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. Introduccidén

La hemdlisis intravascular ha sido asociada con condiciones médicas indeseables,
se han estudiado los efectos adversos producidos por la administracién de inyectables, los
cuales son formulados con excipientes y principios activos que aunque son considerados
como inocuos, estos pueden llegar a inducir hemdlisis después de la administracién

intravenosa.

Los sintomas que se han visto cominmente en los pacientes con hemdlisis son,
escalofrios, fiebre, dolor en el abdomen y espalda, respiracién entrecortada, postracion y
shock. La severidad de los sintomas producidos por la hemdlisis estan directamente

relacionados con la cantidad de hemoglobina liberada.

La prueba de hemodlisis para inyectables, es de suma importancia dentro del
desarrollo farmacéutico de un inyectable como una prueba de control de calidad debido a
gque de esta manera aseguramos que nuestro inyectable no producira este efecto adverso,
ya que esta prueba se puede realizar desde la eleccién de los excipientes que se utilizan en

la formulacion, hasta tener el producto terminado.

Se han reportado estudios que muestran métodos para determinar si la
isotonicidad es inadecuada en las mezclas de cosolventes usadas en vehiculos para
inyectables, estos estudios estan basados en un método In Vitro, en el cual se evalua el
potencial hemolitico producido por los excipientes. Cuando se descubrié un método in Vitro
para evaluar la hemdlisis intravascular comenzaron a estudiar algunos de los excipientes
que forman parte de las formulaciones parenterales, debido a la importancia que tiene el

poder administrar inyectables seguros.

En el presente trabajo se realiz6 la optimizacion de un método in Vitro para evaluar el
potencial hemolitico de excipientes utilizados en formulaciones parenterales asi como
también  una técnica que ayuda a evaluar el potencial hemolitico de inyectables, con el
objetivo de prevenir la hemdlisis que se pueda producir desde el momento de la elecciéon

de excipientes dentro del desarrollo farmacéutico de inyectables.

Quimico gfatmacéutico OBlélo‘go 4
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ll. Objetivos

Objetivo general

Optimizar un método In Vitro en un sistema estético para evaluar el potencial
hemolitico producido por excipientes empleados en soluciones parenterales a fin de que

pueda ser utilizado como prueba de control de calidad de inyectables.

Objetivos particulares

» Evaluar el comportamiento de la hemoglobina por medio de espectrofotometria

visible, para determinar la longitud de onda éptima para el desarrollo del método.

» Establecer las condiciones 6ptimas de temperatura y estabilidad de la muestra, como

parametros dentro de la optimizacién del método.

» Aplicar el método optimizado en la evaluaciobn del potencial hemolitico de

excipientes comunmente empleados en formulaciones parenterales.

» Aplicar el método optimizado en la evaluacién de un inyectable que se administra por
via intravenosa para determinar su potencial hemolitico como control de calidad final

del producto.

Quimico gfatmacéutico Bislogo 5
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[1l. Marco teodrico

1. Hemoglobina

Para poder comprender la relacion que hay entre los procesos a nivel biolégico y
las interacciones que ocurren cuando introducimos un agente extrafio al organismo
como los son los inyectables, es primordial comprender como funciona nuestro
organismo para poder entender el porque de las reacciones adversas; como es el caso
de la hemolisis producida por inyectables y por excipientes que se encuentran dentro de

la formulacion.

La sangre es un tejido conectivo compuesto por una matriz extracelular
denominada plasma en la cual se disuelven varias sustancias ademas contiene una gran
variedad de células; sus funciones son el transporte, regulacién y proteccién. La sangre
es mas densa y viscosa que el agua, posee un pH ligeramente alcalino cuyo valor se
encuentra entre 7.35 y 7.45, el volumen sanguineo es entre 5 y 6 litros en humanos.
(Tortora. 2003)

1.1 Composicion de un glébulo rojo (eritrocitos)

Los globulos rojos o eritrocitos (eritro, de erythros, rojos y cito, de kytos, célula)
son discos biconcavos aplanados de unos 7um de diametro y 2.2 um de espesor. Aunque
el glébulo rojo maduro no tenga nucleo, no es un cuerpo inerte; de hecho es un
transportador quimico muy eficaz del comburente basico (oxigeno) y uno de los
productos finales de la combustion (CO,) [Figura 1]. La membrana de la célula presenta
una semipermeabilidad dinamica, y mantiene dentro del eritrocito una concentracion

elevada de potasio, no dejando entrar al sodio.

Figura 1. Se muestran los eritrocitos como discos bicéncavos. (images.encarta.msn.com,
2008)

Quimico gfatmacéutico Bislogo 6
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El elemento mas importante en el eritrocito es la hemoglobina. Cada eritrocito
contiene aproximadamente 280 millones de moléculas de hemoglobina, que confieren el
color rojo a la sangre. Un hombre adulto sano tiene alrededor de 5.4 millones de glébulos

rojos por microlitro de sangre. (Ira, F. 2003.)

Los eritrocitos envejecidos se degradan hacia el dia 120 de vida en la medula
6sea, el higado y bazo; esto es debido al desgaste que sufren sus membranas
plasmaticas al deformarse en los capilares sanguineos, sin un nucleo u otros organelos
los glébulos rojos no pueden sintetizar nuevos componentes, por lo cual la membrana
se va volviendo mas fragil con el tiempo y las células son mas propensas a estallar,
liberando la hemoglobina que puede ser toxica para los tejidos a menos de que esta se

remueva rapidamente. (Tortora. 2003)

1.2 Caracteristicas de la hemoglobina

El pigmento rojo que transporta oxigeno en los eritrocitos de los vertebrados es la

hemoglobina, una proteina con un peso molecular de 68 kD.

La hemoglobina es una proteina globular presente en los glébulos rojos en
concentraciones elevadas, la cual se encarga de fijar oxigeno en los pulmones Yy lo
transportan por la sangre a los tejidos y células que rodean el lecho capilar del sistema
vascular. La hemoglobina esta formada por cuatro cadenas polipeptidicas de las cuales

cada una tiene un grupo hemo [Figura 2]. (Gannong. 2003)

HEMOGLOBINA

globina
grupo hemo (proteina)

Figura 2: Estructura tridimensional de la hemoglobina en la cual se muestra las cuatro
subunidades, hay dos cadenas polipeptidicas o y B, cada una unida a una fraccién del grupo
hemo representado por los discos rojos. (http://www.araucaria2000.cl/scirculatorio/hemoglobina.
Mayo. 2008)

Quimico gfatmacéutico OBléloJo 7



Sandka ofihan.n isia Castillo fMlaxco (Jesrico

La parte proteinica se llama globina; es incolora y consta de cuatro cadenas
polipeptidicas, las cuales cada una tiene un grupo prostético hemo. Un grupo prostético
es la porcion no polipeptidica de una proteina. Las cadenas polipeptidicas o contienen
141 aminoacidos y las no o (B, y, 8)146 aminoacidos vy difieren en la secuencia de
aminoacidos. Las cadenas adoptan una posicion helicoidal lo que da a la molécula una
estructura esférica. EI hemo es una molécula de porfirina que contiene un atomo de

hierro en su centro, el cual se encuentra en estado ferroso (Fe 2+) [Figura 3].

; CH,
SO

Y

ard
—_—

Figura 3: Estructura quimica del grupo hemo, en el centro se encuentra el hierro en estado
ferroso. (Pefuela O. Andrés. 2005)

La molécula hemo es uno de los productos finales del anabolismo de las
porfirinas, durante el cual se construye su complicada estructura a partir de substancias
relativamente simples, se conocen muchas alteraciones patolégicas debidas a la

deficiencia de alguna etapa en la sintesis.

En el caso de la hemoglobina ya se cuenta con su espectro caracteristico en el
cual muestra su actividad y sus puntos de maxima absorcion, un ejemplo es a 440 nm
donde la sefial la da el grupo hemo (Banda de Soret) [Figura 4]. (Pefiuela O. Andrés.
2005)

Quimico gfatmacéutico Bislogo 8
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Figura 4: Caracterizacion espectrofotométrica de la hemoglobina. (Penuela O. Andrés.
2005)

1.3 Destruccién de la hemoglobina

El eritrocito viejo se vuelve mas esférico, disminuyendo su diametro; también
puede volverse irregular y termina fragmentdndose en pequenas particulas. Estos
fragmentos son recogidos por las células del sistema reticulo endotelial de la pared de
los sinusoides del bazo o del higado. Dentro de estas células el anillo hemo se abre, el
hierro se separa vy la globina es liberada. El residuo que ya no contiene hierro, ni
proteina, es la biliverdina que luego se reduce a bilirrubina. Este pigmento biliar es

llevado por la sangre en combinacién inestable con las proteinas del plasma.

