras wmedicion de
tamafios de particula vy camara-
fotografics.

-Nuova 11, Termolyne.

.Dbovine, Electric Company.
.Beckmanr.

.lquantes de asbesto y de plas-
Plantico, lentes de seguridad,
carsta, cubre boca, overol)
.(espstulas, tamices, frazcos
de PUC, mangueras, termométros
de =100 a 30=C y de <20 a -~~~
350=C, gradillas,., etc.)



cAPITULD vI

DESARROLLO EXPERIMENTA AL

Para llevar a cabo esta investigacién se tomarom como base los
estudios realizados con antericridad por el grupc de investigadores
del Departamento de Bioclogia de la Reproduccidn del Instituto
Nacional de 1a Nutricion “Dr. Salvador Zubjiram” en la Cd. de Meéxico
an colaboracidn con @@ Departamento de Farmacologia de la U.N.A. M.,

utilizando esteroides naturales vy sinteticos, distribuidos en
tamaXos de particula homog@éneos, pPara asi- proporcionar una
disoluciaon controlada de los esteroidesn con  un proceso de

liberacion lento e igualmente controlado del principio actiwe.

6.1 SERIE DE EXPERIMENTOS

Se procedid a realizar 108 primeros ensayes con alcohol
estearflico como modelo experimental, ya que Aste @3 un material
accesible de manejar pPor U bajo punto de fusisdn, su bajo costo vy
Por no presentar toxicidad, buscando @@ enfriamiento bruscn de la
muestra.

&.1.1 Ensayos preliminares con Alcahol Estearilico.

.- ROCID CON PISTOLA DE AIRE: fundir la muestra de
alcohol estearilico ( las canticuadées de nuéestra a
utilizar no fueron pesadas con exactitud), en um
vaso de precipitado de 250 ml, sobre una parrilla
de calentamiento, adicionar a@! material fundido al
conteneador de wuna pistola o aspersor, cearrar y
rociar sobre una placa metalica que fué previamente
enfriada dentro de un refrigerador a S= .

Al ohservarse que la muestra no podia ser rociada en maynre
Proporciones puesto que se solidificaba con el aire dal sistema de
rociamiento, s® procedidé a desarrollar otro sistema de aplicacion
de la siguiente maneora:

. INYECCION conN JERINGA HIPDODERMICA: fundir la
muestra de alcohol estearilico , ®n un vaso de
precipitade de 250 wml. v  transferir el moterial
fundido a la jeringa. Utilizar para la inyecctdn
agujas del # 20 v 22 v jeringas con capacidad para
10 vy 20 ml., aplicando sobre urma placa matslica
previamente enfriada daentro de un bafic de hiclo a
5=,
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Al aeancontrarmos con el mismo problema de solidificaciden de 1a
muestra a temperatura ambiente v obstruirse la salida de 1a aqguja,
nicamente se logré aplicar. mwuy poca muestra, por 1o tanto so
buacaron otras alternativas que propercionarar la posibilidad de
wmodificar 1a forma cristalina, aplicando ur choque térmiceo, ésto
%, un sistema que permitiera temperaturas tam bajas como -70% va
que con é&sta se reportaron las primeras investigaciones para lograr
un enfriamiento brusco de la muestra fundida.

- ENFRIAMIENTO SOBRE HIELO SECO: fundir la muestra de
alcohol estearilico an un tubo de ensaye. Vaertir el
contenido del tubo de ensayc sobre una charonla de
papel aluminio colocada sobre el hielo seca.

Con el objeto de

erificar un pPosible cambio tantn en los 2
" este punto de la estructura cristalina,
se procedieron a realizar las siquientes pruebas:

- Determinacién del punto de fusidn de las muentiras

tratadas vy sin tratamiento, utilizrando el equipo
“Thomas Hoover™

. Observaciones fisicas da las muaestras tratadas vy
- #in tratamiento.

Nota:Las wmwuestras qQue son fundidas Yy de alguna manera
enfriadas son denominadas, muestra trstada
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©.2 TRATAMIENTO DEL COLESTEROL.

Se decidiéd trabajar con el colestercl como modelo « por
presantar el anillo cicle pentenn-perhidro-femantrenn, que
contienan an su estructura quimica las hormonas esteroidales a
utilizar y por ser también «1 punto de fusidn aproximadno al
intervalo de fusidn Que presentan las hormonas, eliminando el
riesge qua e presenta con el manejo de material horwmonal, v
abatiendo el costo de experimentacion. Con el tratamiento antecior
se traté de averiguar una modificacién ern 1la estructura del
cristal, pues se aplicaran choques tarmicos entre 150 y -80=, lac
determinaciones del punto de fusién sugirieron que este parimatro
por s =0lo No e@s suficiente para evaluar el cambio estructural.

&.2.1 LA TECNICA DE CHOQUE TERMICO: consiste en fundir
una pequefia muestira de colesterol aproximadamente
2 . & wna temperatura de 150 =, en un tubn de
vidrio sobre un bafio de aceite y Dajo atmésfera de
riitrogeno. Enseguida que funde la muestra, colocar
@1 tubo sobre una meazcla de hielo seco-acetona vy
dejarlo en la mezcla frigorifica aproximadamente 20
mirnutos a que cristalize.

Por las caracteristicas de la recristalizacion se sncusntra
como una segunda alternativa factible de realizar para modificar la
estructura cristalina, esto se realizd de 1la siguiente manera:

6.2.2 RECRISTALIZACION CON SOLVENTES

.- ETANOL : adicionar 0.1 g de Colenterocl a 2 ml
de Etannol contenidos a&an un tubo de ensayo,
calentar la wmezcla hasta qQue solubilize el
colesterol, posteriormente enfriar en basfo de
hielo seco a -8 -

- ACETONA: adicionar 0.1 @ de colesterol a 2 ml
de Acetona contenidos en urn tubo de ensaye.,
calentar la mezcla hasta lograr una solucion,
eansaguida se coloca el tubo e hielo smeco,
para cristalizar mis ripidamente.

&6.2.3 . A 1osx cristales obtenidos se les realizaron las
siguientes prusbas:

- Determinacién del punto de fusion.
. Observaciones al microscopio.
Se considers conveniente incluir algunos esteroides
hormonales, a los cuales se los realizaron andlisis mis especificos

pPara comprobar la exizstencia de polimorfismo o Dien un retardo en
la selubilidad de estas muestras.



O

27

TRATAMIENTO DE ESTEROIDES

Mestrancl, Valerato de  estradiscl, Enantato de noretindrona,
ineluyendo Colesterol, que snaquira siendo -l modelo de
control; éstos fueron tratados de la siguiente manera:

6.2.1 FUSION Y RAPIDA SOLIDIFICACION DE LOS ESTERDIDES:
tomar una pequera muestra de la hormona., colocarla
en un  tubo de vidrio bajo Atmosfera de nitrogeno
fundir 1a muestra e introducir el tubo contenedor
e una mezcla de hielo seco/acetona, a -90=.

&.3.2 Posterjormente al enfriamiento, 1a muestra
cristalirada se fraccionéd con un bisturi, para
abtener particulas pequeras, realizandroles las

siguientes determinaciones:

.- Punto de fusidm: &l cual Nos puede indicar on
ur  momento dado si -l activo ha sufrido
modificacion en su estructua cristalina o
bien si existiera una posible degradacidn.

. Observacidn al microscopio y fotografias
microscopicas de algunos de los esteroides.

.- Espectroscopia Infrarroja en KBr: como 10 que
s® pretende es modificar las caracteristicas
estructurales del cristal, este ansayo Nnos

podrd  ayudar a verificar si se na llesvado a
cabo alqur ferndmero de polimorf iamo.

. Distribucién del tamado de particula: esta
pruebs s® realizéd en Colesterocl y Enantatn de
rioretindrona.

. Obtencion de un perfil de disolucidn:
efectuado para enantato de noretindrona v
progesterona Unicamente.

Con la finalidad de observar si afectaban las temperaturas vy
velocidades de anfriamiento an las propisdades medidas
anteriormonte del colestersl, EY ) realizé  La siguiente
experimentacioén:

&. 4.1 Preparacidn de la muestr se colocaron en diversos
tubos de wvidrio peguertas muestras de coleaterol
aproximadamente S0 mg. v se fundieron directamente
sobre una parrilla de calentamiento entre ( 155 vy
157 ) Posteriormente los 1tubocs se sometieron a
diferentes condiciones experimentales de
enfriamiento (mezclas frigorificas).
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&.4.2 Preparacion de mezclas frigorificas.
.= Hiela.
.- Hielo + clorwrn de sodio.
.- Hiolo seco.
.- Hielo seco + acetona.
. Hielo seco + Alcohol.
o= Hielo seco + Cloroforwmn.
&.4.32 A las muestras tratadas se le realiraron las
siguientes determinaciones:
.- Observaciones al microscopio.
.- Determirnacidn de los puntos de fusidn.

Al no encontrar evidencia clara de cambio de forma cristalina,
por choque térmico se pernsd en medificar la forma gemmétrica de la
particula, buscando la esfericidad, para disminuir la superficlie de
disolucion y previendo 1a posibilidad de escalamiento industrial,

se desarrollaron equipos que permitieran lograr este objetivo sin
eliminar totalmente la posibilidad da chogue térmico.

