SR VACOMAL AUTONDUA §
W 7

=21 \?, /3[:{’1' ==
4L 1 &
o P i
U

Ul

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Wi R

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

“DESARROLLO DE UNA FORMULACION PARENTERAL

DE RESVERATROL”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE :

LICENCIADA EN FARMACIA

PRESENTA

IRIS ANAHI BLANCO ALCANTARA

Asesora:
Dra. Raquel Lopez Arellano

Coasesora:
M. en C. Elvia Adriana Morales Hipélito

CUAUTITLAN IZCALLI. EDO. DE MEXICO 2021




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd 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,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



DEDICATORIAS

El presente trabajo va dedicado a mi familia por el
apoyo que me brindaron en esta etapa, sin ustedes no

habria llegado hasta donde estoy.

A mi Tio Rubén, “No hay dia en que no piense en ti,
no estas fisicamente, pero vives en mi mente y

corazon”.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por darme salud, permitirme tener a mi familia y amigos conmigo en todo momento, y rodearme de
amor.

A mis padres, Ma. Dolores Alcantara y José A. Blanco, por su apoyo incondicional, por su motivacion y
por haberme forjado como la persona que soy; mis logros se los debo a ustedes, los amo.
A mis hermanos, Angel, Rebeca, Sarai y Lidia quienes siempre me alentaron a seguir con mis metas, los amo.

A la Universidad Nacional Autonoma de Mexico por formarme como profesional, por ser mi segundo
hogar; es un orgullo pertenecer a la maxima casa de estudios.

A la Dra. Raquel Lépez Arrellano por tenerme paciencia, por la confianza, apoyo y todos los conocimientos
que me brindd; es usted una persona admirable y de gran corazoén.

A la M. C. Adriana Morales Hipolito, por compartir su conocimiento, tenerme paciencia y haberme
brindado todo el apoyo para el presente trabajo.

A todo LEDEFAR por permitirme formar parte del equipo y confiar en mi para realizar este trabajo.
A mis amigos, Arturo, Brandol, David, Esmeralda, Felipe, Fernanda, Jazmin, Chuy, Roxana, Yosabeth,
quienes siempre me apoyaron en esta etapa, porque de ustedes también aprendi mucho y me brindaron

momentos increibles, siempre los llevaré conmigo, gracias.

A mis comparieras, Alma, Paty, Mariana, Esmeralda, Esbeydy, Cinthya, quienes aportaron a este trabajo
con muestras sanguineas, y la profesora Sofia por tomar las muestras, gracias.

A Genomma Lab por haber aportado los materiales de excipientes que hizo posible el presente trabajo.

iGRACIAS!



Se agradece el apoyo aportado a través del proyecto PAPIIT clave 1T201620 de
DGAPA-UNAM



INDICE

Pag.

1. INTRODUGCCION. ...ttt ettt sttt b ettt a et s bt et e s besbe e be e bt ese e bt eaeensesbeeatesbeehtenbesbeeab e bt estenbesbeenbesbeeaeenbens 1
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt st b e sttt b et b et be et et e sbe et e nees 3
BLOBUIETIVOS ..ttt h e ettt sh et s bt ea e be s bt e a e e e bt eh e e bt eheea b e bt eat et e ebe et e ebeeh e et e eheen e e beeht et e she et ents 4
3.1 ODJELVO GENETAL ...ttt b ettt ettt b bbb s bt e s et e st e st bt eb e st e e b e st e b et et eneeneeneas 4
3.2 ODJELIVOS PAITICUIAIES ..ottt b et b ettt b e eb e sb e s b et e s et e s eneeneeneas 4

A, HIPOTESIS ..ottt sttt sttt a st s s s s s st n st ees s st st e s s s s e e sas s s s et ansensesansassnssnaasansnansansnenes 5
5. MARCO TEORICO.......coiuoieeiieeieteeee et tesaesee st s st a st ss s s e s st sas s s s sassssessssssesastessssessssassnsesansnanns 6
N Y o gToTo | = = W (ST M (=YY V=T v Vi o | PO SRR 6
5.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas del reSVEIatrOl..........cccviievieiiieeciceeeee e e 7

5.2. Importancia terapéutica de reSVEratrol Y JOSIS ........ccccoiriirieriririeireerie et 8
5.3, FAIMIACOCINELICA ... vttt sttt b et b et bt b et e b et e bt st e st et et st e neebeneetenes 10
5,300 ADSOICION ..ttt b et b ekt b et ekt b et b et b ettt et b et nes 10

5.3.2. DISIIDUCION ...ttt b et bbbt b ettt se st et b et eaes 10

5.3.3. BIOtranSTOMMIECION .......c.eviiuiieiitcitrteet ettt b et bbbttt sttt b et neaes 10

5.3.4, ENMINACION ..ottt ettt ettt b et b et b et bt b et bbbt st s et et b e tenes 11

5.4. Formulaciones inyectables reportadas de reSveratrol ... 11
5.5, INYECTADIES ...t b bt b ettt h bbbt b et e e 13
5.5.1. SOIUCIONES INYECLADIES ......ceeeiieeee ettt st besre et e neenaenes 16

5.5.2. VENICUIOS ...ttt bbbt b et bt bttt sttt b et aes 16

5.5.3. AMOrtIQUAAOIES T8 PH ..ottt ettt e e e st e e baenbesbeesa e beetsentesbeennenes 20

5.5.4. AQENLES ISOLONICOS .....ecviiieiiiitieiieie sttt ettt ettt et e s be et e s teeta e besbeessesbesasesbessaensesteeseentesssensesseensentes 20

5.5.5. ANTIOXIAANTES ..ottt st a et 21

5.5.6. ANLIMICTODIANOS. .....c.oiiiiiiieiiieic bbbttt 22

5.6. Atributos de calidad que debe de tener una solucion inyectable. ..o 23
5.6.1. Libre de partiCulas EXIraNas.........cccceeceieeeeiiceeiesteee ettt s et sre et e s te s e e stesreessesteesaetesssensesseensenes 23

B5.2. PH evveeeeeeeeeeeeeeeee s eese s et s e see et es e e s et ee s e st ee s st s e s et et ee e s es s ee s nes s ee e seres e eeeen 24

5.6.3. ISOIONICIAM. .....c.cviieiiiciiiciec ettt bbbt b et eas 25

5.6.4. ESTENNIAAM .....veniiiiiticie e bbbt 26

5.6.5. LIDre d€ PIFOQENOS.......ccuiiieeieiieteetteteste sttt ettt sttt a e e sa st e aeebeebesba s e s essesseseeseetestensassenseneaseasens 27

5.7. Potencial hemolitiCO & COSOIVENTES.........ccociiiuirieiirieiee ettt 28
5.8. Enfoques para incrementar solubilidad en farmacos poco solubles............cccoveveeviriivienineneeeee, 29

6. PLAN EXPERIMENTAL ..ttt sttt ettt b e bt s ae e s at e et e e be e e bt e she e saeesabesabeebeebeesbeesaeesateeateeseens 32

T. MATERIALES ...t b e s a bbb bbb sa e b b n et ebe e 34



8. EQUIPOS E INSTRUMENTOS ...ttt ettt st st sr e e b e s e s e s reenesresneenne s 36

O. IMETODIOS. ...ttt ettt sttt et be e s bt e s ae e s a et e a bt et e e bt e e bt e s ae e eat e e abeeabeeebeesheeeaeeeabesabeebe e bt e bt esaeesateeabeeteens 37
9.1. EStudios de Pre-fOrMUIACION. ..........coi ettt sttt e e s re et e s teesaesbesaa e tesreessestassnensens 37
9.1.1. Comportamiento espectrofotomeétrico del reSVEratrOl..........cocveviieeiiieecieseceee e 37
0.1.2. SOIUBIIIAAM ...ttt b bbbttt sttt bt 37
0.1.3. MO OIOGIA ..ttt b et b et b et bbbt b e bbb n et b et nes 38
9.1.4. Estabilidad de la materia prima de resveratrol en diferentes medios de pH..........ccoccoeveieieennene 38
9.1.5. Compatibilidad fArmMaco-eXCIPIENTES.........ccoeiriiirieeree ettt 40

9.2. EStUdIOS de TOIMUIBCION.......ooviiiiiiitiieiec ettt ettt ettt 41
9.2.1. Disefio experimental para obtener una solucion 6ptima de resveratrol...........cccccoeevevevvevereenenne. 41

9.3. POtENCIAl NEMOITICO. ... ettt ettt b et 43
9.4. EStUIO de @STADIITAT .......ccveeenieiieiieieeieee ettt sttt ettt b bttt e et neens 44
9.5. Propuesta de procedimiento de fabriCaCiON ...........cooviiiriniiinee s 46
10. RESULTADOS Y DISCUSION ....ovieieeeeeeeeteeeete e tesae e esae s sssae s sss s ses s sssasssssssssssssssssssssassassssasssssssssssassonanns 47
10.1. EStudios de Pre-fOrMUIACION ..........cceeiiiieiee ettt st st e s e et et e e ta et e ereenbesteesaenbesseensenns 47
10.1.1. Comportamiento eSPECtrOfOtOMELIICO ........cceeviiiieeeeceeteceeeerte ettt st s te e nne s 47
10.1.2. SOIUBDINAAA ..ottt sttt b ettt b et e b b et st esene s ebesens 48
10.1.3. MOITOIOGIA ...ttt ettt b et b bbbt e et e s s b et et e st b et et e b e e ebe e eneneas 51
10.1.4. Estabilidad del resveratrol en diferentes medios de PH ........ccccoeviriiiiiininneneeeeeeeeee 52
10.1.5. Compatibilidad fArmaco-EXCIPIENTES.........c.cceecieeeeeeceee ettt ettt e e sbe e ae e e e e ste s e e saesteesnensens 57
10.2. EStUIOS A€ FOMMIUIBCION ...ttt ettt sttt sb e b b 60
10.2.1. Propuesta de fOrMUIACIONES ..........cooviiiieieieceeeete ettt sttt ste e be st e st e s e e stesbeeaesteesnensens 60
10.3. Pruebas de NEMOIISIS.........ccooeiiiiiiiiiee ettt 74

10.4. Desarrollo y validacion de un método espectrofotométrico para la determinacién de resveratrol en

[as fOrmMUIACIONES PAFENLEIAIES.........cceeiieiieeeceeee ettt et e et e s teera e beste et e beessetesbeensasteeseensesssensenes 76
10.4.1. Linealidad del SISTEMA ........cccoeciiiiriiiiiiricicee ettt 77
O ] 1= o 1T o = o PR SRRRRI 79
10.4.3. Linealidad del MELOTO...........c.coiriiieuiiirieiceeee ettt 81
10.4.4. PrecCiSiOn Y @XACHIU .......ccocuiiieiicieecteeece ettt ettt ste s te et e s teebe e besteeabesbeeaaestesssensesteesnensens 84
10.4.5. ReProdUCIDIIAAT ..........ooeeeeeeee ettt st ettt ettt eeesaeeaeseeeneenneas 85

10.5. EStudios de eStabIlidad ...........coueieieieieieeeeeee et 87

L11. CONGCLUSIONES......cc ettt ettt sttt e h et bt et bt e at et e s bt et e s bt eabe bt eat et e sbe e b e sbesatenbesheenbesbeeanenees 102
12, PERSPECTIVAS ettt bbbt bt e bt bt e st s bt e a b et e s bt et e e bt e at e bt ea b et e sbeeabesbesat e besaeenteabeeanents 103
L13. REFERENCIAS ...ttt ettt b e s ht et s bt et s bt e a et e s bt et e e bt e at e bt ea b et e ebeeabesbeeabebesaeenteabeeanentes 104

LA, ANEXOS ... ettt ettt et h e R Rt R e R Rt ae e Rt e a e et R e e e e Rt e R e e R nr e e e re e e rs 111