En las células del higado la bilirrubina se separa de la proteina y se fija al acido
glucurénico para formar diglucuronido de bilirrubina hidrosoluble, que se excreta en la
bilis. El hierro que se libera al ser destruida la hemoglobina se almacena como ferritina
que no es sino oxido de hierro unido a una proteina. EIl hierro férrico circula en el
plasma unido a una globulina beta llamada transferrina, la cual es transportada hacia la
meédula osea roja donde se empleara para la sintesis de hemoglobina. La globina
debido al desdoblamiento de la hemoglobina se metaboliza hasta aminoacidos [Figura
5] (Lynch M. 1977)

Quimico gfatmacéutico Bislogo 9
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Circulacién aproximada de

_._120 dias_ H

O O Reutilizados
Aminoacidos en la sintesis
proteica
/ Fe3+ Transferrina
Globina

Fe3+

./—> '

Transferrina

Muerte de los Vitamina B12
globulos rojos l + fi
Eritropoyetina /;
Bilirrubina ) Intestino &

g delgado
g Eritrtopoyesis

en la medula
roja

Fe3+ (i
"
Globing

+ |

=

’/\ yubina
@ Urobilinogeno
— En sangre
Estercobilina

—l En bilis
Orina Materia Fecal

Figura 5: Formacioén y destruccién de los glébulos rojos, y reciclando la hemoglobina.

1.4 Funciones de la hemoglobina

Las principales funciones de la hemoglobina son las siguientes:

1) Transporte de oxigeno de los pulmones a los tejidos, y del biéxido de carbono de
los tejidos a los pulmones.

2) Participacion en la regulaciéon acido-basica eliminando CO, en los pulmones y
amortiguando los cambios de pH por accidon de los grupos histidinaimidazol de la

hemoglobina.

En los pulmones, el oxigeno difunde a través de las delgadas paredes de los
alvéolos vy de los capilares y es fijado en seguida por la hemoglobina reducida: O, +
H,O = HbO,. Al llegar la sangre a los tejidos, donde la tensién de oxigeno es baja, la
oxihemoglobina se disocia, y el oxigeno difunde a las células tisulares. Al mismo tiempo,
la tension de CO, es alta en las células y el liquido que las rodea. Dentro de los
eritrocitos una enzima, la anhidrasa carboénica acelera la reaccion CO, + H,O_—3 H,CO4

H* + HCOj3. La hemoglobina reducida (acaba de ceder el oxigeno a los tejidos)

Quimico gfatmacéutico OBléloJo 10
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tiene una accion amortiguadora muy potente y neutraliza a los iones H* liberados en la
reaccion que se acaba de mencionar. Cuando los iones HCOj3 salen de los glébulos
rojos y se unen a Na' mientras que los iones CI" del NaCl del plasma difunden al
glébulo rojo y compensan la pérdida de HCOj (intercambio de cloruros). EI CO, es
transportado bajo forma de un compuesto con la hemoglobina reducida
(Carboxihemoglobina). (Lynch M. 1977)

2. Importancia de la prueba de hemalisis en un inyectable

2.1 ¢(Qué es la hemolisis?

La hemdlisis esta definida como la alteracion de la membrana de los eritrocitos
dando como resultado la liberacion de la hemoglobina y de los componentes celulares en
el torrente sanguineo. Puede ocurrir si los gldbulos rojos se encuentran en un medio
hipoténico, provocando la destruccion de la membrana del eritrocito; aunque la
hemodlisis no es estrictamente proporcional a la tonicidad de la solucién, si no que esta
definitivamente relacionada con la composicién del vehiculo, ya que pueden influir los
cosolventes, surfactantes, y otro tipo de excipientes, incluso el mismo principio activo;
no es un proceso instantaneo ya que requiere tiempo para que se de la interaccion de la

formulacién con la membrana de los eritrocitos. (Gupta K. 1999)

2.2 Relacién de la presion osmética con la hemalisis

Para poder entender la relacion que existe entre la presidon osmotica y la hemdlisis
es necesario tener claro los conceptos que a continuacion se describen y que estan

relacionados directamente con la presién osmética y con la hemdlisis.

Solucién isoténica. Es toda aquella solucibn que no modifica una membrana
permiselectiva, tiene la misma presion osmoética que el contenido de la célula protegido
por la membrana; es decir son soluciones que tienen la misma concentracion de sales
que el plasma de la sangre. [Figura 6]. Una caracteristica de estas soluciones es que su
presién osmética es igual a la de la sangre y no producen alteraciones en los glébulos
rojos. El valor de referencia de isotonicidad es una solucion de cloruro de sodio (NaCl) al

0.9%. Su presion osmética corresponde al del plasma y las lagrimas.

Quimico gfatmacéutico OBlélo‘go 11
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Solucion isoténica

v

Existe un equilibrio
tanto dentro como fuera
dela celula

Figura 6: Cuando la solucién es isotonica los eritrocitos no pierden la forma que estos tienen en
condiciones normales.

(http://homepage.smc.edu/wissmann_paul/anatomy1textbook/1anatomytextch1.html. 2008)

Solucién hipoténica: una solucion hipoténica es aquella que tiene menor concentracion
de soluto en el medio externo en relacion al medio citoplasmatico de la célula. Una célula
sumergida en una solucién con una concentracion mas baja de materiales disueltos. Bajo
estas condiciones, el agua se difunde a la célula, es decir, se produce 6smosis de liquido
hacia el interior de la célula. Una célula en ambiente hipotonico se hincha con el agua y
puede explotar; cuando se da este caso en los glébulos rojos de la sangre, se denomina
hemodlisis [Figura 7].

Solucidn hipotdnica

El movimiento de
agua es hacia el
interior dela celula

—
10 micrometers

Figura 7: Cuando en los eritrocitos hay un movimiento de agua hacia el interior de las células
estos se hinchan hasta establecer un equilibrio en el cual se puede llegar a producir una hemdlisis.

(http://homepage.smc.edu/wissmann_paul/anatomy1textbook/1anatomytextch1.html. 2008)
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Solucién Hiperténica: Son aquellas soluciones salinas acuosas cuya concentracion
molecular es mayor que la del plasma de la sangre. Si una célula se encuentra en un
medio hipertonico, sale agua de la célula hacia el exterior, con lo que esta se contrae
(crenacién) y la célula puede llegar a morir por deshidratacion carbonica. La crenacion es
el fendomeno mediante el cual la célula se contrae en un medio hiperténico, la salida del
agua de la célula continta hasta que la presion osmética del medio y de la célula sean

iguales [Figura 8].

Solucién Hiperténica

v

Elmovimients de
agua es hacia el
exterior de la celula

Figura 8: Cuando los eritrocitos sufren una perdida excesiva de agua, estos se deforman
(crenacion).( http://homepage.smc.edu/wissmann_paul/anatomy1textbook/1anatomytextch1.html._
Mayo. 2008)

Tonicidad: Este término se utiliza para describir el efecto de una soluciéon sobre el
movimiento osmoético del agua, por ejemplo, si una solucién iso-osmética de glucosa o
de solucién salina esta separada del plasma por una membrana permeable al agua,
pero no a la glucosa o al NaCl, no se producird osmosis. En este caso la solucion es

isotonica con el plasma. (Ira F. 2003)

Osmosis: Es la diferencia neta de agua (el disolvente) a través de la membrana. Durante
la osmosis existe un movimiento neto de moléculas de agua desde el lado de mayor
concentracién de agua al lado de menor concentracién de agua. La difusién de agua a
través de una membrana se produce cuando el agua esta mas concentrada que al otro
lado; es decir cuando una solucién esta mas diluida que otra [Figura 9]. Por lo tanto hay

dos requerimientos para la osmosis:

e Debe de haber una diferencia de concentracién de un soluto entre ambos lados

de la membrana selectivamente permeable.
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e La membrana debe de ser relativamente impermeable al soluto.

Los solutos que no pueden pasar libremente a través de la membrana se dice

que son osmoticamente activos. (Ira F. 2003.)
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Figura 9. Modelo de osmosis el cual ilustra el movimiento neto de agua desde una solucion de
menor concentracién de soluto (mayor concentracion de agua) a la soluciéon de mayor

concentracién de soluto (menor concentracion de agua).

Presién osmdética: Es una propiedad coligativa y es una de las principales
caracteristicas que deben tener en cuenta en las relaciones de los liquidos intersticiales e
intravasculares que constituyen el medio interno. La membrana celular determina un
comportamiento que contiene soluciones de distinta concentracion al medio extracelular

que la rodea, creando una barrera de control de solutos.

La presion osmoética, es aquella fuerza que seria necesaria para detener el flujo de

agua a través de la membrana semipermeable. Al considerar como semipermeable a la
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membrana plasmatica, las células de los organismos pluricelulares deben permanecer en

equilibrio osmatico con los liquidos tisulares.