&.5 ENFRIAMIENTO EN DISCO ROTATORIO.

Este aquipo, diseXado en  los taboratorios Aplicaciones
Farmacauticas, S.A. de €C.vV., caonsta deo un disco metAlico con una
s=alida circular por su parte inferior para ser adaptadn al equipo
motoreductor y un platillo en el centro donde se coloca la mezcla
frigorifica con una tapa en forma de cono Gom un orificio en la
parte superiar para permitir la nalida del gas CO2 que desprende la
mezcla frigorifica ,sobre exta tapa se depositd la muestra fundida.



DISCO GIRATORIO

MOTOR REDUCTOR

FIGURA No. 10: Esgquema dal Disco Rotatorio.

El objetivo de utilizar este equipo. fue lograr wn . bruscé
anfriamiento sobre la placs rotatoria, asi como obtener particulas
(esféricas y con una solubilidad mas lenta debido & 1la menor
superficie con respecto a4 otro cuwerpo de dimensiones similares)
tratande de evitar que se presentari adherancia a la supérficie de
la placa , el procedimiento se menciorna a continuacion:

6.5.1 Colocar an un uaso de precipitado de 100 wml, una
cantidad apropiada de colesterol , colocar el vaso
- un bafo de aceite para fundir la muestra a uns
tamperatura de 150 a 13S=.

Preparar en el disco la mezcla frigorifica a b
de hielo = o v acetona, ccolocar la tapa sobre
mezcla, dejar anfriar hasts disminusr
temperatura a ~80%.

29



6.5.68

30
Dejar caer 1a muestra fundida lentamente sobre el
disco cuando 4ste se encontraba girando.

Recuperacién de 1a masa solidificada y realizacion
de los siguientes determinaciones: :

.- Mediciones del punto de fusidn .

- Observacion micraoscopica .

Los resultados anteriores no sugiriesron nirgura modificacian
en 1a estructura cristalina y no se logrd una forma asférica , se

procediéd a r

posivilidad de

lizar un enfriamiento més brusco para verificar la
lograr ratardar la solubilidad, mediante cambiocs en

la forma cristalina.

6.6 CONDICIONES DRASTICAS DE ENFRIAMIENTO CON NITROGENO LIQUIDO.
PARA DIVERSOS ESTEROIDES.

&.6.1

6.6.3

Utilizando
anteriores., el
microscopio.

seleccionaron los esteroides a trabajar
tranol, valerato de estradiol, 17-B-estradiol,
enantato de noretisterona v progesterona v

colesterol como referencia); s@ colocaron en un
crisol de niquel.

Se fundieron las muestras an un baXo de aceite bajo
atméafera de nitrégenoc, se retiraron los crisoles
del baXo de aceite rapidamente v se sumergleron en
un recipiente que contenia mnitrdgeno 1liquide
dejéndolas sumergidas durante S minutos & una
temperatura de -190% .

Posteriormentas las wmuestras e dejsron a
temperatura ambiente por espacio de 10 minutos
aproximsdamente y se procedid & reducir las placas
a polves los cusles fusron sometidozs a los
siguientes anslisis:

Cirasificacion de tamaXos de particula y separacion
de finos por las siguientes técnicasx:

e Tamizado, empleando los siguientes nimeros de
malla. 80, 120, 150, 180 y 200

Bt Microscopicamente

et Por decantaciones sucesiva

o= Por cargas electrostatic
{rotacién de 1a muestra en frasco de
PUC)H

como técnica auxtliar en todos los puntos

dispositivo para medicidn de tamaXo de particula del



6.6.7

6.6.8

&.7 Siguiendo
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Obsarvacion al wicroscopic de las estructuras
cristalinas.

Prusba de disolucién (ver pégina no. 68) realizadas
en progesterona y 17-B-estradiol.

Mediciones del puntos de fusion.
Andlisis Térwico Diferencial: llevada a cabo

Unicamente para 1las wuestras de Progesterona vy
17-B-Estradio},

an la busqueda de té#cnologia V¥ Procesos que

permitieran retardar 1a disoluciédn fué diseRado un eaquipo para
obtener particulas de forma esférica bassndose en el principio

de tensidén superficial y

rociador
elementos.

spersién, con un tubo similar a un
de cromatografia que consta de los siguientes

Fuente de

t H H
===»!Tubo esferulizador!-=---=)!Sistema de calen
' ‘

'
H Sistema de !
' :

!
Termos tato! {Colector
' '

t *
Termostato!

S A particulss ¢ :

FIGBURA 11:

Diagrama del squipo esferulizador.

Prueba de funcionamiento del equipo: adicionar
alecohol estearilico al tubo esferulizador de vidrio
especialmente diseXsdo para este proyecto.

Este tubo con wuestra es colocado en el horno o
fuente de calor para su fusién.

Colocar en el orificio del tubo
activadora del rocio.

or la valvula

Abrir el paso del aire caliente, controlando ambos
termostatos a temperaturas arrita de los puntos de
fusicén de cada. puestras wediante el usoc de un
tarmometro.
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&6.7.5 Blogquear 1a wviluula activadora dal rocin y asparar
a recibir las particulas on unra bol sa de
polistilenoc al firmal del tubo asparsor.

Dado que e trata de wun eguipo disefado para prunbas, fué
rio realizar modificaciones.

6.8 MODIFICACIONES AL EQUIPO PARA SU MEJOR FUNCIONAMIENTO.

&.9.1 DiseRo y acondicionamients de un aquipo colecter de
particul

&.8.2 Implementacion de un sistema de enfriamiento para
@1 equipoc colector de particulas, con la fimalidad
dm evitar la adherencia del material caliente a las
3 s del tubo colector.

6.68.3 Las particulas obtenidas con ! equipo fueron
mometidas a las siguientes pruebas ¢ determinaciones

.- Daterminaciérn del tamalo de particula por la
tdcnica de tamizado.

.- QObservacidrn al microacopic de la estructura
cristalina.

.- Prueba de disolucion.

Dade el evance experimental, sSc realizé una azleccidn mas
especifica de los estoroides a utilizar, como lo mon el
17-B-estradiol v la progesterona, utilizando antes como modeloxs ol
alcohol estearilico y el colesterol.




CAPITULO VIX

RESULTADOS

Los resultados se muestram por separado para cada uUna de las
ctapas que abarcd la investigacién.

7. Estudio preliminar de 1a posible modificacién fisicoauimica
del alecohol estearilico.

7.1 El rocio de Alcohol estearilico se rcalizé con Pistnla de
aire BINKS el resultade no fue satisfactorio puen se
logré rociar wuy poco sobre la placas fria debido a que
solidificaba antes de tocar la pl

Las muestras que fueron fundidas y de alquna manora

enfriadas ., son denominadas muestras tratadas.

Las muestras denominadas sin  tratamiento, son los
productos Que nNO se sometiercn & ningun proceso; se tomd
el punto de fusién con el equipo * Thomas Hoover™, por
triplicado v %e compararon contra el reportado en

literatura y el proporcionado en el andlisis por el
proveedor, como ce muestra en la siguiente tabla.

TABLA No. 1

PUNTOS DE FUSION DEL ALCOMOL ESTERRILICO

Materia Prima Intervalo de

v 3
: —Fusion .
é reportado 55= = 60% C. :
E provesdor 7% - &40= C. :
B
; %=in tratamiento 857= C. E
.
2 tratada <1) se= C. z
.
; tratada t2) 57= C. H
. '
H 57= C. ;
' '

tratada (3}

£n ‘el punto de fusidn de la muestra (1),se colecd un paco

mis de muestra, le cual puede ser 1la causa de la
alteracitn del resultado.
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Cuando se depositd alcothol estearilico fundido con

jeringa  hipodérmica  sabre ia  placa metalica
enfriada a -5= sometida a refrigeriacién previa. Sc
presentan problemas similares a los indicados on el
punto antericr. La tabla Ne Il won muestra los

puntos de fusisn

TABLA No.II.

PUNTOS DE FUSION DEL. ALCOHOL ESTEARILICO

Intervalo de
Fusion

Materia Prima

repor tado 55= ~ 60~ C.

proveedor, ! 57 - 60= C. i
.
.! 58+ C.
'

tratada (1) I' 60= c,

tratada (2) " S59= C.

T
'
'
'
'
[}
'
! s5in tratamiento
'
'
'
'
'

t.s wvariacién que presantan los puntos de fusien, no
indican alteracion alguna en la estructura puesto
que - 1os puntos de fusidn no salen de los intervalos
establecidax para #ste producto.
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Cuanrdo se enfrid la muestra fundida de alcohol
estearilico, sobre hielo seco los puntos de fusidan
con el equipo - Tiomas Hoover - fueron tos
siguientes:

TaABLA N= 111,

PUNTOS DE FUSION DE ALCOHOL ESTEARILICO

Hateria Prima Intervalo de

' +

s Fusion :

' 1

reportado ! 55= - 60=C., *

H H ¢

! Proveador H 57" - 460= C. !

' '

ain tratamiento ! s8= C. 1

t 1 L

1 tratada (1) H 57 C. ¢

1 ' 1}

1 tratada (23 ¢ 8= C. !