INDICE DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Estructura quimica de los isbmeros de resveratrol. (A) trans- 3,5,4'-trihidroxiestilbeno, y (B)
(ol S R A {1 a1 To [ (o) A T=Eo) (1] 0T o (o TR 6
Figura 2. Espectros de absorcion en UV/VIS del resveratrol. (Zupancic, Lavric, & Kristl, 2015)............ 8
Figura 3. Ejemplo de un envase saturado de gas inerte para el desplazamiento de oxigeno............. 21
Figura 4. Tonicidad €N EritrOCIIOS. .........coiiiiiiiiiei e 25
Figura 5. Diagrama metodolégico para desarrollar la formulacion de RSV. .........cccoooiiiiiiiiiiiiiienne, 32
Figura 6. Diagrama metodolégico para desarrollar y validar el método para cuantificar RSV............. 33

Figura 7. Barrido de estandar de resveratrol para determinar comportamiento espectrofotométrico.. 47
Figura 8. Solubilidad del resveratrol en diferentes SOIVENLES. ............cuvviiiiiiiiiiiiiccee e, 49
Figura 9. Morfologia del FESVEIALIOL. ........cooiiiiiiiee e e e e e e e 51

Figura 10. Comparacion de cromatogramas de RSV mostrando su estabilidad en diferentes pH’s en
[0S dIfEreNteS AIAS. ...ccce e e 54

Figura 11. Comparacién de espectros de RSV mostrando su estabilidad en diferentes pH’s en los
(0L} (=T (=T 0 (=30 [ - PP 55

Figura 12. Degradacién del resveratrol en pH 2.0, 5.8, 7.0 Y 8.0.....coviiiiiiiiiiiiiiiceece e 56

Figura 13. Espectro de mezclas de solventes con RSV para determinar compatibilidad farmaco-
LSy (ol 01T 0] (S PP PP PPPPPPPPPPP 58

Figura 14. Cromatogramas de mezclas de solventes con RSV para determinar compatibilidad

L 0= (oo R (o o] 1= | (= TSRO 59
Figura 15. Formulaciones iniciales con RSV 50 %0. ........coouiiiiiiiiiiiii 62
Figura 16. Formulaciones del disefio de experimentos con RSV 95.2 %0. .......oovvviiieiiieeiiceeiiiiceee e, 63
Figura 17. Diagramas de pareto estandarizado. .............cuuuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 67

Figura 18. Diagrama de superficie de respuesta para la determinacion de resveratrol determinado por
HPLC en la solucion inyectable...............ooo i 69

Figura 19. Diagrama de superficie de respuesta para la determinacion de resveratrol determinado por
espectrofotometria UV/Vis en la solucion inyectable. ..............ooouiiiiiiiiiiiiiiiiecee e 70

Figura 20. Diagrama de superficie de respuesta para la determinacion de pH en la solucién
Y01 = Lo = 71

Figura 21. Resultados del potencial hemolitico de las formulaciones seleccionadas. ........................ 75


file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451652
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451653
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451655
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451657
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451665
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451667
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451667
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451668
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451668
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451669
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451669

Figura 22. Evaluacion del potencial NEMOITICO. ........cccoviiiiiiiii e 76

Figura 23. Curva de calibracion del resveratrol para determinar linealidad del sistema. .................... 78
Figura 24. Especificidad con formulacion 5. .............ueiiiiiiiiiiiiiie e 80
Figura 25. Especificidad con formulacion 23. .............ooiiiiiiiiiiiiie e 80

Figura 26. Concentracion adicionada vs concentracion estimada para determinar linealidad del
MBLOUO. ..o 82

Figura 27. Comparacién de lineas de regresion para las formulaciones F2, F5y F23 en envase de
VIO, e 91

Figura 28. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes temperaturas
y envase sobre el pH para formulacion 2. ...........oouiiiiiii i 97

Figura 29. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes temperaturas
y envase sobre el pH para formulacion 5. ..........oooiiii i 97

Figura 30. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes temperaturas
y envase sobre el pH para formulacion 23. ...........oooo i 97

Figura 31. Evaluacion fisica de las formulaciones sometidas a estabilidad acelerada. ...................... 98

Figura 32. Cambio de color en la solucidon de la F23 en envase de vidrio ambar a 60°C después de
[AS 24 NOTAS. ... 99

Figura 33. Comparacién de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes temperaturas
y envase sobre % resveratrol para formulacion 2. ... 101

Figura 34. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes temperaturas
y envase sobre % resveratrol para formulacidn 5. ... 101

Figura 35. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes temperaturas
y envase sobre % resveratrol para formulacion 23.............oooiiiiii i 101


file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451681
file:///C:/Users/ACER/Desktop/Documentos%20finales%20para%20titulacion/Tesis%20final%20Iris%20Blanco.docx%23_Toc83451681

INDICE DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Ejemplos de formas farmacéuticas de resveratrol en el mercado............ccccvvvvvvvvemnnrieninnnnnnnn. 9
Tabla 2. Ventajas y desventajas de [0S iNYeCtables. ..............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeees 15
Tabla 3. Requerimientos que deben cumplir I0s inyectables. ... 15
Tabla 4. Enfoques para incrementa la solubilidad. ..................uuiiiiiiiiii e 30
Tabla 5. Ejemplos de productos parenterales comercializados que hacen uso de cosolventes. ........ 31
Tabla 6. Resumen de condiciones de analisis de estabilidad en diferentes medios de pH................. 39
Tabla 7. Disefio eXPeriMENtal 33, ........co oottt ettt 42
Tabla 8. Matriz del diSER0 eXPEriMENTAL .........ccccci i e e e e e e e e aeaanes 42
Tabla 9. Disefio experimental codificado de soluciones inyectables de RSV y resultados de la
MEICION dE 1AS FESPUEBSEAS. .....cceiieeiiiiiii e e e e et e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e s ae e e eeeaeeeettaa e aaeaaes 61
Tabla 10. Andlisis de Varianza para contenido de RSV (%) determinado por UV/Vis. ...........ccocevee. 64
Tabla 11. Andlisis de Varianza para contenido de RSV (%) determinado por HPLC......................... 64
Tabla 12. Andlisis de Varianza para PH INY........oooiiiiiiii i e e e e e e e eanees 65

Tabla 13. Cantidades 6ptimas de los cosolventes a emplear para la formulacion parenteral de RSV.73
Tabla 14. Formulaciones SElECCIONAUAS. .......coieiiiiieieiiiiiei e et e et e e e e e e eeeaeaa e e e e eeeeeeanes 74
Tabla 15. Datos de concentraciones de la curva de calibracién de resveratrol para evaluar linealidad

[0 =T IS ES] (T - USRS 77
Tabla 16. Parametros obtenidos de la regresion de la curva de calibracion de resveratrol para evaluar
[ITaT=T= 1o F= Vo e [=T =Y 1S3 (=] o g T R 78
Tabla 17. Analisis de varianza para determinar la linealidad del sistema con un nivel de significancia
(oL I LT PP PPPPPPPP 79
Tabla 18. Datos de concentracion adicionada vs concentracion recuperada para determinar linealidad
del método a partir de placebos Cargados. .........cooiiiiiiiiiii e 82
Tabla 19. Datos de los parametros obtenidos para determinar linealidad del método........................ 83
Tabla 20. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del método con un nivel de significancia

(0 o LT PSP 83
Tabla 21. Datos de concentracién adicionada vs concentracion estimada para determinar precision y
exactitud del método a partir de placebos Cargados. ..........oevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeee e 84
Tabla 22. Datos de regresion para determinar precision y exactitud del método.............ccccvvvvvennnnnes 85
Tabla 23. Cantidad estimada de Resveratrol a partir de placebos cargados para evaluar
reproducibilidad del método (Precision intermedia del Método). .........ocvvvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 86
Tabla 24. Resultados de las evaluaciones de % resveratrol en las formulaciones durante el periodo
de estabilidad en envase de Vidrio AMDAr. .............uuuuiiiiiiiiiii e ——————————————— 89
Tabla 25. Resultados de las evaluaciones de % resveratrol en las formulaciones durante el periodo

de estabilidad en envase de Vidrio tranSPArENTE. ...........uuuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiieeiaeeeaee e 90



Tabla 26. Aplicacion de la ecuacion de AIThENIUS. ..........ciiiiiiii i e e e e aeannes 92
Tabla 27. Aplicacion de la Ecuacion de ArrhENiUS...........ciiiiiiiiieecce e e e e e e eaaees 93
Tabla 28. Resultados de las evaluaciones de pH en las formulaciones durante el periodo de

estabilidad en envase de Vidrio tranSPArENLe. ...........oouuiuiiiiieee i e e e e e et eaeaaaanen 95

Tabla 29. Resultados de las evaluaciones de pH en las formulaciones durante el periodo de

estabilidad en envase de Vidrio AMDAT. ... 96
Tabla 30. Condiciones cromatograficas para el analisis de RSV...........ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 117
Tabla 31. Resultados de intervalos de confianza para F2. ... 119
Tabla 32. Resultados de intervalos de confianza para F5. ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 119

Tabla 33. Resultados de intervalos de confianza para F23. ...............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiienee 119



SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

mL Mililitros

mg Miligramo

Mg Microgramos

nm Nanometros

pm Micrometros

RSV Resveratrol

t-RSV Trans-resveratrol

FD Factor de dilucion

FDA Food and Drug Administration
FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
USP Farmacopea de Estados Unidos
PG Propilenglicol

PEG Polietilenglicol

EtOH Etanol

NaOH Hidréxido de sodio

v Intravenosa

IM Intramuscular

BA Alcohol bencilico

N Normalidad

LI Limite inferior

LS Limite superior

K Constante de velocidad de reaccion
too Tiempo en el cual el farmaco se ha degradado el 10% de su concentracion
% Porcentaje

°C Grados Celsius

°K Grados kelvin

pKa Constante de acidez



VA
VT
rrm

CV%

IC (B)
IC(Bo)
IC(W)
m

b
UV/Vis

HPLC

Envase de vidrio ambar

Envase de vidrio transparente

Revoluciones por minuto

Porcentaje de coeficiente de variacion
Coeficiente de determinacién

Coeficiente de correlacion

Intervalo de confianza de la pendiente
Intervalo de confianza de la ordenada a la origen o intercepto
Intervalo de confianza de la media aritmética
Pendiente

Intercepto

UV visible

Cromatografia de liquidos de alta resolucién



INTRODUCCION

LEDEFAR
1. INTRODUCCION
Muchos de los farmacos desarrollados que son de baja solubilidad presentan una
biodisponibilidad baja, o bien variable y, por lo tanto, una variabilidad en la respuesta
clinica (Williams, Trevaskis, Charman, Shanker, & Charman, 2013) Todo lo anterior
presenta un mayor reto para los cientificos farmacéuticos en el desarrollo de
medicamentos. Siendo esto uno de las probleméticas en la industria farmacéutica durante
muchas décadas (Michael, 2014). Es asi que, al encontrar nuevos farmacos para la cura
de enfermedades, los tratamientos no llegan a ser efectivos a causa de la baja solubilidad
(Michael, 2014). Entonces en 1995, se introdujo el sistema de clasificacion
biofarmacéutica (BCS) para facilitar el desarrollo de medicamentos, clasificando las
moléculas del farmaco segln su solubilidad y permeabilidad (Michael, 2014).
La baja solubilidad también se presenta en grupos activos naturales, como los polifenoles
tal es el caso del resveratrol (RSV) (Seljak, German, Ga, & Pobirk, 2018). A pesar de la
baja solubilidad de este compuesto, exhibe una alta permeabilidad de la membrana y por
eso puede considerarse un compuesto de clase Il de acuerdo al BCS (Amri, Chaumeil,
Sfar, & Charrueau, 2012).
El resveratrol (RSV) es un polifenol que, entre otras fuentes, se encuentra en las uvas vy,
por esta razén, los vinos tintos también contienen cantidades considerables de este
compuesto (Neves, Licio, Lima, & Reis, 2012). El interés en el resveratrol ha aumentado
debido a sus efectos farmacolégicos, que incluyen cardioproteccién, neuroproteccion y
otras acciones benéficas por ejemplo, antioxidantes, antiinflamatorios, anticancerigenos y
antienvejecimiento (Neves et al., 2012). En cuanto a las propiedades neuroprotectoras del
resveratrol existen estudios que han demostrado que reduce la incidencia de la
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, Huntington y los accidentes
cerebrovasculares (Kwon et al., 2011; Pefialver, Efres, Norma, & Marta, 2018). EI RSV ha
atraido interés muy alto debido a los grandes beneficios que ofrece a la salud. Sin
embargo, su baja biodisponibilidad presenta una barrera para el desarrollo de
aplicaciones terapéuticas especialmente por via oral. Sabiendo esto existen grandes
investigaciones de estrategias recientes dirigidas a la obtencién de formulaciones de
resveratrol para cruzar las limitaciones debido a su baja solubilidad; por ejemplo:
liposomas, nanoparticulas biodegradable, emulsiones, ciclodextrinas, entre otras (Amri et
al., 2012; Mardare, 2001; Matos et al., 2018; Rajput & Butani, 2019). No obstante estas