Osmolalidad: Medida de la presién osmética generada por una solucidén. Es la
concentracion de moléculas osmoéticas activas. Medida de la concentracién de una

sustancia soluble en una solucién en términos de su efecto osmatico.

Osmolaridad: La osmolaridad es una medida usada por farmacéuticos y médicos para
expresar la concentracién total (medida en dsmoles/litro) de sustancias en disoluciones
usadas en medicina. El prefijo "osmo" indica la posible variacion de la presién osmotica

en las células, que se producira al introducir la disolucion en el organismo.

Asi una disolucion de NaCl 0.1M nos daria 0.1 moles de Na+ y 0.1 moles de CI-
por litro, siendo su osmolaridad 0.2. Si se inyecta esa disolucidén a un paciente sus células
absorberian agua hasta que se alcanzase el equilibrio, provocando una variacién en la
presion sanguinea. La osmolaridad se expresa en miliosmoles sobre litro y establece la

resistencia del sistema al desplazamiento. Para calcularla se emplea la férmula:

g / litro de solucion
PM del soluto

mOsmol = x 1000 x #deiones

La osmolaridad del plasma del cuerpo humano es de 306 miliosmoles sobre litro.
La tonicidad, como ya hemos visto esta relacionada con la osmolaridad por lo que es
importante que ésta ultima se mantenga en equilibrio de modo que la tonicidad también

se mantenga estable.

Cuando se piensa en osmolaridad en cuanto a inyectables, se consideran tres

posibilidades:

. Hipoosmolaridad
. Isoosmolaridad

. Hiperosmolaridad

Hipo-osmético: Cuando un farmaco inyectable es hipo-osmético, su concentraciéon de
particulas en solucién es menor que la concentracién de particulas en solucién del liquido

existente en los tejidos. Como resultado, el liquido del farmaco se desplazara a lo largo
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del tejido buscando equilibrar la concentracién del area donde se aplicé la inyeccion. Este
desplazamiento de liquido genera un aumento en la concentracion del principio activo y

por tanto, un aumento de la velocidad de absorcion.

Iso-osmotico: En este caso, existe una misma concentracion de particulas en el tejido y
en el farmaco, en cuyo caso, no habra desplazamiento de liquidos y la difusion del
farmaco se mantendra a un ritmo relativamente constante. Es importante establecer, que
la isoosmolaridad se dara en algun momento, tanto en la inyeccion de hipo-osmoéticos
como de hiper-osmoticos debido a la tendencia constante al equilibrio. Tal tendencia al
equilibrio implicara del mismo modo un desplazamiento de liquidos lejos del principio

activo conforme su concentracion en el liquido extracelular siga disminuyendo.

Hiper-osmaético: Cuando un farmaco inyectable es hiper-osmético, su concentracion de
particulas en solucién es mayor que la concentracion de particulas en solucion del liquido
existente en los tejidos. Como resultado, el liquido del tejido se desplazara hacia la zona
de la inyeccién buscando equilibrar la concentracion. Este desplazamiento de liquido
genera una disminucion en la concentracion del principio activo y por tanto, una

disminucion de la velocidad de absorcion.

Es importante denotar que el término de isoosmolaridad no es equivalente al de
isotonicidad. Estos pueden considerarse iguales Unicamente cuando los liquidos vy
particulas disueltas en ambos lados de la membrana ejercen presiones osmaticas del

mismo tipo.

Como ya se ha mencionado, es necesario que se mantenga un equilibrio entre los
distintos compartimentos del organismo en cuanto a su osmolaridad y tonicidad. La

osmolaridad se expresa en miliosmoles sobre litro y establece la resistencia del sistema.

Es importante buscar la isotonicidad en las soluciones administradas con la
finalidad de restaurar y mantener el equilibrio. En estos casos, el factor a considerar sera
el que tan irritante puede ser el soluto o el vehiculo para los vasos cercanos al sitio de
administracion, a fin de tomar las precauciones de controlar la velocidad de infusion y

alternar su sitio. (Hernandez Serrato. 2005),
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2.3 Regulacién de la osmolalidad sanguinea.

La osmolalidad del plasma sanguineo se mantiene normalmente entre limites
muy estrechos mediante diversos mecanismos reguladores. Por ejemplo cuando una
persona se deshidrata, la sangre se concentra mas al reducirse el volumen sanguineo.
El aumento de la osmolalidad sanguinea y de la presion osmdética estimula los

osmorreceptores, que son neuronas situadas en el hipotalamo.

Como resultado del aumento de la estimulacion de los osmorreceptores, la
persona experimenta sed, y si dispone de agua la bebe. Una persona que esta
deshidratada, bebe mas y orina menos, esto representa un bucle de retroaccién negativa
que actua para mantener la homeostasis de la concentracion plasmatica, y en este

proceso ayuda a mantener el volumen sanguineo adecuado. (Ira F. 2003.)

2.4 Fragilidad osmotica de de los eritrocitos

La membrana de los eritrocitos es de tipo semipermeable. Cuando estos son
colocados en una solucién hipertonica pierden liquido (y por tanto se enjutan y destruyen)
hasta que se establece el equilibrio osmdético con el liquido circundante. Sin embargo
cuando, son colocados en una solucién hiperténica, captan liquido (hinchandose) hasta
que alcanzan el equilibrio osmético o hasta que se rompen. La ruptura de las células
resulta de la alteracion de su forma y disminucién de su resistencia a las fuerzas
osmaticas, mas que a un cambio en la composicion de la célula o su osmolaridad, de ahi

que se emplee el término fragilidad.

Cuando la fragilidad osmdética es normal en los eritrocitos, estos se destruyen
cuando estan suspendidos en solucion salina al 0.5 %; es decir se observa lisis en un
50% vy la lisis completa al 0.35% en solucion salina. Los eritrocitos también pueden ser
destruidos con farmacos e infecciones [Figura 10]. La susceptibilidad de los glébulos
rojos a la hemdlisis por estos agentes es mayor cuando hay deficiencia de la enzima
deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato (G6PD), que cataliza el paso inicial en la oxidacion
de la glucosa mediante la via del monofosfato de hexosa; esto es debido a que la
principal fuente intracelular de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducido
(NADPH), compuesto comprometido en diversos procesos fisiolégicos por ejemplo la
defensa antioxidante en los eritrocitos, la deficiencia de esta enzima puede provocar

anemia hemolitica. (Lynch M. 1977.)
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Figura 10: Representacion de la fragilidad de eritrocito ante los medios hipotonico, isoténico e

hiperténico.

2.5 Efectos de la hemolisis en un individuo

Como ya hemos mencionado la hemdlisis es la perdida de la integridad de la
membrana de los glébulos rojos lo cual quiere decir que se libera el contenido celular en
el plasma del individuo; dentro de este contenido celular se encuentra la hemoglobina y
como resultado hay un incremento en la concentracién de la misma lo cual puede llegar

a causar varios problemas

Los sintomas se han visto comunmente en los pacientes con hemodlisis son,
escalofrios, fiebre, dolor en el abdomen y espalda, respiracién entrecortada, postracion y
shock. La severidad de los sintomas producidos por la hemdlisis estan directamente
relacionados con la concentracién de hemoglobina libre en el torrente sanguineo y la

habilidad del cuerpo para eliminar esta hemoglobina.

Cuando la hemoglobina es liberada en el plasma, esta se une a haptoglobina,
una proteina del plasma que se une a hemoglobina libre, formando un complejo soluble.
Este complejo soluble es eliminado del plasma por las células del reticulo endotelial del
higado, bazo y medula espinal; en estas células los grupos hemo, son convertidos a
bilirrubina, que es transportada al higado después de unirse a albumina plasmatica. En
el higado la bilirrubina es concentrada y conjugada en forma de diglucuronido de
bilirrubina, el cual después es eliminado por el cuerpo. La conversién del grupo hemo a

diglucuronido de bilirrubina se muestra en la Figura 11.
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Figura 11. Conversion del grupo hem a diglucuronido de bilirrubina. (Gupta K. 1999.)

La ictericia ocurre cuando la concentracion de bilirrubina excede la capacidad del
higado para conjugarla, Una acumulacion de bilirrubina en el torrente sanguineo causa
kernicterus (deposito de bilirrubina en los ganglios basales del cerebro lo cual puede

producir retrazo mental, perdida del oido o muerte neonatal).

Cuando la cantidad de hemoglobina en el plasma es mayor que la capacidad de
unién con la haptoglobina, la hemoglobina libre se encuentra presente en la circulacion.
La hemoglobina libre es rapidamente excretada por orina, produciendo hemoglobinuria.
Ocasionalmente la hemoglobina puede causar problemas intratubulares en los rifiones.

Esto puede obstruir los tubulos renales produciendo nefrosis y falla renal aguda.