' ' 1

] tratada (3 H 38~ C. !

o Uy |
Con el alcotio) estearilico coma muasstra, asta

tabla no se observan modificaciones significativas
on el punto de fusion por 1o Qque se cambia de
modelo vy se utiliza colesterel.

7.3.1 Las obaervac iornes al wmicroscopio
indican ningun
asta wmuestra,

tampoco
ambioco en la apariencia de
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Tratamiento experimental del Colesterol.

7.4.1

“ la muestra fundida v enfriada sobre hiclao seco.
=, le tomaron los puntos de fusidn, medidos con el

@quipo * “Thomas Hoover -.

TABLA N= V.

PUNTOS DE FUSION DE COLESTEROL

tntervalo de
Fugidn

Materia Prima

repor tado 145 =—~150= C.

proveedor 147«—~150= C.

sin tratamjento 147~ =149~ C,

tratada (1) 144m ~~ 147> C,
tratada (2) 145 ——-14g= C.

145=—-147=

1
'
1
]
.
[l
'

Los rasultados obtenidos ’ no presantan
alteraciénes que pudierarmn indicar wun cambio. de
habito & estructural.

La recristalizacion del colestercl con diversos
solvantes fus analizada cualitativamants a2l
microscopio para obseruar las posibles
modificaciores cristalinas, comparando con . la
estructura del producto sim tratamiento. tales
estructuras ueden sar observadas an las

P
fotografias tomadas al microscoptio.



FOTOGRAFIA MICROSCOPICA Mo 1

COLESTERDIL SIn TRATAMIEMNTO,

ottt it

Colesterol musstra sin tratamiento
Em el objetiwvo 10X
Filtro de luz polarizada

fmplificacydre. 120 vaec
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'FOTOGRAF 1A, MICROSCOP ICA No. &

’GDLESTEROL RECRISTAL IZADO EN ETANOL

Erm el objetivon 10K

Filiro de luz polarizada.

Amplificacicdn: 120 veces



FOTOGRAF IA MICROSCOPICA Mo, =

COLESTERGI.

RECRISTALIZaND EM ACETONG

Objwetave (04,
fFiltro da Ll

o larrizada .

fmpliticacidn IR0 veces

L o estas foltomrayiaa apreciar la
nodificaciin &r el

statlirie,

G

taba te




7.5 Los esteroides fundides vy enfriadoz sobre hioleo secs,
presentan los siguientes puntos de fusidén, montrados en
las tablas N= (5, &6 v ?7)

7.5.1 Punto de Fusian,

TABLA N*= V.

ENANTATO DE NORETINDRONA

Matasria Prima Intervalo de

Fusicn

repor tado 48~ - 72= C.
proveedor &&= - 70 C.

tratada ¢1) 69" -~ 1= C.

tratada (2)

[l

'

1

'

H

f} .
#in tratamiento ! 65" ~ &7~ C.

i}

!

!

H 68= - 70~ C.

'

H

tratada (3} 69= - 72~ C.

TABLA N= VI

MESTRANOL

Materia Prima Iintervalo de

v
! Fusion
' -
reportado 150> - 183= C.
Proveedor 150= -~ .152.- c.

sin tratamiento 149 - 1%50= C.

tratada (1) 146 - 14%= C.

tratada <27 146~ - 148= C,

tratada (3) 147« - 187~ C.
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TABLA N= UIIX.

VALERATO DE ESTRADIOL

t Intervalo de *
H Fusidén '
fl f}

Materia Prima

reportado 143% - 150= C.

.
proveedor 1438 - 186= C. !
=in tratamiento 142~ - 145= C.
tratada (1) 143 - 146= C.
tratada (2) 14t1= -~ 145= C.

142% - 145= C.

tratada (3)

Loa resul tados mostrados en estan tablas, no
indicarn realmente algun cambio importante en los
Puntos de TfTusion, puesto que se sabe que el punto
de fusidn nOo es una prusba suficiente para indicar
un cambio estructural = busca analixar otras
t4cnicas y otros estercides.

7.%.2 En las siguiantes fotografias se. pusde
comparar la estructura de los estercides
tratados v sin ertlnl,n!o;



FOTOGRAF 1A MICROECOUPICH Mo, 4

COLESTEROL STM TRETAMIEMNTO

Objetive 10 X

Filtro de louz polari

Amplificacidn: 1320 vec



FOTOGRAF IA FMICROSCOPICA No. 5

COLESTEROL DESPUES DE SER TRATADO

Objetivo: 10 X

Lente de luz polarizada

Aamplificacion: 120 veces

La muestra pierde birvefrigencia.



44

FOTOGRAFIA MICROSCOPICA No.o

ENANTATO DE NORETINDAONRA SIN TRATAMIENTO.

10

Objetivo:

de luz polarizada.

Lante

120 veces

Amplificacion:



FOTOGRAFIA MICROSCORICA No .7

ENANTATO DE NORETINDROMNA TRATADA

Se obsarva uma masa de consistencia pagajpsa.

Objetive: 10 X
Lente de luz polarizada

Amplificacidn: 120 veces

Adicionalmente e realiraron ardlisis por
Ezpectrofotonetria Infrarroja, a los siguientes
estaroides : Colesternl, Ernantato de roratindrona,
Mactranol v Valerato de estradiol ' los
espectrogranas sa muestearn er.  las siquientes
paginas.



FICIRA Mo, 13
. ESPECTROGRAMA AL INFRARRCUO D1, COLESTEROL. TRATAID
100"




FICURA No. 1
. BSPECTOGRAMA AL INFRAROJO DEL I?NMTATOiDE RORENTINDRONA SIN TRATAR

4o EB8S 88388 §

. NYGURA Fo. 13
BEPECTOGEAPA AL INTRAROJO IEL BUANTATO DE NORENTINDROHA TRATADA
—— T :

pewssz yesh



RAMA, AL INFPAROJO DEL MESTRANCL WSIH:
: e : H 100

Ulik No. w7

PECTOGRAMA At INPRANOJO DEL HESTRANOL, TRA%ADO
o




lwrovma Fo. 18 i b
'PEIFCTOGRAMA AL INFRARDJO DEL VALERATO DE MSURADLOY BX

- P

§PIGURA No.19

100 ESPECTCGRAMA AL INFRAROJD DEL VALERATO UX ESTERDIOL TRATADO
) :
. 90 b .
“ol - T -
70, 7l . ePeun
60 ‘ B
sof . ) | :
) [CRLONRL |
g
. 30 |
20

-
o
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Conr respecto a4 los espectrogramas obtenidos en  los
Infrarrojos, se esperaba que las hucllas de los productos
tratados presantaran desplazamiento ar los picos deo
abpsorcidn, a comparacidn de loz productas sin tratamiento
=i embargo los espectiros son iguales . Lo que nos indica
. Que por wmedio de este analisis nc re identifican
cambios estructurales on los esterocides teratados

7.4.4 Como Paso fundamental para el control en la
liberacion del firmaco, debia centrolarse el tamadio
dm particula, procediendo a realizar diferantes

técnicas, Que permitan mejorar 1a distribucidn om
el tamaXo.

Entre estas tdcnicas se encuentran:

o Tawmizado'

.= Decantacidnes sucesivas en tinag (Ley de
Stokes)

P Separacion por cargas electrostéticas.

B Utilizande como técnica auxiliar en todas
4staz la medicién al microscopio
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Por la Técnica de Tamizado:

COLESTERQL.

En la siguiente tabla se muestra la granulometria
obtenida en esta prueba. :

TABLA N= UIII,
PESC RETENIDOD EN CADA N*= DE MALLA.

CANTIDAD DE MUESTRA ANALIZADA : 5.0 .

tNo. de Malla H Peso (g}

: i

! 35 ¢ 1.8022

1 '

' 60 ' 1.3440
.

: s0 ' 1.204%
'

!e 1209 H 0.9578

' '

; 150 ' a.4002

' '

: 180 ' 0.0560

' '

' 200 1 o.ou4s50

1 ' .

' charala ' 0.0018

' -




Tabla N« IX.

DISTRIBUCION PESD-TAMAND OE Sg. DiE COLEIEROL TRATADO.

¢ Ma. de Malls Media Ardfediics de 1a b Pese  retenid Parciants retenléo ! the  bromedie !
L detabgrtuca de 1) wajipia)! (1] “te ! A_Y :
' [ ' ¢ K] 1
' ' S . t e ' s ¢ 1M '
1 v ' ' '
! 1 0.0221 & ! 1.IKe ©wusx ! a.958 H
f . ' N '
! L $.8110 v ! 0.94518 1.5 ' 0.1t H
. ' ' ' t
1 120 7 1% ¢ [ XN Y 1 (11} H 0.0528 H
' ' ' ' s . '
H 1107108 2 0.0083 ! 0.0%8 H 113x i !
B ' ' ' ' ¢
! 190/ ! "R - ! 4! ! ] H
' ' [ X T ' e x t * -
' ' ' : ‘ '

Férmula para determinar tana®o promedio de particula de la
musstra analizada

4 - X% retenide) (tamafio promedio)

av 100

d4 . - 127,98 % ) ¢ 2. 9996 ) = 2467 um
av - - 100 L.