estrategias no son simples debido a los largos procesos de fabricacion y altos costos.
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A pesar de las propiedades benéficas para la salud que ofrece el resveratrol, el presentar
baja solubilidad y efecto de primer paso da como resultado una escasa biodisponibilidad
después de su administracion oral (Rajput & Butani, 2019). Por tal motivo es relevante
optar por otra estrategia que permitan mejorar la administracion integra del resveratrol
para lograr los efectos terapéuticos deseados; teniendo como opcién una via de

administracion alterna a la via oral, la via parenteral.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mercado existen actualmente formas farmacéuticas de via oral (cdpsulas, tabletas,
jarabes y polvos) para la administracion del resveratrol. No obstante, una de las grandes
desventajas que se tiene para esta via es que se tienen que emplear dosis altas a causa
de su baja biodisponibilidad, ademas de que no se garantiza la administracion integra del
resveratrol. Por ende se desarroll6 una formulaciébn parenteral (intravenosa) para
garantizar la administracion eficaz del resveratrol, esto mediante el desarrollo de una

estrategia que permita obtener en solucion el resveratrol y que esta pueda ser
administrada via parenteral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar una formulacion de resveratrol en una solucién inyectable mediante el uso de
cosolventes que permitan aumentar su solubilidad para obtener una solucién con

potencial hemolitico no significativo y estable.

3.2 Objetivos particulares

1. Hacer una investigacibn documental sobre las caracteristicas fisicoquimicas,
formulaciones y métodos analiticos tanto de identificacibn como de cuantificacion
de resveratrol.

2. Realizar la caracterizacion del resveratrol para definir condiciones de analisis de
cuantificacién y desarrollo de formulaciones.

3. Hacer estudios de compatibilidad de excipientes con resveratrol para establecer
posibles formulaciones.

4. Comparar las formulaciones obtenida en base a un disefio experimental para
seleccionar las que presenten mejor estabilidad fisica.

5. Realizar pruebas de hemolisis de formulaciones con mejor estabilidad fisica para
determinar su potencial hemolitico empleando sangre humana.

6. Hacer un estudio exploratorio de estabilidad acelerada de las formulaciones con
mejor estabilidad fisica para estimar su periodo de vita util.

7. Desarrollar y validar un método de analisis para cuantificar resveratrol en

formulaciones parenterales desarrolladas mediante espectrofotometria UV/Vis.
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4. HIPOTESIS

Si se desarrolla apropiadamente los estudios de preformulacién y formulacién se podra

obtener el resveratrol en una solucién inyectable que sea estable.
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5. MARCO TEORICO

5.1. Monografia del resveratrol

Nombre comun Resveratrol
Nombre quimico 3,5,4'-trihidroxiestilbeno
Sinénimos = (E) -5- (2- (4-hidroxifenil) etenil) -1,3-bencenaodiol (E) -5-
(2- (4-hidroxifenil) etenil) -1,3-bencenodiol
= (E) -resveratrol
= 3,4’ 5-trihidroxi-trans-estilbeno
= 3,4, 5-trihidroxiestilbeno
= 3,5,4'-trihidroxiestilbeno
= 5-[(E) -2- (4-hidroxifenil) vinil] benceno-1,3-diol
» trans-resveratrol
Formula condensada Cj4H;,0;

Estructura

(A)
OH

(B)
HO
o5
OH ‘

HO

Iy
Figura 1. Estructura quimica de los isbmeros de resveratrol.
(A) trans- 3,5,4'-trihidroxiestilbeno, y (B) cis- 3,5,4'-

trinidroxiestilbeno.

Apariencia Sdlido cristalino. La apariencia depende de su pureza.

Descripcion El resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) es una fitoalexina
polifendlica. Es un estilbenoide, un derivado del estilbeno, y
se produce en plantas con la ayuda de la enzima estilbeno
sintasa. Existe como dos isOmeros estructurales: cis- (Z2) y
trans- (E). La forma trans es una molécula que puede

presentar oxidacion y también puede sufrir isomerizacion a
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la forma cis cuando se calienta o se expone a radiacion
ultravioleta. Se ha afirmado que es facilmente degradado
por la exposicion a la luz, altas temperaturas y el oxigeno.
Sin embargo, los estudios encuentran que trans-resveratrol
sufre una oxidacion insignificante en la atmoésfera normal a
temperatura ambiente (Prokop, Abrman, Seligson, & Sovak,
2006).
El trans-resveratrol presenta baja solubilidad pero exhibe
una alta permeabilidad de la membrana, por ello es un
compuesto de clase Il en el Sistema de clasificacion
biofarmaceéutica.

Numero CASS 501-36-0

(Kwon et al., 2011; Pefialver et al., 2018; Protocols, 1991), www.drugbank.ca

5.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas del resveratrol

Peso molecular 228.2433 g/mol

Punto de fusion 254°C
Agua 0.0688 mg/ml

Solubilidad Dimetil Sulféxido (DMSO) y etanol 50mg/ml
Dimetil formamida (DMF) 100mg/ml
pKa pKal 8.99
pKa2 9.63
pKa3 10.64
Constante de particion 3.1
UV/Vis Long. de onda maxima 218, 307, 321 nm

www.drugbank.ca; https://pubchem.ncbi.nim.nih.qgov/
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Hbsorbancia

200.0 225.0 250.13I 2?‘5.'& ' I.'!l:l'ELIJI 32‘5_0 350.0 37"5,0 o nm
Longitud de enda (nm)

Figura 2. Espectros de absorcion en UV/VIS del resveratrol. (Zupancic, Lavric, & Kristl,
2015).

5.2. Importancia terapéutica de resveratrol y dosis

En los ultimos afios el interés por estudiar el resveratrol ha aumentado de manera
considerable debido a sus efectos farmacolégicos, que incluyen cardioproteccion,
neuroproteccion y otras acciones benéficas por ejemplo, antioxidantes, antiinflamatorios,
anticancerigenos y antienvejecimiento (Gao & Hu, 2005; Moshawih, Mydin, Kalakotla, &
Jarrar, 2019; Neves et al., 2012; Shanan, GhasemiGharagoz, Abdel-Kader, & Breitinger,
2019). En cuanto a las propiedades neuroprotectoras del resveratrol existen estudios que
han demostrado que reduce la incidencia de la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, Huntington y los accidentes cerebrovasculares (Kwon et al., 2011; Pefialver et
al., 2018).

Diversas investigaciones han realizado pruebas sobre los efectos del resveratrol
empleando dosis aplicadas a modelos biol6gicos para pruebas in vivo y estudios clinicos
en humanos, variando dichas dosis segun el objetivo del estudio abarcando dosis orales,
inyectables via intraperitoneal e intravenosa, que van de 0.6 mg/kg/dia hasta los 10, 15y
20 mg/kg/dia de resveratrol, para el primer caso de tipo de estudio (Park & Pezzuto, 2015;
Yu et al., 2002), y de 25 mg, 500 mg hasta 1 g al dia respectivamente (Amri et al., 2012;
Chéavez, Ocafas, Castafieda, Tamez de la O, & Verastegui, 2014; Elshaer, Chen, Wang,
& Tang, 2018; Park & Pezzuto, 2015; Yu et al., 2002). El resveratrol se encuentra
comercialmente como suplemento alimenticio en dosis de 20 a 500 mg, cominmente,
para la administracion via oral. Algunos ejemplos de productos comerciales de resveratrol

se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Ejemplos de formas farmacéuticas de resveratrol en el mercado.

Presentacion

Nombre del y contenido Via de Lugar Fabricante Imagen del
producto de administracion 9 producto
resveratrol

250 mg por US RITE AID

Resveratrol capsula PHARMACY

Frasco con
60 gramos de o
Trans- reqsveratrol Oral us FourRealms ==
Resveratrol -
puro en Ze
polvo. -

S5 850
Resveratrol 500, mg por Oral Tailandia  Supplement Resveratro
capsula Labs ot

www.micromedexsolutions.com, https://www.drugbank.ca

Pagina | 9
Iris Anahi Blanco Alcantara


http://www.micromedexsolutions.com/
https://www.drugbank.ca/

MARCO TEORICO

LEDEFAR

5.3. Farmacocinética

5.3.1. Absorcioén

Las formas de dosificacion, las condiciones fisiolégicas de los pacientes y la dieta pueden
afectar la absorcidén del resveratrol. El resveratrol es rdpidamente absorbido en el tracto
gastrointestinal (GI) después de la administracion oral con una concentracion (Cmax) que
se da en los primeros 30 minutos y 1.5 a 2 horas después de dosis bajas y dosis mas
altas respectivamente, todo esto en estado de ayuno (Amri et al., 2012; Huang et al.,
2019).

5.3.2. Distribucién

Aunque la distribucion de resveratrol en todo el cuerpo humano no ha sido completamente
estudiado o bien, determinado, un estudio demostré que el resveratrol se concentra en
6rganos como el cerebro, el higado, el intestino y la grasa (Huang et al.,, 2019). El
resveratrol se reporta que se une a proteinas séricas como lipoproteinas, hemoglobina y

albumina, las cuales facilitan su transporte (Amri et al., 2012; Neves et al., 2012).

5.3.3. Biotransformacion

Los enterocitos y los hepatocitos son las principales células biotransformadoras del
resveratrol después de su administracion oral (Huang et al., 2019).

El resveratrol sufre cambios bioquimicos extensos de fase | (oxidacion, reduccion e
hidrolisis) y fase Il (acido glucurdnico, sulfato y metilo) inmediatamente después de la
ingestién, metabolizandose en conjugaciones de acido glucurénico y sulfato de los grupos

fendlicos en las células epiteliales hepaticas e intestinales (Neves et al., 2012).
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5.3.4. Eliminacién

En el dltimo proceso todos los metabolitos del resveratrol se eliminan del organismo a
través de la orina y de las heces. Una casi completa eliminacion del resveratrol y sus
metabolitos, se observa después de las 72 horas de la dosis Unica (Neves et al., 2012).
Los dos principales metabolitos del resveratrol descubiertos en orina son los
monoglucurénidos de trans-resveratrol y dihidro-resveratrol. La recuperacion total de las
conjugaciones de glucurdnico y sulfato en la orina y las heces de los humanos reportados
en literatura han sido aproximadamente el 71-98 % después de las dosis orales y del 54-

91 % después de las dosis intravenosas. (Amri et al., 2012; Neves et al., 2012).