La hemoglobina libre que no es excretada es también atrapada por las células
del sistema reticulo endotelial u oxidada en el plasma a metahemoglobina. En el
plasma, los grupos hemo se disocian de la metahemoglobina y el complejo con
hemopexina y albumina forman hemo-hemopexina y metamalbumina respectivamente.
Estos son eliminados del plasma por el higado y metabolizados en el misma manera
como se indica anteriormente. El grupo globina permanece como metamoglobina, unido

a haptoglobina y este depura del plasma por el sistema reticulo endotelial.
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El complejo hemoglobina-haptoglobina y el hemo-hemopexina, con los
fragmentos de la membrana de los glébulos rojos, causa que las células del reticulo
endotelial del bazo se congestionen. Esto puede causar esplenomegalia, incremento del
tamano del bazo, lo cual produce la destruccion prematura de de los eritrocitos y el

hiperesplenismo.

Es claro que la hemdlisis puede causar condiciones médicas indeseables. Cuando
la hemolisis es baja, usualmente estas condiciones son reversibles. Sin embargo si la
hemdlisis es elevada puede causar la muerte. Desde que la hemdlisis se considero
nociva para los pacientes en tratamiento, es importante tratar de minimizarla. El uso de
métodos in Vitro para evaluar la capacidad de la formulacién para producir esta
condicion, es pues un componente importante de la formulacién intravenosa en
desarrollo. (Gupta K. 1999).

3. Métodos In Vitro para evaluar la hemoalisis de inyectables

En 1936 Wokes desarrollo un método hemolitico para evaluar la isotonicidad de
soluciones de administracion parenteral; €l determino que todas las soluciones isoténicas
probadas fueron no hemoliticas excepto las soluciones preparadas con acido bérico; ya

que este inducia hemdlisis en todas las contracciones desde el 0.5 al 5 por ciento.

Para 1942 Husa y Rossi resumieron varios calculos y métodos experimentales
para la preparacion de soluciones isotonicas, ellos determinaron que al 1.8 % de acido
borico deberia ser una solucion isotdnica con las glébulos rojos, ya que la presion
osmaotica es la misma que la de la sangre; sin embargo los resultados sugirieron que las
soluciones iso-osmoticas no son siempre isotdnicas con los globulos rojos. Esto fue
atribuido al hecho de que la presion osmética de una solucion es dependiente de la
concentraciéon total de particulas disueltas en esta, mientras que la tonicidad de una
solucién solo depende de la concentracion total de particulas disueltas que no pasan o

alteran la membrana.

La incapacidad de algunas soluciones iso-osmoticas para prevenir la hemdlisis
fue demostrada por Hammarlund y Pedersen-Bjergaard en 1961 quienes estudiaron los
grados de hemdlisis inducidos por 161 soluciones farmacéuticas; ellos demostraron que

71 de esas soluciones inducian una cantidad de hemdlisis variable.

Quimico gfatmacéutico OBlélo‘go 20



Sandka ofihan.n isia Castillo fMlaxco (Jesrico

Algunos investigadores han usado métodos in Vitro para evaluar los efectos de la
hemdlisis de soluciones preparadas con los mas comunes excipientes farmacéuticos,
tales como, aminoacidos, azucares, sales, cosolventes, surfactantes y agentes
complejantes. En 1983, Hamburger desarrollo un método hemolitico para el estudio de
la permeabilidad de los glébulos rojos. El determino que las soluciones parenterales
deben de tener la misma presion osmaética que el fluido intracelular de los eritrocitos para

que este sea isotonico.

En general, los métodos estaticos determinan la hemdlisis después de incubar un
predeterminado volumen de la formulacién con la sangre por un determinado tiempo. El
volumen de la formulacién que es mezclado con el volumen de sangre es determinado
por la relacion formulacién-sangre. Mientras que el tiempo de contacto, es determinado,

por cuanto tiempo estan los dos liquidos en incubacién.

En el caso de los métodos dinamicos, la hemolisis es determinada después de
inyectar un volumen de formulacion dentro de un sistema, el cual presenta un flujo de
sangre constante con disminucion de la hemdlisis en un tiempo de contacto
predeterminado, con un volumen grande de solucion salina fisiolégica. El tiempo de
contacto es determinado por la velocidad mezcla formulacién-sangre y el volumen de

mezcla que presenta el tubo. (Gupta K. 1999)

3.1 Método estatico

Los métodos estaticos son comunmente usados en la determinacion del
potencial hemolitico de excipientes utilizados en formulaciones parenterales, desde que
se conoce que algunas formulaciones inducen hemodlisis, los métodos estaticos han sido
usados para evaluar la habilidad de “agentes protectores” para disminuir el grado de

hemodlisis inducido por dichas formulaciones.

En algunos estudios ha sido estudiado el comportamiento de la disminucién de
la hemolisis con la adicion de cloruro de sodio a la formulacién. En algunos casos, el
efecto hemolitico de la solucion disminuye y en algunas veces ha desaparecido cuando

el cloruro de sodio se ha adicionado.

Los métodos estaticos han sido usados para determinar en rango del potencial

hemolitico en excipientes usados en las formulaciones. (Gupta K. 1999)
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3.2 Método dinamico

Los métodos dinamicos son muy usados en la evaluacién del grado de hemdlisis
que ocurre después de la administracion intravenosa. En el desarrollo de dicho método,
se considera la dinamica del sitio de inyeccion, cuando la formulaciéon contiene una
concentracién inicial y es inyectado dentro de la vena, la formulaciéon es rapidamente
mezclada con la sangre, resultando una disminucion de la concentracion del principio
activo y del vehiculo. La concentracibn de estos componentes en la sangre
inmediatamente después de la inyeccion es dependiente de la concentracién en la
formulacién y de larelacién con la proporcion de la inyeccién; asi como con el flujo de

sangre Y el sitio de inyeccion [Figura 12].
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Figura 12: Esquema de un sistema dinamico en el cual se incluyen las variables de velocidad de

flujo y de inyeccion. (Obeng E. 1989.)

La dinamica de una inyeccidon intravenosa es responsable del efecto de la
composicion de la formulaciéon de la inyeccion y del rango de hemodlisis. La hemolisis
también es dependiente de la naturaleza hemolitica del principio activo y de los
componentes del vehiculo en la formulacién, su concentracion es diluida inicialmente
con la sangre en el sitio de inyeccion. La dilucion inicial de la formulacion con la sangre
esta descrita como una relacién entre formulacion-proporcién de sangre. Si la relacion
de la formulacion con la sangre disminuye con el incremento de la dilucidn, entonces la
proporcion de la hemdlisis disminuye hasta que la formulacién es lo suficientemente

diluida hasta volverse no hemolitica. El tiempo de contacto entre formulacidén-sangre es
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usado para identificar el tiempo requerido para que la formulacion deje de ser

hemolitica.

Los métodos in Vitro intentan evaluar la hemdlisis intravascular usando la
relacion de formulacion-sangre en la cual es simulado el tiempo de contacto junto con la
interaccion en la cual la formulacién es diluida con la sangre seguido de una inyeccién

intravenosa. (Gupta K. 1999)

4. Potencial hemolitico de excipientes para inyectables
4.1 ;Que es el potencial hemolitico?

El potencial hemolitico es el porcentaje de hemdlisis que puede producir un
excipiente, vehiculo o formulacién, la cual se va a someter a la prueba de hemdlisis, para
determinar el dafio que puede producir a nivel hemolitico. Esta basado en un método
estandar el cual se mide la absorbancia de la hemoglobina liberada por los eritrocitos a
540 nm, ya que esta es directamente proporcional a la concentracién de hemoglobina en
el sobrenadante. (Obeng E. 1989.)

El porcentaje de hemodlisis es calculado de acuerdo a la siguiente relacion:

At — As
— X
Ac

%HEMOLISIS = 100

Donde:

At = Absorbancia del sobrenadante obtenido de la muestra de prueba (Inyectable)

As= Absorbancia del sobrenadante obtenidos de la solucion salina fisiolégica SSF. (NaCl
0.9%)

Ac= Absorbancia de la solucién de hemoglobina obtenida de la lisis completa de las

células
4.2 Excipientes empleados en la formulacién de inyectables
Para el desarrollo de formulaciones parenterales existe toda una gama de

diferentes excipientes los cuales son empleados para mejorar las formulaciones y a

continuacion se mencionan los mas comunes:
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Cosolventes: Hay aproximadamente 20 diferentes cosolventes usados en las
formulaciones parenterales como lo son el etanol, glicerina, propilenglicol, sorbitol,
polietilenglicol, dimetilacetamida. Se conoce que este tipo de cosolventes causan
hemodlisis; a algunos de estos ya se les han realizado estudios comparando los efectos

hemoliticos.