Poster iormente., L) cada fraceian obtanida 22 le renlizd una
medicién de tama®o de particuls, por @l wmdlode microscopica, los
resultados se muesirarm er las siguientes figuras




DISTRIEICION DEL TAMARD OE PARTICIILAS
COLESTEROL TRATADC

% DE PAHTICULAS

20 -

1638

"o 1o w0
TAMARO DE PARTICULA (Um)

I B Figura No.20
FRACCION RETENIDA EN MALLA 150

DISTRAIBUICION DEE TANMARO DE PARTICULAS
COLESTEROL TRATADO

% DE PARTICULAS

™0 aB esce
TAMANO DE PARTICULA (Uim)

53



% DE PARTICULAS

Tf

DISTFNBUCION DEL TAMANQ DE PARTICULA

COLESTEROL TRATADO

3 4 5 6. 70 80 90 100 120
TAMARO DE PARTICUL A (Um)

Ml Figurs No.22

FRACCION RETENIDA EN MALLA No.200

LA DISTRIBUCION EN TAMANOS DE PARTICULA PRESENTADA EN ESTAS GRAFICAS, ES
MUY HETEROGENEA, PERO OMD TECNICA AUXILIAR PARA REALIZAR INA PRIMERA

SEPARACION  RESULTA DE UTILIDAD.

e rre. e

54



Seleccidm del tamafio te particula por la técnica oe
tamizado para :

EHNANTATO DE_NORETINDRONA
TABLA N AR
PESO RETENIDO EN CADA N= DE MALLA.

CANTIDAD DE MUESTRA ANALIZADA: 59.

3
o

de Halla Peso (gt
.

v
. '

H B t
H 35 ! 0.1506 1
! [ [
' 80 ' 1.92046 L}
l ' '
1 120 t 0.5529 !
! H t
' 180 a.2152 '
. '
’ 200 0.0s23 '
' '
H charola 0.0425 '
. .

Nota:

Dabido a pérdidas durante el procedimiento de tamizado
no s llega & completar 1a cantidad de wmuestra araliza
da que era de 5 g.
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TABLA N~ KI1.

DISTRIBUCION PESO-TAMATSG DE  PARTICULA DE $a. DE ENANTATO DR
NORETINDRONA

Mo. de Malls !Media Arilsética de 1a ! Peso relenide

Parciento ratenido TasiRo  Promedio ¢

' Y v
Lo srturg de 12 saliatal tq) : s ]
B ' ] Y [ ¢
¢ mse0 0.5885 ve [ER 0 ' 70.04 X ¢ (IR
' i ' ' '
[ WATI 0.2395 us t o pss2 ' 006 1 ' (KT
[ ! ' ' !
Yo7 80 ! LRI RS ¢ s ' 7851 ' 1.30
' H [ ' ¢
vooee /200 ¢ 9.1200 t o b.0828 [ 1.915% ' 0.2
' : ' ' [
l : ! [ '
' ¢ (I S 1) ' L XTR} ' ass
' ' ' ' .

Férmula para determinar tamafao promedio de la cantidad tatal

de muestra utilizada:

a4 = (X retenido) ¢(tamafo promedio)
av 100
a = 99 .94 % ) ¢ 47 .55 ) o= A5 um
av 100

€n la siguiente tabla so muestran la distribuciér del tamafio

de particula de Enantato de Noretindrona, retenide #m cada malla

s1endo seleccionados los tamafos de particula al microscopio.
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medicion al
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80
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0 0000
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v
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o
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=
3
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1z
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tama¥o de particula por
Pa

TABLA N=

Ial

ENANTATO DE NORETIMORONA
kL]

Q
177
123

81

Snleccien del
mizroscopio

35
80
120
180

L]
-
[-3 o
o L
« a
£
v




mo R

DPrCOQ——3T>T

DISTRIBUCION DEL TAMARQ DE PARTICULA
EINANTATO DE NORE TINDRONA TRATA

120 200 8no 850 78’0
TAMARO DE PARTICULA (Um)

i Figura No.2

FRACCION RETENIDA EN MALLA No.35

W>TCO——=D>T MT R

DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PAHTICULA
NORE TINDRON,

40 60 80 100 160 260 400 600
TAMARNO Df PARTICULA (Urn)

-Figum Mo 24

FRHACCION RECTENIDA EN MALLA No.80
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DISTRIBUCION DEL TAMANO DE PARTICULA
ENANTAIO DE NORE TINDRONA THAIAUA

60 @0 180 240
TAMARO DE PARTICULA {Um)

B i igura No. 25

FRACCION RETENIDA EN MALLA No.120

40

804"

20

DISTRIBUCION DEL TAMARQ DE PARTICULA
ENANTATO DE NORETINDRONA TRATADA

% DE PARTICULAS

150 0 680 100
TAMARNO DE PARTICULA {Um)

[ ] Figura No. 26

FRACOIONM RETENIDA EN MALLA No. 120
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DISTRIBUGCION DEL TAMARO DE PARTICULA
ENANTATQ DE NORETINDRONA TRATADA

. <3
26 2

[ 1@ BN i, .. e et it

O>CCO—~TPTV MO R
ES

d0 - so ") 80 100 180 200
TAMARO DE PARTICULA (Um)

W Figure No. 27

FRACCION RETENIDA EN MALLA No.200

Por medio de estas graficas se puede observar una dls{rlbucl&n
muy amplia, esto es que en cada malla predomina un tamafio de -
particula pero éste se encuentra rodeado de muchos m&s tamafios
diferentes; por tal motivo esta técnica resulta ineficaz para-
realizar una buena separaci6n de los tamafios de partfcula, so-
bre todo porque se tienen diferentes cortes cristalinos. Esta-
técnica se utilizar8 como auxiliar para lograr uma primera se-
paracién y posteriormente obtener una adecuada seleccibn de --

los tamafos de partfcula por medio de otras técnicas.
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7.5 PAVEBA DE D1SOLUCION

7.5.1 Mé&todo USP 1 (canastillas) de acetato ‘de
noretindrona stilifandelo para ENANTATO  DE
NORET INDRONA :

Condicianes de operacion:
Longitud de onda = 240 rm.
rpm o 50
tmedio = HCL 0.1 N + 2% de Lauril sulfato
VUbliumary = 1000 ml.
Tiempo de disolucidén = 1 hora.

TABLA N= XII1

HUESTRA, TAMARD _DE _PORTICULA! | ARSORDANGIA 11X QISOLUCION!
¥

0.054

Refarencia

7
' '
' [ !
' ' ' '
tsin tratam.! m =< 200 uym 0.011 & —-- ¢ 20.37 !
: ¢ . ' ' [
ttratada ¢1)! 74 um —-- 100 um ! 0.016 ¢ -—-== 2s.82 !
' ' : : ' '
!tratada (2)! 81 um -- 120 um 1. 0.024 ¢ - ! q4.44 ¢
' ' : : ' t
‘tratada (3)>!¢ 125 um —- 180 um ! D.012 ¢ —- H 2a.22a H
[ ¢ : : t
ttratada (4)! - {s]o] m ¢t 0.010 —-— H 13.5) b
¢ ' . [ '

ltratada (35)! 500 um -- 3570 um £ 0.006 ! —-_ H tr. 11

. : . ' .

La tendencia que presentan los resultados, muaestran que
las particulas de maenor tamafo presentan un porcentaje de
dimolucian mayor, a1 bien nao s notorio un camhia
significativo entre la muestra sin tratamiento y la muastra
tratada 4).
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7.4 SISYEMas DE ENFRIAMIENTO PaRa COLESTEROL

TABLA N= XIV.

Puntos de fusidn

' H
SISTEMAS H TEMPERATURAS P. de F. ¢
' ac ac 1
1 v
- ' [
Hielo seco ' -80 183 - 143 ¢
. '
s ]
!Hielo seco + acetona H -80 183 - 1456 e
! ¢ [
. ' ' ]
{Hielo seco + alcohol H -7? H 142 - 145 H
' ' 1] [
' ' )
'Hielo seco + cloroforwmo ! -80 ¢ 141 - 143 !
! 1 '
' : +
! " ! 182 - 148 H
' ¢ [
. ) )
!Hielo 4+ NaCl ¢ t ! 14 -~ 146 ¢
' ' 1 1l
' ‘ )

= Los puntos de fusidn fueron medidos con el equipo Thomas

Hoover . .
Las temperaturas de enfrismiento no ait " de

manera significativa is fusion del colesterol,
somsramente se pensaria que tampoco afecta su estrucuras.

La adicién de wn solvente al hielo seco abate la
temperatura de la mezcla.



7.7 BESULTADOS DEL DISCO ROTATORIOD

= La tewmpsratura alcanzsda sobre la superficie del disco
fué de -S0=

~ La aplicacién de colesterol sobre 1la placa fué wmuy
Pobre ys que éste, a temperatura ambiente, cristaliza de
irmediato,

~La recuperacion de cristale fus muy poca debido a la
pequefia cantidad aplicada, ademas al girar el disco
aproximadamante a 735 rpm, la musstra aplicads salia del
disco.