5.4. Formulaciones inyectables reportadas de resveratrol

A nivel investigacion existen algunos estudios realizados donde emplean diferentes
estrategias para mejorar la solubilidad del resveratrol y la administracion integra de este
por via parenteral. A pesar de que se han presentado nuevas estrategias de
formulaciones inyectables de RSV estas estan todavia lejos de optimizarse, en algunos
casos, 0 bien no se encuentran como tal en el mercado, ademas de que suelen ser
estrategias que son costosas y que implican un tiempo de proceso largo, y principalmente
los estudios de formulacion para el resveratrol van mas enfocados a via oral, aunque ha
demostrado ser una via no tan eficaz para la administracion del RSV. A continuacion se

mencionan algunas de las investigaciones:

Thomas Walle, Faye Hsieh et al., (2004) llevaron a cabo un estudio en donde evaluaron el
proceso de absorcion, biodisponibilidad y metabolismo del resveratrol después de la
administracién via oral y via intravenosa, dichos investigadores realizaron el estudio in
vivo con voluntarios humanos. Para realizar la evaluacion, particularmente hablando de
via intravenosa, los investigadores se dieron a la tarea de obtener en solucién el
resveratrol y para ello disolvieron 1.5 mg del activo en 1.5 ml de etanol al 100%, una vez
obtenida esta sencilla formulacion procedieron a realizar pruebas de esterilidad y
pirégenos. Posteriormente, antes de realizar la administracion intravenosa, tomaron 0.2 ml
de esta solucion para agregarla a 10ml de una solucién salina estéril (Thomas Walle,
Faye Hsieh, Mark H. DeLegge, John E. Oatis, Jr. & Department, 2004).
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En otra investigacién Hung, Chen, Liao, Lo, & Fang., (2006) desarrollaron una estrategia
para incorporar resveratrol en combinaciones de emulsiones y liposomas para su
posterior inyeccion intraperitoneal. Dichas mezclas de emulsién-liposoma estaban
compuestas de aceite de coco, lecitina de soja, glicerol y tensoactivos no iénicos. Para la
administracion de las formulaciones los investigadores emplearon como vehiculo 30 %
etanol en buffer pH 7.4. Una vez obtenidas las formulaciones se realizaron pruebas de
hemolisis y la examinacion histoloégica de los modelos experimentales (C.-F. Hung, Chen,
Liao, Lo, & Fang, 2006; C. F. Hung, Fang, Liao, & Fang, 2007). (C.-F. Hung, Chen, Liao,
Lo, & Fang, 2006); (C. F. Hung, Fang, Liao, & Fang, 2007)

Das, Lin et al., (2008) realizaron un estudio que tuvo como objetivo determinar el impacto
de la solubilidad acuosa y la manipulacion de dosis en la farmacocinética del resveratrol.
Dicho estudio fue realizado empleando la via oral y via intravenosa, para ello los
investigadores prepararon formulaciones intravenosas y orales de resveratrol que fueran
solubles en agua empleando hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) y B-ciclodextrina
metilada al azar (RM-B-CD) respectivamente. La sal de sodio y la suspension de
resveratrol en carboximetilcelulosa (CMC) fueron empleadas para el desarrollo de las
formulaciones intravenosas de resveratrol (Das, Lin, Ho, & Ng, 2008).

El investigador Frozza et al., (2010) se encargaron de desarrollar nanocapsulas
suspendidas cargadas de resveratrol, para garantizar la administracion integra del activo
por via intraperitoneal.

Los investigadores evaluaron con las formulaciones planteadas la distribucién de las
nanocapsulas en el tejido cerebral esto mediante rutas intraperitoneales (i.p.) y de sonda
en ratas sanas. Las nanocapsulas de resveratrol mostraron mayor concentracion de este
a nivel cerebral, asi como en higado y rifion en comparacion a una formulacién de
resveratrol libre, sin encapsular, que contenia Unicamente NaCl 0.9% con dimetilsulfoxido
(DMSO) al 30 % (Frozza et al., 2010).

Para el 2011, Coimbra et al., tuvieron una idea innovadora para solubilizar compuestos de
baja solubilidad acuosa sin el uso de solventes y asi poder administrar de manera
intravenosa, uno de sus activos de estudio fue el resveratrol. Coimbra et al., desarrollaron
formulaciones liposomales.y como resultados demostraron que la 3-oxo-C12-homoserina
lactona lipofilica y los derivados de estilbeno se pueden cargar en la bicapa lipidica

liposémica con eficiencias del 50-70 % y de este modo, los liposomas solubilizan estos
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compuestos, permitiendo la administracion intravenosa ademas de conservar el activo de
manera estable (Coimbra et al., 2011).

Vijayakumar et al., (2016) mejoraron la vida media biolégica del resveratrol para via
intravenosa a través de la nanotecnologia, estableciendo una formulacion de
nanoparticulas de lipidos solidos recubiertos con succinato de d-a-tocoferil polietilenglicol
1000 (TPGS) cargadas de resveratrol (RSV-TPGS-SLN). Las formulaciones de RSV-TPGS-
SLN las prepararon mediante un método de evaporacion por emulsion de disolvente y
caracterizaron las nanoparticulas obtenidas. Realzaron los estudios de farmacocinética y
biodistribucién, después de la administracion intravenosa en ratas. Para la administracion en
ratas, las nanoparticulas fueron resuspendidas en una solucion de cloruro de sodio al 0.9%
posteriormente de haber evaluado el potencial hemolitico de la formulacion (Vijayakumar et al.,
2016).

Destacando también la investigacion realizada por Katekar et a., (2019) quienes
desarrollaron una formulacion de micelas mixtas cargadas con RSV utilizando Pluronic F-
127 (PF-127) y succinato de d-a-tocoferil polietilenglicol 1000 (TPGS) mediante el proceso
de hidratacion de pelicula. Dichas formulaciones se caracterizaron en cuanto a tamafio de
particulas, potencial zeta, eficacia, carga de farmaco y potencial hemolitico de las micelas
debido a que estas tenian el propdsito de administrarse intravenosamente. Realizaron un
estudio farmacocinético en ratas en donde determinaron la formulacién optima de acuerdo

a las caracterizaciones realizadas (Katekar et al., 2019).

5.5. Inyectables

En primera instancia una forma farmacéutica se define como la disposicion fisica que se
da a los farmacos y aditivos para constituir un medicamento y facilitar su dosificacion y
administracion (FEUM, 2018). Existen diversas formas farmacéuticas que tienen la
finalidad de facilitar la administracion de activos o farmacos al organismo, entre las mas
comunes destacan los aerosoles, capsulas, tabletas o comprimidos, cremas, emulsiones,
suspensiones, geles, grageas, 6vulos, parches, ungiientos, soluciones, entre otros. Cada
una destinada a una via de administracion especifica ya sea enteral (cuando la
administraciébn es en algun sitio del conducto digestivo) o parenteral (cuando la

administracion es por la via diferente a la enteral) (FEUM, 2018).
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Para el presente trabajo se hizo énfasis en la forma farmacéutica de tipo solucion para
una via de administracion parenteral ya que la formulacion desarrollada serd destinada
para dicha via y por ello primero se debe entender como se define un inyectable.
A continuacion se muestran las definiciones de inyectables descritas por las farmacopeas:
La USP utiliza el término “Articulos parenterales” para referirse a los inyectables y
definirlos como aquellas preparaciones destinadas para inyeccion a través de la piel u
otro tejido externo, en lugar de la via alimentaria, administrando sustancias activas
directamente en un vaso sanguineo, érgano, tejido o lesion, usando la fuerza de la
gravedad u otra fuerza (USP40, 2016).
Por su parte, la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) maneja el término
“preparaciones inyectables” para hacer referencia a los inyectables y definirlos como
soluciones, suspensiones o emulsiones estériles, que contienen uno o mas farmacos
preparados por disolucién o suspensién del principio activo y otros aditivos en agua para
inyecciébn o en un liquido no acuoso o en una mezcla de liquidos miscibles entre si,
envasados en recipientes adecuados, que se destinan para introducirse al organismo
parenteralmente (FEUM, 2018).
Para fines del presente trabajo, debido a que se enfocdé en el desarrollo de una
formulacién parenteral, el término adoptado serd el dado por la FEUM pues abarca las
formas en que puede estar presentar un inyectable a diferencia de la USP que apunta

mas a la via de administracion.

Las preparaciones inyectables son necesarias porque existe la necesidad de un efecto
terapéutico muy rapido o porque el compuesto farmacologico no esta disponible
sistematicamente por vias de administracién no inyectable como es la via oral; siendo
esto una de las grandes ventajas de las formas parenterales (Tabla 2). Los inyectables,
en comparacion con las formas farmacéuticas orales, permiten su aplicacion en pacientes
gue estan inconscientes y no pueden deglutir una forma farmacéutica via oral (FEUM,
2018).
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de los inyectables.

Ventajas Desventajas

e Necesidad de trabajar con
materiales y equipos muy
especificos.

e Se puede tener un efecto inmediato o, incluso,
instantaneo.

e Cuando se requiere evitar destruccion o la
inactivacion de principios activos a causade los e Uso de personal manipulador
jugos digestivos o por las condiciones competente
particulares de las mucosas.

e Se puede emplear en casos donde el activo no
o . : e Efectos dolorosos
se absorba por la mucosa gastrica o intestinal.

e Cuando el activo presente un efecto de primer
paso muy importante.

e En caso de requerir minimizar ciertos efectos
secundarios por vomitos u obstruccion
intestinal.

e Cuando se requiere asegurar la absorciéon
integra de la dosis administrada.

e Riesgos de infeccion

(Jato, 2001)

De acuerdo a la FEUM las preparaciones inyectables pueden ser fabricadas por
diferentes procedimientos, los cuales estan diseflados para asegurar que cumplan con los
requerimientos de esterilidad, pir6genos, particulas extraflas y de otros contaminantes
(Tabla 3) (FEUM, 2018).

Tabla 3. Requerimientos que deben cumplir los inyectables.

Caracteristicas y requerimientos para los inyectables

e Esterilidad

e Libre de pir6genos

e Libre de particulas extrafas

e Estable: no solo fisicamente y quimicamente sino también microbiolégicamente
e |sotonicidad

e pH (lo mas cercano al fisiol6gico)

(Gupta & Brazeau, 1999; Lozano, 2012)
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5.5.1. Soluciones inyectables

Una solucién estd definida como aquella forma farmacéutica liquida transparente y
homogénea que contiene una o mas sustancias quimicas, como son farmacos o
excipientes, disueltos en un disolvente acuoso o0 no acuoso, o una mezcla de disolventes
miscibles entre si (USP, 2015). Las preparaciones de las soluciones inyectables suelen

constar de:

e Principio activo
e Vehiculo (s) o disolvente (s)

e Sustancias auxiliares o excipientes (en caso de requerirlo)

Las soluciones destinadas a la administracion parenteral, al igual que otras formas
parenterales, deben ser estériles, y biocompatibles con el sitio de administracién. Es
decir, deben considerarse factores como son: tonicidad, pH, pirogenicidad, particulas

extrafias y compatibilidad fisicoquimica, entre otros (Jato, 2001).

5.5.2. Vehiculos

El vehiculo es una sustancia liquida inerte que se emplea en formulaciones farmacéuticas
liquidas para diluir el complejo total hasta llegar a un volumen o peso determinado. El
vehiculo principal para la fabricacion de preparados inyectables es el agua, por su puesto
esto es debido a su caracteristica de elemento fisiol6gico y su constante dieléctrica
elevada lo que permite la disolucion de electrolitos. Sin embargo, para ciertos casos
particulares, puede ser necesario utilizar otros disolventes para la administracion de
activos de baja solubilidad y activos inestables en medios acuosos por esta razén existen

los vehiculos acuosos y los no acuosos (Jato, 2001).

5.5.2.1. Vehiculos acuosos

El agua para preparaciones inyectables (agua p.p.i) es un producto destinado a la
preparacion de medicamentos via parenteral en los que el vehiculo es acuoso, y a la

dilucion o disolucion de sustancias o preparaciones de administracion parenteral en el
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momento de empleo, se le llama agua esterilizada para preparaciones inyectables (Jato,
2001). Existen otros tipos de agua para inyeccion contempladas en algunas farmacopeas,
tales como el agua bacteriostatica (agua esteril p.p.i., con agentes conservantes) y
soluciones de electrolitos en agua p.p.i., las cuales son destinadas a preparaciones para
infusion (Jato, 2001).
El agua destinada a preparaciones de inyectables debe reunir condiciones particulares, es
decir, el agua estéril para inyectables, tal como lo dice su nombre, no debe contener
microorganismos. Asi mismo el agua p.p.i. tampoco debe contener pirdgenos y aunque
estos puedan ser eliminados de las soluciones obtenidas, es preferible evitar su presencia
desde que inicie la preparacion (Monroy, 2003).

El agua p.p.i. puede ser obtenida por destilacion u otra tecnologia que demuestre la
eliminacion de sustancias quimicas, microorganismos y endotoxinas, esto puede ser
partiendo de agua potable o agua purificada sometiéndola de igual manera a un proceso
de destilacion (FEUM, 2018).