Surfactantes: Los surfactantes tienen una gran variedad de funciones en formulaciones
parenterales. Entre los mas importantes estan los estabilizadores de proteinas contra la
agregacion, un ejemplo de esto es el Tween 20, ayuda a reducir la formacion de
agregados insolubles. En el caso del Tween 80 ayuda a la proteccion de proteinas para
evitar la desnaturalizacion, ademas se ha comprobado que disminuye la agregacion de

hemoglobina

Buffers: Algunos de los buffers en soluciones parenterales pueden llegar a ocasionar
problemas de estabilidad como es el buffer de fosfatos, particularmente el anion de
fosfato dibasico; sin embargo en caso de ser necesario se emplean los buffers algunos
ejemplos son: citratos, glicinatos, maleatos y tartratos y estos no catalizan la

degradacién del principio activo.

Antioxidantes: Es una agente cuya intervencion frena la degradacién por oxidacion y
asegura un retrazo en el envejecimiento de los productos, aumentando su duracién, por
ejemplo el acido ascoérbico ha sido reportado como un antioxidante incompatible con
algunos principios activos como la penicilina G. Otros como el bisulfito de sodio y el

metabisulfito de sodio son fuertemente antioxidantes nucleofilicos.

Preservativos antimicrobianos: Son algunas moléculas que ayudan a mantener el
sistema libre de bacterias, uno de los mas comunes es el alcohol bencilico, cloruro de
benzalconio, etc. Sin embargo hay que valuar si estos no interaccionan con el principio

activo y llegaran a afectar la estabilidad del mismo. (Akers J. 2002)

4.3 Excipientes en los cuales se ha evaluado la hemdlisis

Previamente ya se han reportado resultados que nos muestran un método
hemolitico estandar para determinar si la isotonicidad es inadecuada de las mezclas de
cosolventes usadas en vehiculos para inyectables. Los cosolventes son comunmente
empleados en formulaciones intravenosas para incrementar la pobre solubilidad en agua

de algunos principios activos. Cuando usamos cosolventes es un riesgo debido a la lisis
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de los globulos rojos con las consecuencias que tiene que la hemoglobina y otros

componentes celulares estén en el torrente sanguineo.

Cuando se descubrié un método in Vitro para evaluar la hemolisis intravascular

comenzaron a estudiar algunos de los excipientes que forman parte de la formulaciones

parenterales, debido a la importancia que tiene el poder administrar inyectables seguros.

Reed y Yalkowsky (1985) evaluaron el potencial hemolitico de algunos
cosolventes y determinaron que el dimetil sulfoxido es mas hemolitico que el
propilenglicol puro y que es seguido por el vehiculo que contiene 10 por ciento
de etanol y 40 por ciento de propilenglicol, seguido del etanol puro, polietilenglicol

400, dimetil acetamida y dimetil isosorbida.

Osnishi y Sagitani (1993) Evaluaron el efecto hemolitico de surfactantes no
idnicos y determinar la respuesta hemolitica de la relacién entre: polioxietilen oleil
ether (20), es el mas hemolitico seguido del monoesterato de polioxietilen (40), al

aceite de castor hidrogenado.

En el estudio de Rajewski (1995) ellos evaluaron las ciclodextrinas vy
determinaron que la mas hemolitica es la p-ciclodextrina; mientras que los
derivados de la sulfobutileter-p-ciclodextrina presentaron una menos hemdlisis.
(Gupta K. 1999)
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I\VV. Desarrollo experimental

1. Cuadro metodoldgico

Diagrama del desarrollo del método.

Desarrollo del
método

| Solucién de extran al
d 2% v
Colocar 0.5 mL en

.| 5 mL de sangre
" reconstituida

Preparacién Control
positivo

A 4

Agua desionizada

A 4

Extran concentrado

A 4

Buscar la mejor
dilucion de la
muestra

|

Determinacién de la Realizar barrido de Determinar longitud
longitud de onda hemoglobina de onda 6ptima

A 4
A 4

- Temperatura
v ambiente
\ 4 .
R Realizar la prueba o
TemDeratura » 2 diferentes
temperaturas
R Temperatura
”| corporal 37°C
v » A hora cero de
. . reparacion de
Almacenamiento de Determinar la prep
> o la muestra
la muestra estabilidad de la
muestra

A 4

24 horas después
de la preparacion
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Diagrama del aplicacion del método.

Prueba de hemoélisis en un
sistema no dinamico

: . Centrifugar
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«—_ continuacion. T P
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2. Materiales y métodos
Reactivos
o Fosfato de sodio dibasico. J. T. Baker
e Fosfato de sodio monobasico. J. T. Baker
e Cloruro sodio. Fermont
e Alcohol bencilico
e Propilenglicol
e Metabisulfito
e Alcohol etilico
e EDTA (Acido etilendiamotetracetico)
e Extran. MA 02 Neutro concentrado
e Lisina
e Bicarbonato de sodio J. T. Baker
e Carbonato de sodio. J. T. Baker
e Buffer de Sérensen pH 7.4
o Buffer de Carbonatos pH 10
e Sangre de humano
Equipo
o Espectrofotometro Cary 100 Conc UV - Visible. Varian
e Centrifuga Damon/IEC Division
e Micropipeta finnpipette de 20-200 pyL
e Micropipeta finnpipette de 1-5 mL
e Bano de agua Thelco
Material de vidrio
e Tubos para centrifuga de vidrio
e Tubo de ensaye de 190 X 20 mm
e Matraz volumétrico de 1 L clase A
e Matraz volumétrico de 25 mL clase A
e Vaso de precipitados de 250 mL
e Vaso de precipitados de 100 mL
e Pipeta graduada de 10 mL
e Pipeta graduada de 5 mL
e Pipeta volumétrica de 0.5 mL clase A
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3. Optimizaciéon del método
3.1 Condiciones de estudio

e Sangre de humano

e Temperatura ambientey a 37°
3.2 Fuentes de variacién del método
e Preparacion del control positivo.

Para poder obtener el control positivo se vario la cantidad de un agente
tensoactivo el cual al hacer contacto con la membrana de los eritrocito se produzca una
hemolisis total del paquete globular, por lo cual se probaron tres diferentes niveles de

concentracién de tensoactivo, quedando de la siguiente manera.

- Extran concentrado
- Extran al 2%

- Agua desionizada
¢ Diluciéon empleada para el sobrenadante

e Seleccion de la longitud de onda para medir la hemoglobina
- 540 nm. Longitud de onda reportado en la literatura
- Punto maximo de absorcion. Longitud de onda reportada con el espectrofotdmetro

Cary 100 conc. Varian.

e Tiempo de almacenamiento de las muestras
- Tiempo cero

- 24 horas después

e Temperatura
- Temperatura ambiente: no se controlo la temperatura

- 37°C: temperatura corporal, por medio de un bafio de agua.
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3.3 Plan de experiencias

Determinacién de las condiciones optimas del método de hemdlisis

Factor de Nivel del
estudio Factor
Concentracién 100
de Extran (%) g
Dilucion 500
sobrenadante
(ul) 100
Longitud de 541
onda (nm) 540
Tiempo de 24
almacenamiento
de la muestra
(horas) 0
Temperatura de Ambiente
la muestra (°C) 37

Hesareollo fxperimental

Tabla 1: Plan de experiencias para la optimizacién del método

4. Aplicacion del método

4.1 Condiciones de estudio

Sangre de humano

Temperatura 37°

Leer a 541 nm en espectrofotdmetro Cary 100 Conc UV — Visible. Varian

4.2 Fuentes de variacion en la aplicacion del método

Quimico gfatmacéutico Biélogo

Un inyectable

Propilenglicol

Propilenglicol + NaCl

Propilenglicol + buffer de fosfatos

Alcohol bencilico

Etanol

Metabisulfito de sodio

EDTA

Buffer de carbonatos

Lisina
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4.3 Respuesta

La respuesta que se obtuvo es el porcentaje de hemdlisis (potencial hemolitico) de
cada uno de los excipientes en relacion con la proporcion que lleva cada uno en una

posible formulacion, con el fin de identificar cual de ellos produce una mayor hemadlisis.

At — As
— X
Ac

%HEMOLISIS = 100

At = Absorbancia del sobrenadante obtenido do la muestra de prueba (Inyectable)
As= Absorbancia del sobrenadante obtenidos de la SSF (NaCl 0.9%)
Ac= Absorbancia de la solucién de hemoglobina obtenida de la lisis completa de las

células

4.4 Plan de experiencias

¢ Determinacion del potencial hemolitico de los excipientes

Numero de Factor

ensayo (Excipientes)
1 Propilenglicol
2 Propilenglicol + Buffer de

fosfatos

3 Propilenglicol + NaCl
4 Alcohol bencilico
5 Etanol
6 Metabisulfito de sodio
7 EDTA
8 Buffer de carbonatos
9 Lisina
10 Inyectable

Tabla 2: Plan de experiencias para determinar el potencial hemolitico de 9 excipientesy 1

inyectable
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V. Resultados y Analisis

e Preparacion del control negativo

En la optimizaciébn del método para evaluar la hemdlisis se prepararon dos
controles, el negativo a hemolisis en el cual se colocaron los eritrocitos en buffer de
Sdrensen, este tiene la caracteristica de ser isoténico y tiene un pH de 7.4; en este medio
los eritrocitos no sufren de hemdlisis debido a que las condiciones en las cuales estan en

sangre son similares.