-~ @Al observar visislmente los cristales obtenidos. ntos
tenian apariencia de hojuelas de matz, color blanquesino,
la rvacidn al wicroscopio : muestra cristales de
diversas forwmas Qeowmétricas, wmuy poco coloride y de
apariencia cristalina.

- LoS puntos de Tusién se encontraron antre 144 - 147 =,

Por lo que se eliminé ls posibilidad, de originar esferas
¥ praducir un enfriamiento brusco sn aste sistema.
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7.8 Medicion del tama®o de particula para Progesterona:

7.8.1 Separacion del tamado

de particula por la tecnica
de tamizado.

TABLA N* XU

Cantidad de muestra analizada

5.0 @.
Peso r enido en cacda NS de malla:
de Malla o (@)
. !
=5 H a.8127 1
' :
&0 1 Q.9205 1
K .
a0 ' 0.3502
.
120 0 .6296
.
130 ‘5 a.1644
:
180 ‘l T 0.1437
.
200 ' o.7702
)
charols " 1.8000
NOTA:  Posteriormente sdlo

trabajé con Progesterona vy
17-Beta tradiol por tos de wmayor interés clinico,
incluyendo 1os modelos Alcohol Estearfilico y Colesternl.
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TABLA Ne Xul

D1ETRIBUCION PESO-TA;

A DE PARTICULA DE Sa. DE PROGESTERONA TRATADA

Wo. de Malls 'Wedis Aritmética de 1s ! Pess ratenida ¢ Parciento retenido ! Tasike Dromedie
L ra de 1o wallatm)! 0w (] 3
[ ' ' [l
Brew ! 2.0625 v (R K 214 ' 1841 [ 0.3130
' . ' '
wrsee ! 0.9221 w ER ' 1.00% t (XTI
' ' ' '
(R T T 00110 [ Xt ' s [ 0.0770
1 ) N . . )
oS €.0005 LR KT . s.us ' 0.0820
' ' ' ' .
s /e 0.0083 s [ N1 ! ENCR Y ' 0.0%40
) ' f ¢ f
vz 9.0030 va ro_mam .t x [
' ' [ ' O ! 11428 :
. ¢ ' ' ' .

Férmula para
utilizada:

otearminar tamaXo promedio de la muestra total

SX_retenigo) (tamaSo gromediol
100 -

d = L P89 X ) ¢ 11420 )= 68 B _oum
av 100




7.a.2

?7.8.3

&6

Separacion de particulas por la ley de "Stokos™

BROGESTERONA

Ls wayoria de las particulas se encontraron entra
80 y 200 wicras, pero estaban rodaadas de
muchisimos firnos., 1o cudl indica que ro hubo una
buena separacion.

Separaciédn de particulas por farmacion de cargas
elactrostéticas.

PROCESTERONG ¥ 17-B-ESTRADIDM

8e logra wna mejor separacién de los finos-y las

particula. do, aunque realmente no
fué 1a separac Ademis al transvaser de
wn frasco a particulas e quadan

adheridas a las paredes del frasco o tap
que hubo pérdida de wmaterial.

« por lo
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7.9 PRUEBA DE DISOLUGCION:
7.9.1 PROGESTERONA (cristalizada sobre hiele seco)

M&todo de disolucion USP XXI € I ), para Acetato de
Noretindrona.

Los resultados obtenidos en esta disclucién: fueron
muy variables., por lo Que no se podis determinar
con ellos, un perfil de disclucidn sdecusdo, Que
nos  permitiera verificar diferencia entre 1las
Pparticulas tratadas y sin tratamiento,

Utilizendo wn nuevo wedio de disolucidn, con un
solvente donde presentard. wna ligera solubilidad
1a progestercna. Las condiciones de trabajo y los
resultados obtenidaos se musstran & continuacion.

7.9.2 PRUEBR DE DISOLUCION PARAR PROGESTERONA

Metodo USP ¢ 1T ).

Madio de disolucidn: Etanol/Agua 1:1 wvol/vol.
Volomen.del medio: 700ml

Temparatura del medio: 37 4 O0.3=C

Tiempo cle la prusbs: 60 min. (musstreando cada 15 min.)
r.p.m.: 100

Longitud de onda: 221 rm.

Los resultados obtenidos en ests prual
siguiente tabla.

e muestran en la

TABLA No. XKVIl

% DE DISOLUCION DE PROGESTERINA

[ s [l
H i H
1 ! * 1 *

(R BERUSIRNE R ER-N R NINR KRR K RE X1}

H H ' t ¢ 1 !

184 IEIRE IR RN RIS NI RR-XIEN XIH

il 1 ! i)

P EIRE RIEE:-BERE NIRN-NIRE N:H

) } . .

.37
. .

En esta’ tabla s comparan tamaXos de particula iguales entre las
misstras tratadas y sin tratamiento, para verificar si exicte
efecto en la velocidad de diseclucion.
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FIGURA #o. 28

PERFIL DE DISOLUCION
PROGESTERONA

100

80

60 1

40

20 1

o

[s]

== SIN TRAT. 50-110Um

16

30 45 60 76 90
- TIEMPO (min)
~ TRAT. 60-100Um

~#— TRAT.150 -250Um

MEDIO: ETANOL/AGUA

89
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7.9.3 TRATAMIENTO DE ESTEROIDES CRISTALIZADNSE ConN
NITROGENG LIGUIDO

TABLA N= XUIll

Puntos de fusién determinados con dos equipos.

Puntos de fusion
THOMAS HOQUER

Muestras tratadas Puntos de fusion!
'

Colesterol 1) 142-143~146=C

2) 143-144-146=C

1) 145 .3=C
2) 145 .9°C

1) 70-71-73=C
2) 68-69-70=C

1) 7v.0=C
28y 71.2=C

Noraestisterons

Valarato de 1) 142-143 - t4émC 1) 188 .9=C

'
H
' '
estradiol ! 2) 181-184-1846=C ! 2) 149.1=C
' 1
Mestranol H 1) 1845-149-130=C H 1) 132.2*C
H 2) 145-1948-151~C ! 2) 152.3*C
' '
17-B-eatradiol ¢ 1) 171-173-175=C H 1} 1785.1=C
' 2) 172-178-176=C t 2) 177.9°C
, 1
Progesterona 1 1) WI8-122-125=C ! 1) 131.0=C
H H 2) 118-123-126 | H 2) 129.4=C
) ' '
x En la  progesterona L pueden encontrar odificaciones

polimOrficas alrededor de 121*C., (37), ésta y el Enantato de
Noretindrona presentan caracteristicas asimilares cuando se
funden y enfrian bruscamente, formindose wna melasa que No
cristaliza irmediatamente,; esto podria indicarnos que s« logras
wn cambio © modificacion estructural,
madiante otras tdcnicas. En cuanto a los
variaciones observadas,pueden daber
LS realizée en unas wuestras y en otras ro dentro de los
capilares y a la cantidad de muestira en cada uno.

esteriodes la

se wverificars

a @l empaquetamiento que
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fcristaliraca con Njitrege

7.9.4 PROGESTERONG.
Jiauido>

Método USP 11X
disolucion:
Voluman total de medio:

Medio de

(paletas)
Metanols fAgua t1:1 w/v
200 ml

Tanpe tura del medio de disoclucion: 372+ 0.5=C.
r.p.m.: 75
Tiempo total de la prueba: 60 min., ( muestreandoe a
los 30 y 60 min.)
Longitud de onda: 240 nm.

. TAMARDO DE PARTICULA - X d# DISOLUCION:

TABLA N= XIX

2a)
! Refarencia! o ————
' '
isin tratam.! 130 um -- 150 um
' ' 1
ttratada (1)! 60 um -- 100 wum 0.606 !89.21!107 .67
' : ' ' '
‘tratada (2)! 150 um -~ 250 um D0.315 1S1.62! 71.0481%
' ] ' ' 1
Nota: La wmuestra denominada de referencias s  1a’
progestercna USP.
La tabla nos -wmuestra que nNo hay un efecto muy marcadn entre
2 muesstras tratadas v sin tratamiento, el X de disolucidn

ce mis afectado por

el tama¥o de particula.
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PERFIL DE DISQLUCION
PROGESTEIRONA

120 ,
100 - ’ 7

40J

201

. 604 //.i'

T
o 30 80
TIEMPQ (rnin)

— SIN TRAT.130-150Um ~—+-. TRAT. 60~100Um

—#— TRAT.150 -250Um '

MUESTRA ENFRIADA SOBRE NITROGENOQ LIQUIDO

13
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7.9.% PRUEBA DE DISOLUCION PARA PROGESTERONA

Métaodo USP ¢ IT ).

Medio de disolucidn: Metanol/Agua 1:1 vol/vol.
Voloumen: del wmadio: 900ml

Tewperatura del medio: 37 4 0.3C

Tiempo de la prueba: 73 min.(muestreando cada 15 wmin:)
r.p.m,: 78 y

Longitud de onda: 241 rm.

Se realiza una nueva disclucién con tamaXos de particulas mas
pequefics para cerciorarse del comportamiento de las muestra
tratadas y =xin tratamianto amn la disbslucién.

.08 resultadces obtenidos en esta prusba se muestran en la
siguiente tabls.