5.5.2.2. Vehiculos no acuosos

Para la seleccién de un vehiculo no acuoso se debe tener en cuenta varios aspectos,
tales como que no resulte tdxico, no sea irritante y no exista ningun efecto adverso sobre
algun componente de la formulacién. También se deben considerar ciertas propiedades

de los vehiculos no acuosos entre ellos estan:

¢ Solubilidad y miscibilidad con el agua: de acuerdo a estas propiedades los
vehiculos no acuosos se clasifican en dos grupos, hidrosolubles y liposolubles.
La caracteristica de solubilidad en agua tiene influencia en la difusién y sobre la
velocidad de accion del activo (Jato, 2001).

e Viscosidad: algunos disolventes no acuosos son muy Viscosos, provocan que la
inyeccion sea mas dolorosa y alente la difusiéon del activo. Aunque esto Ultimo
mencionado puede presentar una ventaja siempre y cuando se desee una accién
prolongada del medicamento (Jato, 2001).

e Pureza: una ventaja que ofrecen los disolventes no acuosos es ser menos
contaminables por microorganismos que el agua. Sin embargo, en los productos

de sintesis es necesario comprobar la ausencia de productos derivados del
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método obtencidn, que pueden ser toxicos. Para mezclas de isémeros o de
polimeros de composiciones mas complejas, hay que realizar una revisién de
normas limites de las farmacopeas (limites de viscosidad, densidad, indices
diversos etc.) (Jato, 2001).

5.5.2.2.1. Vehiculos no acuosos miscibles en agua

Entre los vehiculos no acuosos miscibles en agua destacan los siguientes:

o Etanol: permite mejorar la solubilidad de diversos farmacos y también
conservar los preparados debido a que ejerce una accién bactericida. Una
ventaja que ofrece es que a pequefias dosis no es toxico; sin embargo,
entre las desventajas es que las preparaciones inyectables con etanol son
dolorosas por ello es recomendable no emplear concentraciones
superiores al 20 0 25 % (Gupta & Brazeau, 1999; Jato, 2001). No obstante,
el porcentaje de etanol empleado en formulaciones parenterales ha sido
muy variado, pues existen soluciones inyectables que contienen desde 4 %
de etanol hasta un 40 % y 70 %, de acuerdo a lo reportado por la FDA en
su base de datos para la busqueda de ingredientes inactivos aprobados
para productos farmacéuticos (Gupta & Brazeau, 1999; Jato, 2001).

e Propilenglicol (PG): es un liquido viscoso, incoloro, inodoro y un poco mas
denso que el agua. Ademas es higroscépico, miscible con el agua, etanol y
con ciertos solventes organicos. Se puede emplear en concentraciones que
abarcan 10-60 % como disolvente de principios activos que son insolubles
0 inestables en solucion acuosa, posee una accién bactericida parecida al
etanol, siendo una gran ventaja de sus propiedades. Asi mismo, entre otras
ventajas, son bien absorbidos y con baja toxicidad, se pueden emplear en
preparaciones destinadas a las vias subcutdneas e intramusculares
(aunque se inyectaran de manera lenta) (Gupta & Brazeau, 1999; Jato,
2001).

e Polietilenglicol (PEG): son polimeros de condensacion del 6xido de etileno
y agua representados por su férmula general HOCH,-(CH,-O-CH,),-

CH,OH. Permiten aumentar la solubilidad y la estabilidad de diferentes
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activos. Para el caso de preparaciones inyectables se emplean los PEG
liquidos de peso molecular inferior a 600. El PEG mas utilizado es el PEG
300, sin embargo también suelen emplearse PEG 200, PEG 400 y PEG
600, hasta concentraciones de 50 % (Jato, 2001); existen formulaciones
con PEG400 reportadas que lo han empleado hasta 60 % (Gupta &
Brazeau, 1999). Los PEG presentan ciertas incompatibilidades, de las que
destacan es la inhibicion del poder antimicrobiano de los parabenos y la
disminucion de la actividad de algunos antibiéticos como la penicilina
(Gupta & Brazeau, 1999; Jato, 2001).

e Glicerol: también conocido como “glicerina”. El glicerol tiene un elevado
poder disolvente y permite la disolucion de acidos (minerales y organicos),
de sales y azucares. Al ser inyectado presenta irritacion, por lo que no es
recomendable usarlo arriba del 5 % para aquellos preparados destinado a
la via intravenosa y el 30 % para el caso de via intramuscular.

e Otros vehiculos acuosos miscibles con el agua: otros vehiculos acuosos
empleados son el lactato de etilo, alcohol benzilico, el butilenglicol, el

glicofurol y la dimetilformamida (Gupta & Brazeau, 1999; Jato, 2001).

5.5.2.2.2. Vehiculos no acuosos liposolubles

Entre los grupos de vehiculos no acuosos destacan los siguientes:

e Aceites: son de origen vegetal, se emplean para aquellas formulaciones
inyectables en las cuales los principios activos son liposolubles. Los mas
utilizados son el aceite de oliva, el de soja, el de algodén y el de sésamo.
De manera general deben de ser limpidos, neutros y no estar oxidados. Asi
mismo deben cumplir con ciertos requisitos quimicos para cada aceite en
las farmacopeas, entre ellos esta indice de acidez, de saponificacion, de
iodo, y de peroxidos. Los aceites tienen la gran ventaja de no ser toxicos,
pero al ser mayormente vistosos que los disolventes aumentan el dolor
causado por la inyeccion. Los aceites se emplean comUnmente para
preparaciones inyectables destinadas a la via intramuscular y via
subcutanea (Jato, 2001).
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o Oleato de etilo: es un liquido aceitoso amarillento y con una viscosidad
menor a la de los aceites vegetales. A temperaturas bajas no congela con
facilidad como los aceites vegetales y, desde el punto de vista bioldgico, es
mejor tolerado que los aceites. Presente un inconveniente y es el oxidarse
de manera facil, por ello se recomienda su esterilizacion en presencia de
gas inerte (Jato, 2001).
e Otros vehiculos liposolubles: destacan el Miglyol 812°, el benzoato de

benzilo y algunos hidrocarburos, como el aceite de vaselina (Jato, 2001).

5.5.3. Amortiguadores de pH

Estos excipientes cumplen la finalidad de establecer o bien aproximar el pH del medio
inyectable a un valor fisiolégico o para aumentar la estabilidad del principio activo. Como
reguladores de pH o Buffers, se utilizan soluciones diluidas de acidos o bases inorganicas
y soluciones reguladoras a base de fosfatos, citratos o0 y acetatos y se seleccionan de
acuerdo al intervalo de pH deseado, concentracion y el efecto sobre las formulacion
(Gupta & Brazeau, 1999; Monroy, 2003; Lozano, 2012).

5.5.4. Agentes isotdnicos

Las soluciones inyectables deben cumplir la propiedad de ser isotdnicas, el cual es un
factor relevante a considerar en una formulaciéon que sera destinada a la administracion
parenteral (Hernandez, 2005).

Es requerido que la formulaciéon posea una tonicidad similar a la de los fluidos tisulares
presentes en el sitio de administracion debido a que si la tonicidad es menor a la de los
fluidos, las células de los tejidos absorberdn liquidos extracelulares intentando
reestablecer el equilibrio lo que puede llegar a causar el rompimiento celular. Por otro
lado, si la tonicidad es mayor, las células expulsaran liquido intracelular produciendo un
encogimiento de la célula (Hernandez, 2005).

Existen agentes isotonizantes que permiten ajustar la isotonicidad de las soluciones y
reducir el dafio celular ya comentado; entre los mas empleados son el cloruro de sodio

(NaCl), cloruro potasico (KCI) y la glucosa o dextrosa (C¢H1,06) (Lozano, 2012).

Pagina | 20
Iris Anahi Blanco Alcdantara



MARCO TEORICO

LEDEFAR

5.5.5. Antioxidantes

Desde un punto de vista quimico, la oxidacion es la perdida de electrones desde un atomo
0 molécula que son aceptados por otro aomo o molécula receptor. Este proceso,
conocido como “autooxidacion”, esta mediado por radicales libres y es responsable de
algunos cambios observados en muchas preparaciones farmacéuticas. La autooxidacion
es espontanea bajo influencia inicial del oxigeno atmosférico, aunque otros factores como
la temperatura, la luz y la presencia de elementos metalicos puede catalizar la reaccion.
El proceso de autooxidacion es destructor para muchos principios activos, como los
aldehidos, los fenoles, los azucares, los alcaloides y los aceites o grasas insaturadas.
Para la prevencion del proceso de oxidacién y aumentar la estabilidad del preparado se
hace uso de antioxidantes que son capaces de reaccionar con uno o mas componentes
de la reaccion en cadena y retrasar su proceso, en pocas palabras los antioxidantes se
afiaden a las formulaciones parenterales con la finalidad de proteger el principio activo de
la oxidacién (Lozano, 2012).

También para algunos casos se puede proteger el preparado trabajando en atmésfera
inerte y desplazando el aire que esta en contacto con el producto mediante saturacién de
la preparacion con nitrégeno o CO, (Lozano, 2012) como ejemplo de este método se

muestra la figura 3 de una ampolleta.

Espacio de gas inerte

Figura 3. Ejemplo de un envase saturado de gas
inerte para el desplazamiento de oxigeno.

Los antioxidantes pueden ser clasificados en dos grupos principales: el primer grupo son

los antioxidantes primarios, o bien, rompedores de la reaccién en cadena. Estos actian
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cediendo electrones que son mas facilmente aceptados por el oxigeno o los radicales
libres que los del principio activo (ejemplo: tocoferoles y los fendlicos como el
butilhidroxianosol (BHA), el butilhidroxitolueno (BHT) y los galatos). El segundo grupo,
antioxidantes secundarios, reducen la velocidad de iniciacién de la autooxidacién por
guelacion de iones metalicos (agentes quelantes) o mediante un proceso secuestrante del
oxigeno (ejemplo: acido ascorbico y sus derivados, y los sulfitos (Lozano, 2012).

Para la eleccion del antioxidante en una formulacion, va depender de diferentes factores
como son la dosis, frecuencia y via de administracion, también se debe considerar las
propiedades fisicas y quimicas en los otros componentes de la formulacion y tipo de
envase (Monroy, 2003).

5.5.6. Antimicrobianos

Aunque ya se sabe que los inyectables deben cumplir el requisito de esterilidad hasta el
momento de ser empleados, existen situaciones donde puede ser necesario afadir
agentes conservantes que ayuden a impedir el desarrollo de microorganismos y que sean
capaces de “autoesterilizarse” si tuviera lugar una contaminacion. Las condiciones son las
siguientes: cuando la preparacion ha sido esterilizada antes de su acondicionamiento en
el envase definitivo, cuando la preparacion ha sido elaborada en condiciones asépticas,
sin posterior esterilizacién y cuando se trate de preparaciones inyectables multidosis. El
afiadir un agente antimicrobiano a los preparados inyectables es con el objetivo de
garantizar la seguridad y estabilidad microbiolégica del producto, y siempre se empleara
la minima cantidad que permita cumplir con este objetivo (Jato, 2001). La eleccion del
antimicrobiano ideal ha de cumplir una serie de requisitos como: poseer un amplio
espectro de actividad, ser estable y efectivo en un amplio intervalo de pH, ser compatible
con otros ingredientes de la formulacién y sus envases, no debe afectar las propiedades
tanto fisicas como quimicas del parenteral, poseer un coeficiente de reparto que asegure
una concentracion efectiva del conservante en la fase acuosa, inactivar los
microorganismos lo més rapido posible para evitar adaptacion microbiolégica y ser seguro
en su uso: no téxico, no irritante y no sensibilizante (Jato, 2001; Monroy, 2003).

Se debe toma en cuenta diversos factores que pueden afectar la eficacia de los
conservantes antimicrobianos, como la concentracion, la temperatura, el coeficiente de
reparto y, sobre todo, el pH del medio. El pH del medio puede afectar la estabilidad del
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conservante y modificar la actividad de los conservantes con grupos ionizables en sus
moléculas; incluye posible interaccion entre los conservantes y otros componentes de la
formulacion o los envases, asi como en el coeficiente de reparto de la molécula
antimicrobiana en un sistema multifasico. Por ejemplo, la actividad de los conservantes
con grupos ionizables en su molécula suele residir en la forma no ionizada e ionizada de

la molécula seré diferente y, l6gicamente, también su actividad (Lozano, 2012).