En el caso del control positivo debe haber una ruptura de los eritrocitos al cien
por ciento, para que la hemoglobina contenida en las células sea liberada por completo y

podamos referir al 100 por ciento de hemodlisis.

Se ha reportado el uso de agua desionizada para producir la hemdlisis, esto es
debido a que esta agua carece de iones (medio hipoténico), al haber una carencia de
iones en el medio donde se encuentran los glébulos rojos el agua difunde al interior de
la célula produciendo la ruptura de la membrana del eritrocito (Ku SH., Cadwallader D.
1974); otros han reportado que generan su control positivo con una solucién de
saponinas al 2%, la cual tiene una actividad tensoactiva parecida a la del jabon, esta al
producir un cambio en la tension superficial de la membrana del glébulo rojo produce la
ruptura de las membranas y por consecuencia la liberacién de la hemoglobina. (Obeng,
E.)

En este caso se probo el agua desionizada y como agente tensoactivo el Extran
MAQO2 neutro en dos concentraciones, al 2% como sugiere Obeng E. y concentrado. En
la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos con cada uno en donde se puede ver que
el agua desionizada no produce la suficiente hemolisis comparada con la producida por
el extran. En el caso del agente tensoactivo se produce la hemdlisis debido al cambio
que sufren los eritrocitos en su membrana provocando que estos estallen, y aunque el
extran al 2% produce una hemdlisis, esta no es total como la obtenida con el extran

concentrado.
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Factor de estudio Concentraciéon de extran

Nivel de factor Concentrado Diluido (2 %) | Agua desionizada
100%

SE

Hembolisis

Tabla 3: Resultados de los controles positivos a hemdlisis en los cuales se observa una hemolisis
completa producida por el extran concentrado. En el caso del extran diluido y el agua desionizada

no es suficiente las condiciones para asegurar la ruptura completa.

e Dilucién del sobrenadante

La diluciébn del sobrenadante es necesaria debido a que la cantidad de
hemoglobina liberada en el control positivo es completa, se probaron dos diluciones:
e 500puLen5mL
e 100pLen5mL

En la cual se determino que la dilucion mas adecuada es la de 100 pL en 5 mL
ya que en esta se obtuvo un mejor espectro de absorcion [Figura 13] que en la dilucion
500 pL en 5 mL en la cual la sefal ya no es confiable debido a que ya no se ve bien
definido el espectro de absorcién de la hemoglobina y en esta dilucién la respuesta ya no

seria confiable para reportar los resultados.

e Determinacién de la longitud de onda

La longitud de onda Optima es otro pardmetro que se determino, para esto de se
realizo un barrido de la hemoglobina en la cual se determino que el punto maximo de
absorcion se encuentra a 541 nm para la hemoglobina; ya que la sefial que esta a 440
nm es producida Unicamente por el grupo hemo, el cual es una fraccion de la

hemoglobina y no la hemoglobina completa.
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Barrido de hemoglobina para determinar la longitud de
onda optima
3
2.5 1
o
o 2
S —— Barrido de
—_ 15 N .
S hemoglobina
2 1
<
05 L/\,\
0 T T 1
400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 13: Grafica del barrido de la hemoglobina en el espectro del visible, en el cual se

determino que el maximo de absorcion es a 541 nm.

En la tabla 4 se muestra la comparacion de resultados de las absorbancias a las
longitudes de onda de 540 y 541 nm en esta tabla se muestran los coeficientes de
variacion en donde para el control positivo son de 5.18 a 540 nm y a 541 nm es de 5.29;
en el caso del control negativo el coeficiente de variacién es de 13.79 a 540 nm y de 7.1
a 541 nm este es muy elevado lo cual indica que entre las muestras existe una variacion
grande, sin embargo en métodos biol6gicos es aceptado hasta un coeficiente de

variacion de 15.

Control positivo Control negativo

Numero de ensayo Absorbancia (nm) Absorbancia (nm)

540 nm 541 nm 540 nm 541 nm
1 1.6086 1.6170 0.0065 0.0063
2 1.6888 1.6814 0.0068 0.0068
3 1.7840 1.7945 0.0052 0.0059
Promedio 1.6938 1.6976 |  0.0062 |  0.0063
Desvest 0.0878 |  0.0899 |  0.0009 |  0.0005
cv 51840 | 52030 | 13.7917 |  7.1199

Tabla 4: Comparacioén de los resultados obtenidos en las dos longitudes de onda, para el control

negativo asi como para el positivo.
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Al realizar el analisis de varianza del control positivo dio como resultado que no
hay diferencias significativas (p>0.05) entre las dos longitudes onda, lo cual indica que el
valor tedrico reportado de 540 nm es correcto y que la longitud de onda del punto

méaximo de absorcién no difiere estadisticamente con el valor te6rico esto se puede ver

en la tabla 5.
Suma de GL Cuadrado de F-Ratio P-Value
cuadrados las medias
Entre grupos 0.0000220417 1 0.0000220417 0.0 0.9604
Dentro del 0.0315685 4 0.00789212
grupo
Total (Corr) 0.0315905 5

Tabla 5: Andlisis de varianza del control positivo a 540y 541 nm.

Se puede ver de manera representativa en la Figura 14 en la comparacion de
las medias con un intervalo de confianza del 95%, en la cual se puede observar un
traslape casi completo en las dos longitudes de onda lo cual indica que no hay

diferencias al usar 540 o 541 nm respectivamente.

Diferencia minima significativa con 95% de confianza en CP

1.85
1.8
1.75
1.7
1.65
1.6
1.55
15

Absorbancia CP

Abs 540 nm CP Abs 541 nm CP

Tratamiento CP

Figura 14: Diferencia minima significativa con un intervalo de confianza de 95%, en el caso de los

controles positivos no hay diferencia a las dos longitudes de onda.
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Para el control negativo de igual manera se realizo un analisis de varianza donde
no hay diferencia significativa (p>0.05) entre las longitudes de onda para el control
negativo. [Tabla 6]. En la Figura 15 esto se puede ver de manera mas representativa
debido a que hay un traslape el cual nos indica que no hay diferencia significativa con

un intervalo de confianza del 95%.

Sumade GL Cuadrado de F-Ratio P-Value
cuadrados las medias
Entre grupos 4.16667E-8 1 4.16667E-8 0.09 0.7792
Dentro del 0.00000185333 4 4.63333E-7
grupo
Total (Corr) 0.000001895 5

Tabla 6: Andlisis de varianza del control negativo a 540 y 541 nm.

Para la eleccion de la longitud de onda optima solo se confirma la reportada por
la literatura, ya que aunque experimentalmente el punto maximo de absorcion es a 541
nm, al realizar el analisis estadistico no se encontraron diferencias significativas con
respecto a 540 nm, por lo tanto en las muestras en las que se vaya a determinar el
porcentaje de hemdlisis tampoco se vera influenciado y es correcto realizar las lecturas
de absorbancia a 541nm como longitud de onda optima reportada por el equipo en el que

se trabajo y por supuesto a la tedrica reportada que es a 540 nm.

Diferencia minima significativa con 95% de confianza del CN

0.0073

0.0069 —

0.0065

Absorbancia

0.0061

0.0057

0.0053

Abs 540 nm CN Abs 541 nm CN

Longitud de onda

Figura 15: Diferencia minima significativa con un intervalo de confianza de 95% para el control

negativo donde se muestra que no hay diferencia en las dos longitudes de onda.
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e Temperatura de la muestra

Al evaluar la influencia de la temperatura sobre los controles positivo y negativo,
con la finalidad de determinar si hay diferencia entre trabajar las muestras a temperatura
ambiente y trabajar a 37° C. En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos en cada
ensayo con un coeficiente de variacion de 5.13 para el control positivo a temperatura
ambiente y de 1.71 a 37° C; y en el caso del control negativo su coeficiente de variacion

para temperatura ambiente es de 5.80y a 37° C es 3.26.

Control positivo Control negativo
Numero de Ambiente 37° Ambiente 37°
ensayo

1 1.2967 | 1.3809 | 0.0022 | 0.0018
2 1.3942 | 1.4266| 0.0017 | 0.0017
3 1.2642 | 13914 | 0.0021| 0.0017
Promedio 1.31 1.39 |  0.0020 | 0.0017
Desvest 0.067 0.027 |  0.0004 | 5.77E-05
cv 5.13 1.71 5.80 3.26

Tabla 7: Comparacion de los resultados obtenidos en las dos temperaturas, para el control

negativo y como para el positivo a la longitud de onda de 541 nm

Para determinar si hay diferencias significativas entre los grupos se realizo un
analisis de varianza. En el caso del control positivo estadisticamente no hay diferencias
significativas (p>0.05) entre trabajar el control positivo a temperatura de 37° y trabajar a

temperatura ambiente. [Tabla 8].