TABLA No., XX

ratada (1)

1
Heatads 1),
]

-3-
H
-
bt
i
2
£
2
&

t 1
[ RN F
'




PERFIL DE DISOLUCION

l PROGESTERONA
i i
I! FIARA N 30 %l
i 100 o
'! % | !
Lo 809 b
; e ' i
; 0 60 | b
i { H
‘ s 11
: ¢ 401 !
i u |
. c ;
i I 204 1;
¢
Lo |
|! O »= T T T T 1 i
i 0 16 30 46 60 75
| TIEMPO (min)
” ~=— SIN TRAT. 30-76Um  — TRAT. 60-110Um  —%— TRAT.40 -80UM ;
i
L 100r.0.m §
k j
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DISTRIBUCION DEL TAMARD DE PARTICULA POR LA TECNICA
DE MICROSCOPIA
TABLA No. XXI

17-B=ESTRADIOL SIN TRATAMIENTO

NUMERD DE TAMARD EN

i
]

}

H H

H & H 70
H H

H H a0
H H

H 14 ' 120
¢ !

H ! 180
H 4

H H 150
1 »

RETENIDO EN MALLA No. 150

TABLA No. XXII

17-B-ESTRADIOL TRATADA

NUMERO DRE

b H 13
' '
1 PARTICULAS MICRAS !
: :
H 7 &0 1
: ;
¥ " H 100 H
: h h
? 17 ! 80 L
H '
1 12 ' 120 L)
' h h
1 S 130 L]
; ;

RETENIDO EN MALLAR No. 1350
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7.9.7 DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PARTICULA POR LA TECNICA
DE MICROSCOPIA

TaBLA No. XXIII

17-B-ESTRADIOL TRATADO

H
H = tz20
'
[ ® 150
'
' 13 180
'
' 10 330
f
t - 350
N

RETENIDO EN MALLA No.1 60

La distribucidn presentada por estas particulas de
estradiol tratado y sin tratamiento, ae reapressentan
graficaments en las siguientes figuras.
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“16

10

DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PARTICULA
17 - B - ESTRADIOL. SIN TRATAMIENTQ

% DE PARTICULAS

70 80 120 130 160
TAMARO DE PARTICULA (micras)

M riguaN® 31

FRACCION RETENIDA EN MALLA N*® 160

DISTRIBUCION DEL. TAMARO DE PARTICULA
17 - B - ESTRADIOL TRATADQ

% DE PARTICULAS

100 60 120 130
TAMARNIO DE PARTICULA (micras) ~

W Figura N¢ a2

FRACCION RETENDA EN MALLA N* 150
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DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PARTICULA
17— B - ESTRADIOL_TRATADO

% DE PARTICULAS

20
16 i3
o _ 10
[
10
5
s
o
120 160 180 260 300

TAMARO DE PARTICULA (micras)
Ml Figura N* 33

FRACCION RETENIDA EN MALLA N? 180

Para realizar la distribucién de estas particulas se procurs mis
homogeneidad en cuanto a sus tamafios por ser este uno de los

principales factores que influyen en la velocidad de disolucion.
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7.9.8 X DE DISCLUCION DEL 317-B-ESTRADIOL.

CONDICIONES DE OPERACLON:
Madin: Metansl/Agua 1:1 vol/vel
tidktodo: U.S.P (Paletas)
Volumen: 900 ml .

Temperatura: 37 _+ 0.3=C
Agitacidén: 100 r.p.m.

Longttud de Onda: 28 1nm

TABLA N= XXIV

RELACION TAMARO DE PARTICULA - RBSORBANCIA.

1
Referencial —oeme-
1

sin tratee.! Hw - 18w
'

N Mu - i
¢

Aratade 1210 130 m - 210 om
H

Los aefectos del tamafio de particula tienen uns r.ll:lcr’
inverss con la absorbancia, puesto gue a wmenor tamako de
particula mayor absorbancia, wmejor disolucion.
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PERFIL DE DISOLUCION
17_-B- ESTRADIO

L L

o 1B 30

- SIN TRAT.60-120 Um
—— TRAT. 130-230uUm

45 60 7'5 g0
TEMPO (min)

—— TRAT.80-120 Um
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TABLA N= XKW
PORCIENTO DE DISOLUCION PARA £l 17-B-ESTRADIOL..

RELACION TAMARO DE PARTICULLA - ABSORBANCIA.

T MUESTRA "M‘x!ﬂ!lﬂlﬁ ARSORBANCIAS £ 01S0LYCION

Refarencis! -
'

1

[l ] ) f '

H H 1 ! !

H H i H 1 i

aln tratan.! 60 wm =- 150 @ 1578 26,30 1 836 ! 08T
! ! ¢ L ! !

tratads (1)! D m-- 150w CORITL A0 TINT el
! LI | ' ! '

fOSSR N3 Y Y

] [l [y 1 ]

tratads (211 110 w» - 2N
|

Las condiciones de operacion son las mismas de la tabla
antarior excoptuands las revoluciores por minuto ,que fuaeron
75.

S&lo0 se tntents igualar las condiciones de Los tama®os de
particula, para lograr realmente realizar una comparaciomn
equivalente entre la muesira tratada v sin tratamiento.



PERFIL DE DISOLUCION
17 -B- ESTRADIOL

60 1 y

% | :
a 50r :
g :
? 40 .
s 30r
o i
1 |
y 20 i
T 0 :
1 4

o r i
R ) . ;
0 1% 30 45 50 ;

. '

TIEMPO (min) '

: . i

—— SIN TRAT.60-160 Um - —— TRAT.60-160 Um b

—%— TRAT. 110-230Um x‘

FIANA N, 35 ] !:l

i

j




En las  pruabas de disolucism para ambos
estercides (Progesterona vy (7-B-estradial), es narcado
@]l wfecto del tamako de particula sobre e} X de
disolucien, mis Qque el tratamiento llevado a cabo en
estas hormonas.

Como UGltime andlisis para definir realmente la
axistencia de polimorfiliamo en los estercides hormonales
{Progesterona y 17-B-eatradiol), se realizd un Barridc
Calorimdtrico Diferencial (DSC), @t cusl s= muestra a
continuacién:



DSC "DE pROGESTERONA- MATERTA.. PRIMA 'SIN' TRATAMIENTO

FIGURA Na.
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DSC DE 17- B - ESTRADIOL WMATERIA PRIMA' SIN. TRATAMIENTO

FIGURA No. 38
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DSC DE 17 - B —'ESTRADIOL

MUESTRA TRATADA

FIGURA Mo. 39
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. Al no mancontrar evidencias de polimorfismo © modificacidn
estructural en las muestras tratadas por medio de la tacnica antes
mencinnada, %@ realiza un cambio en la metodologia para modificar
1a velocidad de disclucion, controlamnao faorma y tama®o de particzula
por medio del equipo (ver Figura No. 10):

El1. primer modelo con el cual s realizé el ensayo para
diseXar el equipo esferulirador fue con el alcohol estearilico; lia
distribucion en tamaios de esferas obtenidos se muestran en la

_siguiente tabla.

7.10 TAMARD DE PARTICULAS ESFERICAS DE ALCONOL ESTEARILICO

TABLA N* XXU1

UTILIZANDO LA TECNICA DE MICROSCOPRIA

NUMERQO DE PARTICULAS TAMARO EN MICRAS !

I
_-ESFERICAS :
v T
' 30
'
148 [ 3s
B ' .
1. 4 ' 40
[ [
. - ' as
4 [
' 28 ' so
' !
. 17 ' &0
B s
. 16 [ 70
' * ;
. - ' -1 '
B '
. 2 ' s
: s '
' 2 [ 110
. . .
La distribucion del tamafo de particula es mas

Fiomogéneo evitando las particulas finas.
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TABLA No., XXVII

TAMARD DE PARTICULAS DE ALCOHOL
ESTEARILICO UTILIZANDO LA TECMNICA
OE TAMIZADO Y MICROSCOPIA

NUMERO DE PARR-

]
TICULAS EBFERI-! TAMARD DE MICRAS!

]
'
CAS 1] L]
[ '
17 ! 20 '
t .
s ! 30 '
1
16 aa '
'
20 50 1
N
s ' &0 [
' '
3 ' 70 .
' :
a ' 80 '
' '
] ' 90 :
' '
3 ) 1o !
' '
' s ' 120 '
' ' '
' s ' 150 '
' ' .
. ' 170 '
N . '

RETENIDO EN MALLA No. 180

% Utilizande tubo aspersor de diferente dismetro de
orificio por donde se rocia la muestra fundida.