5.6. Atributos de calidad que debe de tener una solucién inyectable.

Las preparaciones inyectables, debido a que estdn destinadas a atravesar las barreras
protectoras que constituyen la piel y las mucosas, deben responder a un cierto nimero de
exigencias o requerimientos de calidad. Los inyectables deben de estar lo mas semejante
posible a las condiciones fisiolégicas de la sangre y de los tejidos. Si mayor es la
adaptacion, mejor seran tolerados por el organismo (Jato, 2001). Por ello, las soluciones
inyectables deberan estar libres de particulas extrafias, pH igual o cercano al fisioldgico,
isotonicidad, esterilidad y libre de pir6genos.

5.6.1. Libre de particulas extrafias

Es la usencia de particulas en suspension detectables por control éptico. Este concepto
aplica unicamente, y de manera légica, a los preparados de inyectables tipo solucién. De
acuerdo a los requerimientos de la farmacopea, las soluciones inyectables, examinadas
en condiciones apropiadas de visibilidad, son limpidas y deben estar practicamente libres
de particulas (Gupta & Brazeau, 1999; Jato, 2001)
Las particulas que pueden encontrarse en suspension dentro de un prepararon inyectable
gue es de tipo solucién pueden tener diversos origenes, ya sea aportadas por los mismos
recipientes, las materias primas, se pueden introducir durante el proceso de elaboracion y
llenado de la solucién, aparecer durante el almacenamiento del producto debido a
degradaciones o posibles interacciones entre los distintos componentes de la formulacion,
o bien durante la manipulacion anterior a la utilizacion del inyectable (Jato, 2001).
Entre las particulas mas comunes son:

e Particulas de vidrio: estas pueden ser originadas durante el proceso de

fabricacion de la ampolla, durante su apertura, por degradacion quimica, etc.
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e Particulas o residuos de carbonizacién: estas pueden ser producidas durante la
operacion de esterilizaciéon o en el precintado de la ampolla.

e Particulas de polvo introducidas durante el proceso de fabricacion o tras la
apertura de la ampolla o recipiente.

e Particulas de naturaleza muy diversa: Caucho, materiales plasticos, caolin, talco,
entre otros.

¢ Microorganismos

e Precipitados a causa de modificaciones del producto.

5.6.2. pH

El pH juega un papel muy importante en el proceso de fabricacion de los inyectables, esto
debido a que puede condicionar la tolerancia bioldgica de la preparacion, la estabilidad y
actividad del activo.
Se sabe que el pH de la sangre, de la linfa y del liquido cefalorraquideo abarca los valores
entre 7.35y 7.40. Sin embargo, la sangre y los tejidos poseen un poder tampon y pueden
tolerar bien los inyectables con valores de pH no cercanos al fisiolégico, pero a decir
verdad, la administracion de los inyectables con pH muy alejados de la neutralidad puede
causar dolor, inflamaciones, lesiones en los tejidos y endotelios (Gupta & Brazeau, 1999;
Jato, 2001).
Por otra parte, hay que considerar un aspecto importante y ese es la estabilidad del
activo, ya que el pH puede tener gran influencia. Existen diversos activos que no son
estables en condiciones de pH cercanos al fisiolégico o la neutralidad. Debido a ello al
momento de desarrollar una formulacién parenteral es preferible optar por elegir un pH
que tolerado por el organismo y que pueda asegurar la estabilidad del activo (Lozano,
2012; Jato, 2001).
Una estrategia que permite ajustar el pH de una solucion es a través de la adicion de un
acido o de una base (preparaciones no tamponadas) o bien, mediante el empleo de una
solucién reguladora de pH (preparaciones tamponadas) (Jato, 2001).
Para la selecciébn de una solucion reguladora de pH para inyectables, es necesario
considerar lo siguiente:

¢ Obtener un pH que garantice la estabilidad del activo.

e Capacidad y poder amortiguador de la solucién reguladora.
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Entre las soluciones reguladoras mas empleadas son las mezclas de fosfatos monosédico

y disodico. Estas mezclas permiten amortiguar zonas de pH que son entre 5.4y 8, y su

poder regulador es maximo a un pH 6.8. Sin embargo también existen otras soluciones

como son mezclas de:
e Acido citrico/citrato trisédico (pH 3-6).
e Acido acético/acetato sodico (pH 3.6-5.6).

e Bicarbonato sddico/carbonato (pH 9.2- 10.7) (Jato, 2001).

5.6.3. Isotonicidad

Aquellas soluciones que tienen la misma presion osmoética que los fluidos biolégicos se

llaman “soluciones isoténicas”. Las preparaciones parenterales o inyectables deben tener

la misma presion osmoética que los fluidos tisulares. Esta caracteristica de tener una

presion osmotica cercana a la del plasma sanguineo va enfocada particularmente hacia

soluciones intravenosas. Si la solucién es hipotoénica, el eritrocito admite agua plasmética

en su interior para poder compensar ese desequilibrio osmaético, provocando un fenébmeno

llamado hemodlisis (ruptura de la célula). Si por el contrario la solucion es hiperténica, el

efecto es inverso, el eritrocito pierde agua es decir, sale liquido del interior de la célula al

exterior y se produce con ello la plasmadlisis; un ejemplo de tonicidad en los sistemas vivos

son los eritrocitos (figura 4) (Jato, 2001; Lozano, 2012).

Hiperténico Isoténico Hipoténico

SO

et H,0
HO
F==1

Crédito de la imagen: Mariana Ruiz Villareal

Figura 4. Tonicidad en eritrocitos.
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5.6.4. Esterilidad

La esterilidad es un requisito relevante para todos los inyectables. Es por ello que las

preparaciones parenterales se deben elaborar mediante procedimientos que aseguren su

esterilidad y que evite de manera potencial la presencia de contaminantes y de pirégenos,

asi como crecimiento de microorganismos.

Cual sea el método de esterilizacion, se deben tomar en cuenta las siguientes

recomendaciones:

Tener un control riguroso de las condiciones de trabajo.

El nivel de contaminacién microbiana de materias primas, equipos y material
empleado debe ser minimo antes de la esterilizacion.

Tener un control de la presencia de microorganismos en la materia prima.

Tener procesos de esterilizacién validados o bien, validarlos.

Existen diferentes métodos de esterilizacion y estos son:

Esterilizacion por calor: en este método los factores que pueden llegar a influir son
la temperatura empelada, el tiempo de tratamiento, el medio en que se
encuentren, el pH de la formulacién, la especie microbiana y la cantidad inicial de
gérmenes. A su vez existen dos tipos dentro de este método:

- Esterilizacion por calor seco: los aparatos mas utilizados son
estufas y tlneles de aire circulante. Las condiciones a manejar son
80°C/ 30 miny 170°C/ 1 h. Este método se emplea para esterilizar
materiales de vidrio como son ampollas, viales, frascos, entre
otros.

- Esterilizacion por calor himedo: este método es mas eficaz que el
seco. El aparato mas empleado es el autoclave y las condiciones a
manejar son 115°C/ 3 min, 120°C/ 20 min, y 135°C/3 min.

Esterilizacion por Oxido de etileno: el 6xido de etileno es letal para los
microorganismos, reacciona con las moléculas proteicas bloqueando con ello su
metabolismo celular. El 6xido de etileno es un gas inflamable, y por tanto no se
usa puro, sino mezclado con diéxido de carbono. La esterilizacion se realiza
empleando camaras estancas, y puede trabajarse tanto a presién atmosférica

como en vacio. Este gas se puede emplear también para esterilizar productos en
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polvo, siempre gque no reacciones con el éxido de etileno (Jato, 2001; Lozano,
2012).

e Esterilizacion por radiaciones ionizantes: este método se trata de radiaciones que
ionizan y excitan a la molécula, dando lugar a reacciones quimicas que producen
efectos letales a los microorganismos. Son muy eficaces a temperatura ambiente,
lo cual es una ventaja, sin embargo es un método caro, ademas, puede modificar
las propiedades organolépticas del producto. Este método emplea dos tipos de
radiaciones: electromagnéticas y corpusculares. Las primeras son producidas por

elementos radiactivos, siendo Co®y Cs'¥'.

Las corpusculares, por otro lado, son
haces de electrones acelerados por aceleradores electrostaticos, son de menor
energia, poseen carga lo que les permite una buena orientacion hacian el material
a esterilizar (Jato, 2001; Lozano, 2012).

o Filtracién esterilizante: es un proceso que permite separar de manera fisica los

microorganismos de la solucién, haciéndola pasar a través de un filtro. Existen dos
tipos de filtros: filtros de profundidad y filtros de membrana. Para el primer caso,
los microorganismos son separados por adsorcién o por atraccion electrostatica
pero el inconveniente es que pueden ceder fibras o particulas al liquido filtrado.
Por otro lado las membranas filtrantes son, en general, finas. Para este caso los
microorganismos son retenidos porque los filtros funcionan como tamices que los
retienen. Para la esterilizacion esterilizante se emplean membranas de tamafio de
poro de 0.22 um (Jato, 2001; Lozano, 2012).
La ventaja que ofrece este método esterilizante es que se utliza para las
soluciones inyectables que no toleran la accion del calor. Debido a esto aquellos
productos que son sometidos a €l no estdn aun en su envase definitivo (Jato,
2001).

5.6.5. Libre de pir6genos

Los pirdbgenos son sustancias que, al ser administradas por via parenteral, producen
sintomas como fiebre acompafiada de escalofrios, disneas, aceleracion del pulso,
cefaleas, mialgias y en cuadros intensos puede llegar a producir la muerte. Entre los

pirdgenos se encuentran sustancias tanto endégenas como exogenas, de naturaleza
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bioldgica, quimica y mineral. En el primer caso estan las hormonas tiroideas, las
citoquinas y la adrenalina. Ahora bien por otro lado las exdgenas se describen principios
activos como son anfotericina B, la atropina, la vancomicina, adyuvantes (EDTA),
particulas de silice y otros procedentes de microorganismos como bacterias, virus y
levaduras (Gupta & Brazeau, 1999; Jato, 2001).

Los pirégenos suelen ser termoestables y resisten la esterilizacién por autoclave; pasan a
través de la mayoria de los filtros aunque pueden ser retenidos por filtros de profundidad y
por sustancias adsorbentes.
Las fuentes de pir6genos en la solucion inyectable pueden evitarse considerando lo
siguiente:
e Vehiculo: para eliminarlos del agua se debe llevar un tratamiento como por
ejemplo la destilacion.
¢ Materia prima: siempre y cuando el producto tolere temperaturas elevadas este se
puede someter a 250°C/ 45 min 0 mas tiempo a temperaturas un poco mas bajas.
e Envase: el recipiente generalmente es de vidrio y lo mejor es emplear
procedimiento agresivos, con acidos y bases, y luego enjuagarlos con agua
apirégena, o bien ser sometidos a temperaturas elevadas durante mucho tiempo.
Ahora bien, para la eliminacion de pirégenos, pero los mas conocidos y empleados es
el método por filtracion, por adsorcidon (con carb6n activado) y otros (Sustancias
oxidante como hipoclorito y agua oxigenada) (Lozano, 2012).

5.7. Potencial hemolitico de cosolventes

Los cosolventes se usan comunmente en formulaciones parenterales para incrementar la
solubilidad de farmacos con baja solubilidad. Cuando se usan cosolventes existe el riesgo
de hemolisis en los eritrocitos a lo que conlleva la liberacion de hemoglobina y otros
componentes celulares al torrente sanguineo, en parenterales V.l (Gupta & Brazeau,
1999).

El aumento de hemoglobina en plasma esta asociado con muchas afecciones médicas
no deseadas entre ellas, la disfuncion renal, irritacion vascular, anemia, flebitis, ictericia y
en algunos casos la muerte (Ketan Amin, 2012). Por esta razén el potencial hemolitico de
un cosolvente a administrar por via parenteral, debe determinarse antes de su

administracion (Krzyzaniak & Yalkowsky, 1998).
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Es preferible utilizar inyectables que son totalmente biocompatibles con los fluidos
corporales, pero la incorporacion de cosolventes dentro de las formulaciones parenterales
durante mucho tiempo se ha reconocido que tienen el potencial de destruir eritrocitos, al
igual que adicionar solo agua a la formulacion (Pramod K. & Brazeau, 1999). Estos
cosolventes tienen la habilidad para hemolizar células por acciébn osmética o por
destruccion de la membrana. Investigadores han demostrado que la composicion de las
formas de dosificacion parenteral influye directamente en la hemolisis de los eritrocitos.
Easterly and Husa 1954, Thomasson and Husa 1958, Winters and Husa, Ku and
Cadwallader 1975; fueron algunos de los primeros investigadores en exponer que la
composicion de las formas de dosificacion parenteral influyen directamente en la
hemolisis de los eritrocitos. Estos autores también demostraron que el efecto sobre los
eritrocitos depende no solamente de la concentracién del cosolvente sino también de la
habilidad de penetrar o destruir la membrana celular (Gupta & Brazeau, 1999).