Sumade GL Cuadrado de las F-Ratio P-Value
cuadrados medias
Entre grupos 0.00990641 1 0.00990641 3.85 0.1214
Dentro del grupo 0.0103001 4 0.00257502
Total (Corr) 0.0202065 5

Tabla 8: Analisis de varianza del control positivo a temperatura ambiente y a 37° C
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En la Figura 16 se muestra la comparacion de medias con un intervalo de
confianza del 95% por lo tanto no hay diferencia significativa, ya que hay un traslape
entre las dos temperaturas, esto indica que al trabajar el control positivo no hay diferencia
entre ambas temperaturas y se puede trabajar a 37° C como esta reportado en la
literatura y también a temperatura ambiente demostrando que el control positivo no se va

a ver influenciado por la temperatura.

Diferencia minima significativa con 95% de confianza del CP

1.6
1.55
15
1.45
14
1.35
13
1.25
1.2

Absorbancia

37°C ambiente

Temperatura

Figura 16: Diferencia minima significativa con un intervalo de confianza del 95% en el caso del

control positivo no hay diferencias entre las temperaturas

En el caso del control negativo se realizo un analisis de varianza en el cual
estadisticamente no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) que influyeran en
el control negativo; sin embargo en la tabla 7 se puede ver que a temperatura de 37°
existe una menor variacion que a temperatura ambiente, esto es debido a que la
temperatura a la que se encuentra la sangre es de 37° C. En la figura 17 se puede en la
comparacion de las medias que no hay diferencia minima significativa con un intervalo
de confianza del 95%; sin embargo habria que tomar en cuenta el realizar la prueba a 37°
C

Sumade GL Cuadrado de F-Ratio P-Value
cuadrados las medias
Entre grupos 1.66667E-7 1 1.66667E-7 5.88 0.0723
Dentro del 1.13333E-7 4 2.83333E-8
grupo
Total (Corr) 2.8E-7 5

Tabla 9: Analisis de varianza del control negativo a temperatura ambiente y a 37°C
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Diferencia Minima Significativa con un 95% de confianza de CN

0.0023 F ]
o 00021 E :
[&) L 4
§ i _ ]
£ 0.0019 —+ .
2 i ]
<C L | i
0.0017 | .
0.0015 E ]
37°C ambiente
Temperatura

Figura 17: Diferencia minima significativa con un intervalo de confianza del 95% en el caso

del control negativo no hay diferencias entre las temperaturas.

En la optimizacién del método se tomaron en cuenta dos temperaturas de trabajo:
37°C y la temperatura ambiente en las cuales estadisticamente el control positivo y el
negativo no tuvieron diferencias significativas en cuanto trabajar las muestras a
temperatura ambiente y a 37°C sin embargo en el control negativo se observa que la

variacién disminuye al tener las muestras a la temperatura de 37°C.

e Tiempo de almacenamiento

El tiempo de almacenamiento es muy importante debido a que la hemoglobina
puede sufrir con facilidad oxidaciones, ademas de que es preferible que las muestras
biolégicas no se almacenen por mucho tiempo. En este caso el tiempo que transcurre
entre la preparacion de la muestra y la lectura en el espectrofotémetro fue de 24 horas
en la cual se puede ver que hay disminucion del porcentaje de hemdlisis del 13% al 9%,
hay una disminucion de la hemodlisis con respecto al tiempo en el cual se tenga
almacenada la muestra esto se puede apreciar por el cambio notorio en la muestra, ya

gue esta se torna color café [Tabla 10].
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Factor de estudio Nivel de estudio Hemolisis (%) Imagen

Cero horas 13
Tiempo de
almacenamiento de la
muestra
24 horas 9

Tabla 10: Resultados del almacenamiento de la muestra a cero horas y 24 horas después de la

preparacion de la muestra.

e Resultados de la determinacion del potencial hemolitico

Dentro de la formulacion de inyectables para administracion intravenosa se
tienen que tomar en cuenta que las soluciones sean isoténicas [Figura 18], ya que si esta
produce hemdlisis puede llegar a causar algunos problemas en los pacientes, en el caso
de este método es para desde preformulaciéon hasta el control de calidad del producto
terminado, esto es con el fin de ayudar al formulador a elegir los excipientes a utilizar al

momento de formular.

Figura 18: Prueba de hemodlisis representando las cuatro variantes. A) Solucién hipertonica de
NaCl 1.5%, B) Solucion isoténica de NaCl al 0.9%, C) Solucién salina isoténica glucosada al 5%

y D) Solucion hipoténica de NaCl al 0.2%.
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En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para los excipientes
evaluados, en donde podemaos observar que el alcohol becilico es el que produce una
mayor hemolisis, es empleado como preservativo antimicrobiano y anestésico local en

formulaciones parenterales en una proporcién de 2 a 3% vi/v.

En el caso del propilenglicol produce una hemdlisis 3.62% a una concentracion de
60% v/v y aunque esta es relativamente baja, si a este se le adiciona el buffer de
Sorensen el cual contiene sales de fosfato y cloruro de sodio y ademas es isoténico el
porcentaje de hemdlisis se ve reducido casi en un 50%; asi como cuando se le adiciona
cloruro de sodio en la proporcién en la que se preparan las soluciones isoténicas (0.9%),
la hemdlisis también disminuye considerablemente permitiendo mejorar la isotonicidad
del inyectable en desarrollo, permitiéndonos disminuir el porcentaje de hemodlisis, aun
utilizando la proporcién mas alta del cosolvente que en este caso se emplea desde un 10

a un 60% v/v de propilenglicol el las formulaciones parenterales.

El etanol no produce hemdlisis al igual que las sales que se adicionan como lo es
el EDTA el cual es un agente quelante y el metabisulfito de sodio que es un antioxidante
lo cual indica que el adicionar estos excipientes no influyen en la produccién de hemolisis

por inyectables, si no que al ser sales ayudan a obtener soluciones isotonicas.

Numero de
ensayo 1 2 3 4 5 6 7
Factor Propilenglicol | Propilenglicol | - Alcohol | Etanol | Metabisulfito | EDTA
Excipientes | Propilenglicol + NaCl * Buffer | pencilico de sodio
Sdrensen
Potencial 3.62 0.91 1.98 20.3 0.09 0.04 0.09
hemolitico
Imagen il oy £
10 8 3 14 y & ?

Tabla 11: Resultados de la prueba de hemodlisis a excipientes cominmente empleados en

formulaciones parenterales.
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Otros excipientes que son comunmente empleados son los buffers, en este caso
se probaron dos, el buffer de carbonatos pH 9 y el de Sérensen pH 7.4 los cuales no
producen hemodlisis, también se evalué un aminoacido (Lisina); estos en algunas
ocasiones se pueden adicionar a la formulaciones parenterales, en este caso la lisina no

produce hemdlisis.

Finalmente se evalué un inyectable que en la actualidad se encuentra en el
mercado [Firac®], se eligié este debido a que es un potente analgésico (clonixinato de
lisina) el cual tiene como caracteristica principal que el principio activo es irritante, sin
embargo al realizarle la prueba se encontré que no produce hemodlisis, esto puede ser
debido al empleo de agentes protectores como el NaCl el cual ayuda a disminuir la
hemdlisis, es decir depende de la formulacion para que un inyectable pueda producir 0 no

la hemodlisis. [Tabla 12].

Numero de 8 9 10 11
ensayo
Factor Buffer Lisina Buffer de Inyectable
(Excipientes) | carbonatos pH Sérensen pH Firac®
9 7.4
Potencial 0.02 0.07 0.01 0.33
Hemolitico
Potencial : i
hemolitico B A q v

Py 0

Tabla 12: Resultados de la prueba de hemodlisis de excipientes y un inyectable.

En la figura 19 se muestran como se ve visualmente la prueba de hemdlisis en
donde el inyectable Firac® no presenta hemdlisis asi como también se muestra el
control positivo el cual es preparado con buffer de Sérensen y el control negativo el cual

ejemplifica un cien por ciento de hemdlisis producida con un agente tensoactivo.
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| I
N .
Control Control Inyectable
negativo positivo

l

Figura 19: Ejemplo de la prueba de hemdlisis aplicada en un inyectable el cual se comercializa.
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VI. Conclusiones

» La longitud de onda Optima de la hemoglobina es 540 nm y no existen

diferencias significativas entre evaluar a 540 y 541 nm.