TABLA No. XXVIIl

TAMAND OE PARTICULAS ESFERICAS DE ALCOHOL

ESTEARILICO UTILIZANDO LA TECNICA
DE MICROSCOPIA

NUMERO DE PARTICULAS

12
19

28

]
1

TAMARG DE PARTICULA

20
30
840
S0
60
70
a0
90
100

120

'
13
L]
.
‘
s
4
v
'
Iy

RETENIOO EN

MALLA No. 200

a9



TABLA No. XXIX

TAMARD DE PARTICULAS ESFERICAS DE ALCOHOL
ESTEARILICO UTILIZANDO LA TECNICA
DE MICROSCOPIA

NUMERO OE PARTICULAS TAMARD EN MICRAS

v
ESFERICAS :

'

10 10 ]

'

H 12 20 '
» '
' 13 30 '
: '
: eo 40 [
' *
' 13 so [E
s :
' 8 60 s
s . '
' 7 70 .
B '
' 10 a0 .
3 1

PASADO POR MALLA No. 200

Las graficas que reflejan estos resultados
continuacion:

<0

muestran a



DISTRIBUCION DEL TAII:‘AANO DERPARTICULA
) ESFERAS DE ALCOHQL ESTEARILICO

% DE PARTICULAS

26'1

20

20+

15

10

2

40 S0 60 TO 80 90 N0 120 18O WO
TAMARNO DE PARTICULA (Um)

W Figura No.4O
FRACCION RETENIDA EN MALLA No.180

DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PARTICULA
ESFERAS DE ALCOHOL ESTEARILICQ

% DE PARTICULAS

80 100
TAMANO DE PARTICUL A (Um)

Wl Figura Ne 41

FRACCION RETENIDA EN MALL A No.200




DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PARTICULA
ESFEAAS DE ALCOHOL ESTEARILICO

% DE PARTICULAS

20 30 35 40 60 8 T0 8O 10
TAMARO DE PARTICULA (Um)

B Figura No.42

FRACCION QUE PASO POR MALLA No.200
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Al observar el buen funcionamiento del equipo en la
farmacion de esferas, se sometié el ‘colesteral & la mirma
pruesba utilizando como modelo, para partir de €1 a tratar las
wormonas, por su alto punto de fusiédn, lan esferas obtenidas
a%i ., muestra también wna distribucidn de tamaf®e que a
continuacién se define:

7.10.1 DISTRIBUCION DEL TAMARD DE PARTICULAS
ESFERICAS DE COLESTEROL

TABLA No. XXX

NUMERO DE PARTICULAS

' :
H ESFERICAS H Tarnang EN MICRAS ¢
) N ‘
e . 135 i
' : ¢
' 6 - 12 [ 16 - 17 i
. '
20 [ 20 '
N
' 23 ' 30
' [
' 21 . a0
' .
' 20 . as
' )

OBSERVACION MICROSCOPICA



DISTRIBUCION DEL TAMARNO DE PARTICULA

ESFERAS DE COLESTEROL

% DE PARTICULAS
30-"}

25 | 22

20i!
i

15 7 16-17 20 30
TAMARO DE PARTICULA (Um)

B Figura No. 43

OBSERVACION MICROSCOPICA
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TABLA No. XXXI
7.10.2  DISTRIBUCION DE TAMARD DE PARTICULAS

ESFERICAS POR TECNICA MICROSCOPICA

17-BETA-ESTRADIOL

t NUMERO DE PARTICULAS ] [
s ESFERICAS 4 TANARD BN MICRAS 0
1 ] ]
' 9 ' 30 !
! ¢ !
¢ 15 ] 50 ¢
] [ ?
1 & H &0 ¢
! s 3
! 10 ? ao ?
1 t t
t 1 ' 90 *
H ' t
¢ 7 ' 100 *
[ [} ]
' s 130 1
' '

RETENIDD EN MALLA No. 180

TABLA No. XXXIT

DISTRIBUCION DE TAMARD DE PARTICWA.AS ESFERICAS
17-BETA ESTRADIOL.

! NUMERO DE PARTICULAS

A ESFERICAS TanarQ &y micRes _ t H
3 20 : |
10 s0 : :

20 70 :

14 90 :

e 100 :

3 110’ :

.

RETENIDO EN MALLA No. 200
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TABLA No. XXXIII

7.10.3 DISTRIBUCION DE TAMARO DE PARTICULAS
ESBFERICAS
17-BETA ESTRADIOL

! NUMERO DE PARTICULAS [ ]
4 ESFERIGAD ! TaMARQ EN MIGRAS ¢ ;
) ] [} H
' 10 10 ' :
! '
' 15 30 ¢ :
' ' ' :
' 10 ' 50 ' :
] ! ] )
' s ' . 60 '
' ' '
! 7 ' 70 '
’ . s

PASADO POR MALLA No. 200
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DISTRIBUCION DEL TAMARO DE PARTICULA
~ ESFERAS DE 17-BETA ESTRADIO

% DE PARTICULAS

16

18

380

60

10

80 80 90 100
TAMARNO DE PARTICULA (micras)

M Figura N° 44

RETENIDO EN MALLA No. 180

180

L6
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20

16 ]

1041

DISTRIBUCION DEL TAMARNO DE PARTICULA
FERA 17-BET) T1BA

% DE PARTICULAS 20

20 50 70 90 100 110
TAMARNO DE PARTICULA (micras)

Bl Figura N° 45

FRACCION RETENIDA EN MALLA -N*® 200

86



DISTRIBUCION DEL TAMANO DE PARTICULA
ESFERAS DE 17-BETA ESTRADIO

% DE PARTICULAS

20
16

1547 , )
10 | 10
104" 7

10 30 60 60 70
TAMANO DE PARTlOULA (micras)

BB Figura N® 46°

FRACCION RETENIDA EN MALLA Nt 200
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FOTOGRAFIAS MICROSCOPICAS No. 8y 9

ESFERAS DE 17-B-ESTRADIOL

- »

EN EL OBJETIVO: 10X

FILTRO DE LUZ AZUL

AMPLIFICACION: 120 veces



7.11 DISOLUCION DE ESFERAS DEL. 17-B ESTRADIOL

COMDICIONES DE OPERACION:

- Método U.S.P 11 (Paletas)

‘ Medio: Metancl/Agua, Vol/uol.

Volumen del medio: P00 ml.
Temperatura: 37¢ 0.8=C,
Tiewmpo: 70 min. ( musstreando cada 15 wmin)
Agitacidn: 7S r.p.m
Longitud da Onda: 298 nm.

Vahiculo: Cepsulas Transparantes de gelatina blanda
TABLA No. XXXIV

TANARD DE PARTICULA - X DE DISGLUCION.

] )
—esm. ||mo []
¢ . !

“w-- n-umnmnm

' ' '
ttratade (11! Tus -~ S wm ! 0023 ! 0.023 ¢ 0.531
: y . N : ;

8e observa wna wvelocidad de disolucidn més constante que con las
particulas que No pressntaban forma definidas,
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O1I1SCUSION D E RESULTADOS

En base a los +trabajos reportados (9) y (20}, la experimem
tacion se inicié buscando wmodificar 13 estructura cristalina de los

estercides hormonales, va que al modificar tal estructura, puede --
verse afectada la solubilidad y por ende la velocidad de disolucidn
al originar una forma polimdrfica més estable que ek cristal origi-
nal.

Tal idea condujo a tratar las muestras mediante una fusion y-

répids solidificacidn, suponiendo un afecto de la velocidad de en--
fri

Nnto sobre la wmodificacion estructural de un cristal, en base

3 los estudios reportados anteriormente. (335)

En los do0s primeros axpesrimentos se intentd raproducir el sis-
temn de chogque térmico y observar madisnte 1a medicidn del puntic de
fusién alguna posible diferencia en la estructura cristalirna, que -
al no obtener resultados satisfactorios puesto que el proceso de an

friamiento en la placa

& poco efectiva y el rocio.de la wmuestra -
fundida ineficaz. se encamind la experimentacidr hacia la impleamen-

tacidn d.' un proceso de enfriamiento wis efectivo sobre hielo seco

con el que se alcanzarom temperatyras de -80-C, con lo cusl se enpe
raba un cambio en la conformacidn cristalina de l10s esteroides, no

encontrandose corn 1o0s andlisis hasta

@ momento realizados, ningin
cambio llgn!'ieut}vu qQue indicara polimorfismo o degradaciédrm dal --—
producto relaciornado con el efecto de la temperatura y velocidad de
enfriamiento.

ICen respecto al dissfc de los esquipos (13), an el casoc del dig
co rotaroric se contemplabs 1a posibilidsd de provocar tantp un --

choque térmico como 1a ocbtencidn de particulas de forma win defini-
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da (esfaricas) y la recuperacion de é&stas, rociando la muestra so—-
bre la pl;:n‘ giratoria fria.

Sm pre:

Nté 1a misma dificuliad de pasos anteriores para lo—---
grar el rocio de la musstra, ya que @l colesterol & temperatura am-
biente solidifics de inmadiato.por 10 Qque no se pudo rociar como en
las técnicas anteriores vy se utilizd un agitador de vidrio sumergi-
do en la musstra fundida, ¥y al sacarla se sacudid rociando sobre la

1a placa giratoria, sin embargo, uno de los inconvenientes pare s

seguir este procedimiento de rocio fus que la wuestra debia de man-
tenerse en calentamiento durante todo el proceso con la posibilidad
de provocar con esto una descomposicion por calentamiento excesivo.
Otro inconvenisntas fus que ls wmuastra se adheris a la suparficie -~

del disco, par tanio asta no resbhalaba ni se formaban esferas, ade-

wmis de que no se logroé bajar 1a tewperaturs wis alla de -S0<C. Has-

ta aqui los

ultados no indicaban la presencia de wmodificaciones-

estructurales ni alteracion en la sclubilidad de las mustras trata-

das .