Krzyzaniak et al. 1997 realizaron una evaluacion sobre el potencial hemolitico por
cosolventes usando EtOH, glicerol, PG y PEG’s. Determinaron un potencial hemolitico de
los cosolventes en el siguiente orden: glicerina>PG>PEG 300> EtOH, aunque no hubo
diferencia entre PEG 300 y EtOH en tiempos de contacto. Para todos los sistemas de
cosolventes probados, el grado de hemolisis se vio aumentado en funcién de la
composicion del cosolvente asi como del tiempo de contacto (Krzyzaniak, Alvarez Nufez,
Raymond, & Yalkowsky, 1997; Krzyzaniak & Yalkowsky, 1998).

5.8. Enfoques paraincrementar solubilidad en farmacos poco solubles

En comparacién con el gran nimero de medicamentos destinados a la administracién
oral, las formulaciones parenterales constituyen una proporcion mas limitada de los
productos comercializados debido a la baja solubilidad de algunos farmacos, pues esto
complica significativamente el desarrollo de formulaciones para via parenteral ya que, en
casi todos los casos, se requieren formulaciones de soluciones simples (Williams et al.,
2013). Es asi que al no disponer de una forma de sal més soluble del farmaco insoluble,
se puede optar por otras estrategias que permitan aumentar la solubilidad del farmaco
como es el empleo de aditivos como los cosolventes miscibles en agua, agentes
acomplejantes (como son los derivados de ciclodextrina) y agentes activos de superficie.

Si ninguno de estos aditivos funciona, entonces otra estrategia implica una formulacion de
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una forma de dosificacion mas compleja, como una emulsion o liposomas; en la tabla 4 se
muestra el listado de las estrategias para aumentar la solubilidad de farmacos (Gupta &
Brazeau, 1999). No obstante, de las estrategias mas empleadas que permiten aumentar
la solubilidad de farmacos, para la obtencion de parenterales, esté el uso de cosolventes.
Los cosolventes comunmente usados para promover la solubilidad en formulaciones
parenterales son: etanol, propilenglicol (PG), polietilenglicol de bajo peso molecular (PEG
300 o 400) y dimetilacetamida (DMA) (Wiliams et al.,, 2013). Ver ejemplos de
formulaciones con cosolventes en la tabla 5.

Tabla 4. Enfoques para incrementa la solubilidad.
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Tabla 5. Ejemplos de productos parenterales comercializados que hacen uso de

cosolventes.
Nombre . Via de
Nombre general comercial Fabricante administracion Cosolventes
. . . Burroughs 40% PG, 10%
Digoxin Lanoxin® T IM, IV EtOH, pH 6.8
40% PG, 10%
. . 0
Trimetoprim Septra® Glaxo IV _EtOH, 0.3_/0
sulfametoxazol Wellcome dietanolamina,
1% BA
. . 40% PG, 10%
Diazepam Valium® Roche IM, IV EtOH. 1.5% BA
. 41% PG, 9%
Lorazepam Activan® Wyeth-Ayerst v PEG 400, 2% BA
. 40%PG, 10%
Pentobarbital Nembutal® Abbot v EtOH, pH 9.5
. . 11.5%
Miconazol Monistat® Janssen v Cremophor®EL
30% PG, 1.6%
. : Tween80®,
Multivitaminas M.V.l. ®-12 Astra v 0.028% Tween
20®
Clordiazepo6xido . 20% PG, 1.5%
HOJ Librium® Roche IM BA
(Gupta & Brazeau, 1999)
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Preformulacion

Caracterizacion del RSV

V

Lo D

Estabilidad del RSV
Vi

l

Compatibilidad
farmaco-excipiente

Pruebas de solubilidad en diferente,
solventes y mezcla de ellos

Estabilidad en diferentes
medios de pH

\/

Comportamiento
espectrofotométrico

\

Morfologia de la m.p

Formulacion

Propuesta de formulaciones mediante
un disefio experimental factorial 3*

Selecciéon de la
formulacion

v

Determinar potencial de

hemolisis

Vi

Someter a pruebas de estabilidad
acelerada a diferentes temperaturas
(4,30, 40,50y 60°C) por 5 dias

A

Seleccionar la formulacion mas

adecuada

Figura 5. Diagrama metodologico para desarrollar la formulacién de RSV.
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< Método de anélisis)

\ Técnicas analiticas
Busqueda bibliografica reportadas para la
\|/ j cuantificacion de
resveratrol
Analisis de la informacién

\ Vi
Desarrollo de un método de andlisis Cromatografia liquida de alta eficacia
v (HPLC) con detector PDA
Espectrofotometria UV N

Método desarrollado y validado por
Esmeralda Mota, 2019.

Seleccién de long. de
onda Barrido de estdandar de RSV en
EtOH:H,0 (1:1) de 400 a 200 nm.
\]
Realizar ensayo analitico | Preparaciéon de la muestra y del L
estandar Leer a 306 nm

\2

Validacion del método analitico

Absorbancia de la muestra

[mg/ml] conc.muestra =(

x Conc. estandarx F.D)/1000

Absorbancia del estandar

\

Linealidad del sistema =1 La preparacion de una curva de calibraciéon se realizé por triplicado 6

\l/ niveles de concentracion utilizando como medio EtOH:H,0 (1:1).
Especificidad S Se realizé una lectura con un placebo cargado, una solucién placebo y el
estandar.

s Se prepararon 5 concentraciones por triplicado de placebos cargados en
los siguientes niveles: 80, 90, 100, 110 y 120 %. Las pesadas y las
preparaciones fueron independientes.

Linealidad del método

Precision y exactitud ‘ -
Preparar placebos cargados a 3 niveles de concentracion (80, 100, y 120
%) por sextuplicado.

2 Sucibilidad ﬁ Preparar placebos cargados a 3 niveles de concentracién (90, 100, y 110
eproducibiiioa %) por triplicado en diferentes dia y diferente analista.

Figura 6. Diagrama metodoldgico para desarrollar y validar el método para cuantificar RSV.
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7. MATERIALES

Reactivos y materias primas

e Resveratrol al 99 % de pureza, marca Sigma, Lote SLBV8562

¢ Resveratrol materia prima al 50 % de pureza, marca ALEPHQUIM® , Lote CH2-A-
7092224 , fecha de fabricacion: Enero 2017, Caducidad: Mayo 2020

o Resveratrol al 95.2 % de pureza (marca desconocida)

e Agua tipo | de resistividad 18.2MQ. cm a 25°C, Milli Q, equipo marca Millipore®

e Formiato de amonio al 99 % de pureza, marca Sigma-Aldrich®

e Acetonitrilo grado HPLC al 99.9 % de pureza, marca Fermont®

e Acido férmico grado grado RA al 89.2% de pureza, marca Tecsiquim®

e Metanol grado ACS al 99.9 % de pureza, marca Fermont®

e Etanol grado ACS al 99.9 % de pureza, marca Fermont®

¢ Hidréxido de sodio escamas, al 98.4 % de pureza, marca J.T Baker®

o Buffer de acido clorhidrico pH 2

o Buffer de fosfatos pH 5.8

o Buffer de fosfatos pH 7

o Buffer de fosfatos pH 8

e Propilenglicol

e Polietilenglicol 400

Material

e Piseta de plastico

e Espatula

e Barra magnética

e Vaso de precipitados de 500 mL

e Vaso de precipitados de 50 mL

e Vaso de precipitados de 10 mL

e Pipetas volumétricas de 0.5 mL,1 mLy 5 mL

e Matraz volumétrico de 25 mL
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e Matraz volumeétrico de 20 mL
e Matraz volumétrico de 10 mL
e Micropipeta Labsystems
e Tubos de ensaye 15 mL
e Tubos con EDTA
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8. EQUIPOS E INSTRUMENTOS

e Espectrofotémetro UV/Vis modelo Cary 100 Conc. Varian

e HPCL Waters™ 996 PDA detector, modelo cddigo 996, bomba cuaternaria
Waters 616 Pump, modelo codigo 616; Sistema controlados de entrega de
multisolvente Waters 600 controller, modelo codigo 6CE; Automuestrador Waters
717 plus autosamples, modelo cédigo 717P colocar tipo de bomba y de inyector
modelo. Software Empowers 2.0.

e Columna Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um, Irlanda) No. De serie:
W23331X020

e Balanza analitica OHAUS modelo AP250D

e Microscopio electrénico de barrido modelo JSM-6010LA,JEOL

e Bafio de ultrasonido ElImasonic s40H. EIma®

e Agitador magnético

e Potenciémetro Seven Multi, marca Mettler Toledo GmbH, modelo Seven-Multi,
numero de serie 1227257138.
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9. METODOS

9.1. Estudios de pre-formulacion

9.1.1. Comportamiento espectrofotométrico del resveratrol

Se prepard una solucién estandar del resveratrol marca Sigma, Lote SLBV8562; a una
concentracion de 4.2 pg/mL, empleando como medio una mezcla de Etanol:Agua (1:1) y
se realiz6 un barrido de 200 a 400 nm en un Espectrofotémetro UV/Vis modelo Cary 100
Conc. Varian.

9.1.2. Solubilidad

La solubilidad del resveratrol se evalué de manera cualitativa y para ello se pesaron de
manera independiente nueve muestras de 500 mg de resveratrol m.p, marca
ALEPHQUIM®, Lote CH2-A-7092224; posteriormente con ayuda de una espatula pequefia
se fueron agregando pequefias cantidades de RSV m.p en un volumen de 10 mL de los
siguientes medios mientras se encontraban en agitacion magnética y a temperatura

ambiente:

e Agua

e Propilenglicol

e Polietilenglicol 400

e Etanol

e Polietilenglicol 400:Etanol:Agua (60:10:30)
e Propilenglicol:Etanol:Agua (60:10:30)

e Propilenglicol:Polietilenglicol 400 (50:50)

e Propilenglicol:Etanol (50:50)

e Etanol:Agua (50:50)

Mientras se agregaba poco a poco las cantidades de RSV m.p en los diferentes medios,

se fue observando hasta que momento el medio ya no disolvi6 mas el RSV y se dej6 de
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agregar. El resto de la materia prima que se pes6 en un principio se volvibé a pesar y se

determiné la cantidad disuelta de resveratrol con la siguiente formula:

Peso inicial del RSVm. p (mg) — Peso final del RSV m.p (m
mg disueltos de RSV/mL = p (mg) p (mg)

volumen del solvente(mL)

9.1.3. Morfologia

El andlisis morfolégico del resveratrol m.p y estandar fue a través del microscopio
electrénico de barrido (modelo JSM-6010LA,JEOL) con un voltaje de aceleracién de 15
kV. Las muestras se colocaron en cinta adhesiva de doble cara sobre soportes de
aluminio para obtener una capa uniforme de particulas, las cuales se revistieron con oro
usando un metalizador por pulverizacion (modelo Desk V, Denton Vacuum) con una

corriente de 7 miliamperios y una presioén de 50 millitorr durante 300 segundos.

Se obtuvieron las micrografias y se realizé la comparacién morfolégica del resveratrol m.p

y estandar.