» La temperatura no es un factor que influya en el método, ya que no se
encontraron diferencias significativas entre la prueba a temperatura ambiente y a

37° C, en el control positivo y en el negativo.

» En cuanto a la estabilidad de la muestra hay una disminucion en el porcentaje
de hemolisis 24 horas después de la preparacion de la muestra, por lo cual seria
necesario evaluar exactamente cuanto tiempo es estable la muestra para obtener

resultados confiables.

» Al aplicar el método para determinar el potencial hemolitico de los excipientes el
alcohol bencilico es el que produce mayor hemalisis, seguido por el propilenglicol
el cual al adicionar NaCl como agente protector ayuda a disminuir la hemdlisis y
en el caso de las sales como EDTA y metabisulfito de sodio no influyen en la

hemodlisis que pudiera producir un inyectable.

» Al determinar el potencial hemolitico del inyectable Firac® como control de calidad

del producto terminado no produce hemdlisis.

» Este método In Vitro es una opcién para determinar el potencial hemolitico no
solo de excipientes que se emplean en la elaboracidon de inyectables, si no
también para evaluar inyectables que estan por salir al mercado como una prueba

alternativa y/o complementaria a la osmolaridad.
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VIl. Ahexo

> Etanol

Sinénimos:

Alcohol etilico, metil carbinol,
Numero de registro CAS:

Etanol [64-17-5]

Formula empiricay peso molecular
C,HsO = 46.07

Formula estructural

AN

HiC oH
Categoria funcional:
Antimicrobiano, desinfectante, solvente, preservativo

Aplicaciones en formulaciones farmacéuticas o tecnologia

El etanol y las soluciones acuosas de etanol a varias concentraciones han sido
usadas en soluciones farmacéuticas y cosméticas, el etanol es usado principalmente
como solvente; también ha sido empleada en algunas soluciones como agente

antimicrobiano.

Propiedades Tipicas

Actividad antimicrobiana: El alcohol es bactericida en mezclas acuosa a
concentraciones entre 60% y 95% v/v, la concentracion oOptima es generalmente
considerada al 70% v/v. La actividad antimicrobiana esta incrementada en presencia de
sales de edeteato. El etanol es inactivado en la presencia de surfactantes no iénicos y

no es efectivo en la presencia de esporas bacterianas.

Punto de ebullicion: 78.15°C

Flamabilidad: Facilmente flamable, produce flama azul sin humo.
Punto de ignicion: 14°C

Solubilidad: Miscible en cloroformo, éter, glicerina y agua.
Gravedad especifica: 0.8119-0.8139 a 20°C.

Punto de fusiéon: -112°C
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> Alcohol bencilico

Sinénimos:

a-Hidroxitolueno; fenilcarbinol; fenilmetanol; a-toluenol
Nombre quimico y nimero de registro CAS:
Benzenometalol [100-51-6]

Férmula empiricay peso molecular.

C/HsO = 108.14

Foérmula estructural:

CH,OH

Categoria Funcional:
Preservativo antimicrobiano, desinfectante solvente.
Aplicacion en formulaciones o tecnologia farmacéutica:

El alcohol bencilico es un antimicrobiano, empleado en cosmeéticos, comida y en
formulaciones farmacéuticas, incluyendo orales y parenterales formulaciones a
concentraciones de 2% v/v. En cosméticos a concentraciones arriba del 3% vlv,
probablemente usado como preservativo, mientras que al 10% v/v es usada como
desinfectante.

El alcohol bencilico al 10% v/v tienen propiedades de anestésico local, lo cual es
explotado en algunos parenterales, productos para la tos, soluciones oftalmicas,
unglentos y spray dermatolégicos en aerosol. Algunas veces es usado como un
preservativo antimicrobiano, el alcohol bencilico ha sido asociado con algunos efectos
adversos fatales, cuando es administrado en neonatos.

Descripcion:

Incoloro, oleoso liquido con un con ligero aroma.

Propiedades tipicas

Acidad y Alcalinidad: En soluciones acuosas es neutral

Actividad Antimicrobiana: El alcohol bencilico es un bacteriostatico es empleado como un
preservativo antimicrobiano contra bacterias gam positivas, hongos y levaduras aunque
alguna veces es empleado por sus propiedades bactericidas. La actividad éptima ocurre
a pH debajo de 5 con una menor actividad en pH 8. Su actividad antimicrobiana es
reducida en presencia de surfactantes no idnicos como el polisorbato 80

Temperatura de autoignicion: 436.5°C

Punto de ebullicion: 204.7°C
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Flamabilidad: Flamable. Los limites en aire es 1.7-15.0% v/v.
Punto de fusién: -15°C

Coeficiente de particion:

Parafina liquida: agua =0.2

Aceite de cacahuate: Agua = 1.3

> Cloruro de Sodio

Sinénimos

Cloruro de sodio, sal comun, sal de mesa, sal de mar, sal de grano.
Nombra quimico y nimero de registro CAS

Cloruro de sodio [7647-14-5]

Formula empiricay peso molecular

NaCl = 58.44
Formula estructural
NaCl

Aplicaciones en formulaciones y tecnologia farmacéutica

Es muy usada en una gran variedad de formulaciones farmacéuticas parenterales
y no parenterales, es primordialmente empleado para producir soluciones isoténicas. El
cloruro de sodio ha sido empleado como lubricante y diluente en capsulas y en

formulacién de tabletas de compresion directa, en la actualidad ya no es comuan hacerlo

El cloruro de sodio ha sido usado para modificar la liberacién del principio activo
de los geles y formar emulsiones multiples. También ha sido empleado en el control de
tamafio de micelas y para ajustar la viscosidad dispersiones de polimeros por la
alteracion de caracter iénico en la formulacion.

Descripcion

El cloruro de sodio es un polvo blanco cristalino, son un sabor salado. El cristal tiene una
estructura cubica

Propiedades tipicas

Acidez/ Alcalinidad: pH = 6.7 — 7.3 (En solucién acuosa saturada)

Angulo de reposos: 38° para cristales cubicos

Punto de ebullicion: 1413°C

Densidad: 2.17 g/lcm®; 1.20 g/cm? para soluciones acuosas saturadas

Constante dieléctrica: 5.9 a 1 MHz

Higroscopicidad: 0.9 w/v en solucién acuosa es iso-osmotica con respecto al suero
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» Propilenglicol

Sinénimos:

1,2-Dihidroxipropano; E1520; 2-hidroxipropanol; metil etilen glicol; metil glicol; propano-
1,2-diol.

Numero de registro CAS:
1,2-Propanodiol [57-55-6]
(-)-1,2-Propanodiol [4254-14-2]
(+)-1,2-Propanodiol [4254-15-3]
Formula empiricay peso molecular
C3HsO, = 76.09

Foérmula estructural

Categoria funcional:

Preservativo antimicrobiano, desinfectante, humectante, plastificante, solvente,
estabilizador de vitaminas, cosolvente miscible en agua.

Aplicaciones en formulaciones farmacéuticas o tecnologia

El propilenglicol ha sido usado como un solvente en formulaciones farmacéuticas y como
preservativo en algunos parenterales. En general es un mejor solvente que la glicerina y
disuelve una gran variedad de materiales como corticosteroides, fenoles, sulfas,
barbituricos, vitaminas, algunos alcaloides y anestésicos locales

Descripcion:

El propilenglicol es claro y no tiene color, es viscoso y practicamente inodoro
Propiedades Tipicas

Temperatura de autoigniciéon: 371° C

Punto de ebullicion: 188° C

Flamabilidad: 12.6 % v/v en el aire

Densidad: 1.038 g/lcm®a 20° C

Punto de fusién: -59° C

Punto de inflamacion: 99 ° C

Viscosidad (Dinamica): 58.1 mPa

Solubilidad: Miscible con acetona, cloroformo, etanol, glicerina y agua
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> Metabisulfito de sodio

Sinénimos:
Bisulfito de sodio, pirosulfito disédico, acido disulfuroso, pirosulfito de sodio
Numero de registro CAS:

Pirosulfito de sodio [7681-57-4]
Formula empiricay peso molecular

Na,S,0s5 = 190.1

Formula estructural

N328205

Categoria funcional:

Antioxidante

Aplicaciones en formulaciones farmacéuticas o tecnologia

El metabisulfito de sodio es usado como antioxidante en orales, perenterales y en
formulaciones farmacéuticas topicas a concentraciones de 0.01-1.0% v/v, por lo general
esa empleado en soluciones acidas, ya que para las basicas es empleado el sulfito de
sodio. También ha sido empleado como un preservativo antimicrobiano en especial a pH
acido

Descripcion:

Son cristales blancos color crema en forma de prisma, tiene un aroma de didxido de
sulfuro.

Osmolaridad: 1.38% w/v en solucién acuosa es iso-osmética con el suero

Punto de fusién: 150° C
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