Como los estudios realizados por el grupo de investigacién del

Instituto Nacional de Nutricidn, atrajeron el interés de la empre--—

&, se@ prosiguidé con la icdea de provocar un estado palimdrfico a ~-

los cristales de las hormonas estercidales traténdolas con un cho-~-

que térmico mis drastico ain, como lo fus al enfriamiento con Nitrd

geno liquido que alcanzé una tanperatura de -190%C. A las muestras-

obtenidas de este tratamiento, se las realiraron andlisis maés espe-
cificos para detectar polimorfismo, como 1o fué al anAlisis por Ba-

rrido da Calorimetria Diferencial (DPSC), el cuél molo se realizé pa

ra Progesterorna y 17-B~Estradiol por los siguientes motivos: los e-
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tudios clinicos del Departamento de Nutricisém se enfocaron mis al -
estudio de hormonas naturales, al observar gue disminuian un paco -

los efectos colaterales, principalmente el sangrado endometrial,

an comp. Ci6n econ las hormonas sintdticas, ademis, un andlisis de-
easta naturalexa implics un costo elevado.

Para progesterona se observa que tanto la grafica del Infraro-
jo de 1a muestra sin tratamisnto v la tratada son iguales, esto os,
qQue en la mrusstira tratada rno se abate el punto de fusidn, no hay -~
cambio en los picos endotérmicos ni seXal de otra cristalizacion v
fusién a otra temperaturs que no fusra el puntc de fusién de la --
wnuestra {ver figuras 37 v 38),

Para el 17-B-Estracdiol, se visualiza aparte de la endoterma de
fusidn un pequefo pice desfasado del punto de fusidn, @1 cudl no se
podria definir como wn polimorfo, sino mas bien comeo una impureza -~
de la wuestra. (ver figuras 39 y 40)

Otra prueba de importancia pa ia finalidad de ante estudioc —

e@s la disolucién, que a su vex estéd relacicnada con la distribucion
del tamafo de particula. Es agqui donde se presenta la mayor limitan
te de este procedimiento, ya que al fracclonar 1a placa cristaliza—
43 despuss del enfriamiento brusco de los esteroides inevitablemen-
te se formaron polvos finos ¥y cristales amorfos Gue se acherian a -
las particulas de mayor superficie, impidiendo homogerneidad en los-
tama®os v alterando asi los resultacos de atsulucien. por 1o qus se

valic de

s técnicas mencionadas en el desarrcllo experimental pa-

ra separar los finos de las particulas de mayor tama®o (ver paAgqina-

3t, 6.6.4), de todas ellas ningina técnica permitid la separacién -
optima, puesto gque en menor cantidad pero existentes y adheridos a- "

10s cristales, se encontrabsn estos polvos.
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Otra desventajla fué gue &l no haber una formsa definida de par-
ticula, la medicidn al microscopio y por tamizado era errdnesa. ya -
quae al tener partfculas an forma de aguja se wmedian a lo largo o &
1o ancho en el microkfcopio vy cualquiera de estas medidas no son re-
pressentativas.

Por tamizado, podian pasar por mallas més Tinas si pasaban en
posicién vertical 6 retensrse an mallas wis ablertas si se guedaban
en posicién horizontal., Otra desventaja es no tener un drea de su--—
perficie igual en todos sus lados.

Las disoluciones fuercn realizadas por tamtoc para la Progeste-
rona y 17-B-Estradiol, an los cuales se habfa fijado wayor interas

clinico por

estercoides naturales, sin tener un métado de disald
cidn farmacopeico u oficial, se decidisd raalizar un ansayo aél1lo co-—
mo modelo esxperimental de la prueba de disolucion en un wmedio com-—
puesto por agua Yy un solvente organico wmiscible, donde se solubili-
zara la muestra, se controlaron los tamakos de particula, al conclu
ir ls pruesba y evaluar los resultados se dot.r—lﬁo que no hay cam--—
bio significativo entre la muestra tratada y sin tratamiente. que -
i bien se observa un cambio en la disolucidn, éste solo es proba--—
ble debido al tamako de particula., por lo que finalmenta se conside

ré que no hay cambios an la velocidad de disolucién de los crista

les por el chogque térmico, asi es recomendable continuar investiga-
ciones en sste sentido con wmétodos de disolucidén wmas apropiados pa-
ra descartar totaimente esie posibilicdad.

En resdmen, se considerd rno tsner resultados significativos en
tre las musstras sxpuestas a diferaentes condicivnes experimentalos-—

de anfriamiaento. Todos entos datos se consideraron para disefar un
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@quipo que parmitiers @1 rccio o aspersidn de la musstra fundida --

con la finalidsd de controlar la forma vy el tamado de particula orj
ginando formas esfdricas comn una menor variacion en los tamafios de~
pl‘rtleuln.

Las cbservaciones en la disolucion nos muestran un perfil de -

las particulas de menor tamaXo -

disolucidn variable, esto es. pa

1a velocidad de disolucidn es mayor y wvic
£1 logro al desarrollar tal equipo llamado dentro del proyscto

almente formas

“Esferulizador”, dié 1la posibilidad de obte

-
esféricas de las particulas asi como una variacién pesqueXa antre --—

los tamafos de particula con ests equipo, sSe Presupons wun gran avan

cién controlada, ya que a

ceo para las formas farmacduticas de 1ib
.diferencia de otros métodas no requiere material externo o de recu-
brimiento (6.7 y 8), logrando asferulizar todos los sstercides uti-
lizados en este proyecto desde el material de ensayo como lo fueron
alcohol estearfilico y el colestercl hasta e! 17-B-estradiol, el cu-

al ss pensaba pr antaris mavor problema de ocperar por su alto pun—

to de fTusidn , se espera por tanto gue esta investigaciéon brinde la
Posibilidad de contar con un metodo alternativo para formas farma--

ceGticas de liberaccidn » largo plazo, esto es la utilizacidn de o-

tros activos que requie ser disefadas para formas farmacduticas-—
de liberacién controlada.

8in embargo, se presentd el problema de que la Progestarona no
logré recuperarse mediante @l equipo colector debido a su adheren~-
cia & las paredes del tubo colector, pese a que se t.r;ian las mim--—

mas condiciones de enfriamiento con las que se recuperaron los de--—

wmiAs principios actives somastidos & expearimantacison. La Progastero--—
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na, asi como @1 Enantato de Noretindrona, presentan una fase de -—-

transicion 1liquido-solido muy particular. yva que a temperaturas tan

ba

3 como -80eC no congelan =i no que mantienen su estado liquido,
despuss conforme van ganando temperatura, su estado tiens una con--
sistencia de melasa ¥y a temperatura ambiente solidifican pero adn -
conservando caracteristicas pegajtosas o adhsrentes. Apareciendo sus
caracteristicas de cristal duro después .d. varios dias. se conforma

un problema que del

r4& resolverse posteriormente en el seguimiento-

de sste proyecto.



cCAPITULDO I
CONCLUSIIONES

Dado @1 objeativo de este trabajo vy lo axtarso de la investiga-
¢idn, se obtuve una base firme para proseguir con el proyecto hasta
llegar a uns adecuadsa formulacion anticonceptiva de liberacidérn con-

trolada por via parenteral.

X.-'Los resultados obtenidos al realizar el choque tarmwmico, in
dica wn cambio en el habito cristalino y no en la estructura inter-—
na de la particula, 10 que no modifica la disolucion de las hormo--

ras empleadas .

-t!.) La disolucidn de las hormonas sme ve alterada principalmen
te por el tamaXo de particula, més que por tratamiento & choque teér

wmico afectuado en éstas.

2I1I) E1 choque térmico, es decir el procasc de fusidn v Brus-

co anfriamiento, de 1os esteroides, no se vislumbra como un proceso
-

fécilmente escalable a nivel industrial e implica un elevado costo

mantensr temperaturas de -~190=C.

IV.) Se logro el desarrollo de un equipe, que permitiera la --
Perfeacta esferulizacion de materia prima y principios activos aan -
de altcs puntus de fusidn, eliminando las particulas finas encontra
dos an la wmateria sin tratamiento vy en la tratada, asi come un in--~

tervalo miés reducido en la distribucién del tamao de particula.




V.~) La disolucidn de lis particulas esfdericas, & comparacidn-—

de las que sufrieron choque térmico, muestran un perfil de dizxolu—-

c16n mas uniforme y constante ;| comp No existe adn un métode farma-

copeico para liberaciomn controlada en preaparasciones inyectables, 1la

disolucion ensayads nos permite a groso wodo, definir un comporta—--

wmiento, que parece ser el esperado.



SUBGERENCIAS

{.~Deberd estudiarse a fondo la posibilidad de simular
un wmedio y técnica de disolucion adecuados pars una -
formulacion parsnteral vy de liberacion controlada.

2.-Desarrollar un sistema de mayor sfectividad an el -~
enfriamiento particularmente con la progesterona asi -
cOmo un mejor sistams de recoleccidén para todos los eg

taroidas utilirados.

T.~Mejorar el disefo del equipo pa tener un contral

mis axacto del tamako de la particula esférica.

4 .-Debers llegarse a proponer una forwmulacidn para eas-
tas particulas esterocidales, que logre la accion anti-

Gonceptiva y la disminucién de lous efectos colaterales.
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