9.1.4. Estabilidad de la materia prima de resveratrol en diferentes medios de
pH

Para determinar la estabilidad del resveratrol en condiciones 4cidas, neutras y basicas se
seleccionaron cuatros medios de pH 2.0, 5.8, 7.0, 8.0 y un medio basico formada de una
solucion de NaOH 1N. La seleccién de los diferentes medios de pH fue basandose en
algunos estudios de estabilidad del resveratrol ya realizados en funcion del pH donde
usan valores de pH 2 hasta pH 10 a diferentes temperaturas (Lépez-Nicolas & Garcia-
Carmona, 2008; Robinson, Mock, & Liang Dong, 2017; Zupancic et al., 2015), sin
embargo para el presente estudio la temperatura fue constante resguardando las
muestras a temperatura ambiente y cubiertas de la luz ambiental durante 12 dias
haciendo el analisis de estas el dia 0, dia 3 y el dia 12 utilizando un espectrofotémetro
UV/Vis modelo Cary 100 Conc. Varian y HPCL Waters™ 996 PDA detector, modelo

codigo 996, bomba cuaternaria Waters 616 Pump, modelo cédigo 616; Sistema
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controlados de entrega de multisolvente Waters 600 controller, modelo cédigo 6CE;
Automuestrador Waters 717 plus, modelo codigo 717P colocar tipo de bomba y de
inyector modelo. Software Empowers 2.0.

Para la obtencion de los medios de pH se prepararon soluciones amortiguadoras de acido
clorhidrico pH 2.0, fosfatos pH 5.8, 7.0 y 8.0; y un medio alcalino de una solucion de
NaOH 1N; todo lo anterior fue preparado de acuerdo con las pautas de la Farmacopea de
los Estados Unidos (USP).

Tabla 6. Resumen de condiciones de andlisis de estabilidad en diferentes medios de pH.

Tiempo | Tiempos
Medios de de Técnicas de analisis
Temperatura . P
estudio | andlisis
Espectrofotometro UV/Vis
Solucion modelo Cary 100 Conc.
amortiguadora de Varian a una longitud de
acido clorhidrico 360 nm.
pH 2.0 Dia 0
Solucién : . . HPCL Waters™ 996 PDA
! Ambiente 12 dias Dia 3 ) o
amortiguadora de f detector; las condiciones
Dia 12 e
fosfatos pH 5.8, cromatogréficas se
7.0y 8.0 pueden consultar en
Solucién de anexos en el apartado
NaOH 1N 14.5.
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La preparacion de las muestras se realiz6 con el siguiente procedimiento:

1. Se pesaron 7.5 mg de resveratrol m.p

en un vaso de precipitado de 50 mL; se l I 9 ’ E“?T-SZO
vertio 30 mL de una mezcla de
ageamen,) | Oa

Etanol:Agua (1:1) al vaso que contenida el

RSV y se sometié a agitacibn magnética
hasta solubilizar completamente. v
EtOH:H,O
1:1)
2. Se transfirié la solucion anterior a una
matraz volumétrico de 100 mL y se llevo a Matraz volumétrico de

100 mL
volumen de 100 mL con Etanol:Agua (1:1).

v

3. De la solucibn anterior se tomaron

S5ml ”

. . . }
alicuotas de 5 mL de la solucién y se llevo P] & ml |L an -
a volumen de 50 mL empleando 5mL | )

. . L KL pH 7.0
soluciones amortiguadoras de acido 5 mL | O

o H5.8
clorhidrico pH 2.0, fosfatos pH 5.8, 7.0 y 5 mL /L °
8.0; y un medio alcalino de una solucion i PH 2.0

{
NaOH 1IN
de NaOH 1N.
Q Volumen 50 mL

4. Las muestras fueron analizadas, junto con una solucién estandar de resveratrol (7.5
pug/mL) por cromatografia y espectrofotometria el dia 0, dia 3 y dia 12 para evaluar la

sefial analitica.
9.1.5. Compatibilidad farmaco-excipientes

Se realiz6 una prueba de compatibilidad del resveratrol con los cosolventes a usar en la
formulacion (PG, PEG400 y etanol), disolviendo el resveratrol en mezclas de ellos. Para
el analisis se emplearon técnicas como espectrofotometria y cromatografia con la

finalidad de evaluar que la respuesta analitica del resveratrol no presentara un
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comportamiento atipico al combinarse con los excipientes. Para el analisis de las

muestras se realiz6 el siguiente procedimiento:

1. Se pesaron 105 mg de resveratrol m.p y se disolvieron en 10 mL de una mezcla de
PEG 400 60 %:Etanol 20 %:Agua 20 % y otra mezcla de PG 60 %:Etanol 30 %: Agua 10
% en un vaso de precipitado de 50 mL; luego en un matraz volumétrico se llevé a volumen

de 25 mL con el mismo medio correspondiente.

2. Posteriormente se tomé una alicuota de 0.5 mL, de la solucién obtenida en el paso 1.,
Correspondientes a cada muestra y se colocd en otro matraz volumétrico llevando a

volumen de 25 mL con Etanol:Agua (1:1).

3. Finalmente se tomé otra alicuota de 1 mL, de la solucién obtenida en el paso 2., y se

colocé en otro matraz llevando a volumen de 20 mL con Etanol:Agua (1:1).

4. Se preparé también una solucién estandar (4.2 ug/mL); se analizaron las muestras y la
solucion estandar por HPLC y se obtuvieron los cromatogramas correspondientes
(condiciones cromatograficas en anexos apartado 14.5.), también se analizaron en un

espectrofotébmetro realizando un barrido de 400 a 200 nm.

9.2. Estudios de formulacion

9.2.1. Disefio experimental para obtener una solucién éptima de resveratrol

Para seleccionar una solucién inyectable 6ptima de resveratrol se establecié un disefio de
experimentos cuyo tamafio de lote fue de 10 mL cada experimento; con el cual se busco
encontrar una solucién que fuera fisicamente estable, es decir, translucida y que no

presente particulas insolubles o sedimentos.

Se planteé un disefio factorial 3% con tres factores, cada uno con tres niveles. Los
factores que se probaron fueron tres cosolventes: propilenglicol (PG), polietilenglicol (PEG
400) y etanol (EtOH) a tres niveles cada uno (Tabla 7) manteniendo la cantidad de
resveratrol constante, los resultados de las variables de respuesta se reportaron en la

matriz del disefio de la Tabla 8.

Pagina | 41
Iris Anahi Blanco Alcdantara



METODOS

Tabla 7. Disefio experimental 3°.

LEDEFAR

Niveles
Factores (unidades) Caodigo

-1 0 1

Propilenglicol (p/p%) PG 30 60

Polietilenglicol (p/p)%) PEG 400 30 60

Etanol (p/p%) EtOH 10 20 30

Tabla 8. Matriz del disefio experimental.
Respuestas
No. Ensayo Factores UVIVis HPLC
formSIitcic’)n Contenido | Contenido pH Iny
PG PEG 400 EtOH de RSV de RSV
(%) (%)
F1 1 1 -1
F2 -1 1 -1
F3 -1 0 0
F4 -1 1 1
F5 -1 1 0
F6 -1 -1 0
F7 -1 -1 1
F8 -1 -1 -1
F9 -1 0 -1
F10 -1 0 1
F11 0 -1 -1
F12 0 -1 1
F13 0 1 0
F14 0 0 0
F15 0 0 -1
F16 0 1 1
F17 0 1 -1
F18 0 0 1
F19 0 -1 0
F20 1 0 1
F21 1 1 1
F22 1 0 -1
F23 1 -1 1
F24 1 -1 -1
F25 1 0 0
F26 1 -1 0
F27 1 1 0
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Las variables de respuesta evaluadas fueron el pH de la formulacién y el contenido de
resveratrol en porcentaje determinado por la técnica de espectrofotometria vy
cromatografia de liquidos de alta resolucién. El programa empleado para el andlisis de los
datos fue el software Statgraphics Centurion XV version 15.2.05

El tratamiento de los ensayos se describe en el punto 14.6 en anexos.

9.3. Potencial hemolitico

La prueba del potencial hemolitico fue realizado de acuerdo al método desarrollado por
Castillo, 2008 (Castillo, 2008).

1. Se obtuvo sangre periférica humana y se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos.

2. Una vez centrifugadas las muestras se removio el plasma y posteriormente se lavo el
paquete globular con buffer de Sérensen pH 7.4 y se volvié a centrifugar a 2500 rpm por

10 minutos.

3. Se realizé un lavado del paquete globular 3 veces con buffer Sérensen pH 7.4 vy

después de cada lavado se centrifug6 a 2500 rpm por 10 minutos.

4. Después de la centrifugacion se transfirieron 10 mL de paquete globular a un tubo de

ensaye.

5. Se agreg6 15 mL de buffer S6rensen pH 7.4 y se mezcld por inversion cuidando no

formar burbujas.

6. Se prepararon los sistemas como se indica a continuacion:

= Control positivo = Control negativo Muestra problema

Colocar 5 mL de sangre

Colocar 5 mL de sangre Colocar 5 mL de sangre o
o o reconstituida y agregar 0.5 mL

reconstituida y agregar 0.5 reconstituida y agregar 0.5 mL de 5

de cada formulacion
mL de Extran MAO2 (neutro buffer de Soérensen. )

respectivamente con la muestra.
concentrado).
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7. Los tres sistemas se mezclaron por inversion 3 veces y se colocaron los tubos en bafio
maria a 37°C durante 10 minutos. Transcurridos los 10 minutos, los tubos se sometieron
nuevamente a centrifugacion a 2500 rpm por 10 minutos.

8. Después de la centrifugacion se separ6 el sobrenadante del paquete globular y se
tomaron 100 pL de la muestra y se transfirieron a un tubo de ensaye limpio al cual se le
agreg6 posteriormente 4.9 mL de buffer Sérensen para obtener un volumen final de 5 mL.

De igual manera se realiz6 este tratamiento para el control positivo y el control negativo.

9. Las muestras fueron leidas en el espectrofotometro en el visible a 541 nm y se calculo

el porcentaje de hemdlisis para cada formulacién con la siguiente formula:

Yhemolisis = Absorbancia de la muestra — Absorbancia del control (—) 100
onemolisis = Absorbancia del control (+) i

9.4. Estudio de estabilidad

El estudio de estabilidad acelerada se realizé con la finalidad de seleccionar la mejor
formulacion. Para dicho estudio se emplearon las formulaciones 6ptimas obtenidas en la
etapa de formulacién y se propusieron dos envases de uso para inyectables y llevar a
cabo la estabilidad en ellos. Los envases seleccionados fueron en frascos viales

transparentes y &mbar cuyo material de vidrio por el cual estdn hechos es desconocido.

Para realizar el estudio de estabilidad se trabaj6 con el siguiente procedimiento:
1. Se prepar6 1 lote de 500 mL de cada formulacién seleccionada para estabilidad.

2. Se realizé una primera lectura al lote de cada formulacion y para ello se tomd una
alicuota de 0.5 mL de la solucion parenteral, se coloc6 en un matraz volumétrico de 25 mL
llevando posteriormente a volumen con Etanol:Agua (1:1), de esta solucion se tomé otra

alicuota de 1 mL, se coloc6 en un matraz volumétrico de 20 mL y se llevé a volumen con
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Etanol:Agua (1:1). Se ley6 la muestra en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de
306 nm.

3. El lote correspondiente a cada formulacion se dosific6 manualmente en 20 frascos
viales de vidrio y 20 frascos ambar de vidrio colocando en cada uno 10 mL y 4 mL de la

solucion parenteral respectivamente para cada recipiente.

4. Una vez dosificada la solucibn parenteral en los diferentes recipientes y
correspondiente a la formulacién, se sometieron a estabilidad en cinco diferentes
temperaturas (4, 30, 40, 50 y 60°C) colocando en cada temperatura 4 frascos viales de

vidrio y 4 frascos ambar de vidrio de cada formulacién.

5. Se realiz6é el muestreo cada 24 horas por 5 dias. El tratamiento de la muestra fue la

misma descrita en el punto 2.

6. Se aplicé la ecuacion de Arrhenius para estimar su fecha de caducidad.
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9.5. Propuesta de procedimiento de fabricacion
Limpiar area de Pesar !a_cantldad de resvgratrol y Colocar en un vaso de ’preC|p|taFio los
trabajo de excipientes correspondientes a =>»] cosolventes a emplear segun lo indique la
cada formulacion. formulacion agregando primero el PG o
PEG 400, segln corresponda.
l l PG/PEG400
8.800g
, . A 4
En otro vaso disolver la cantidad . o
. L Agregar la cantidad indicada
correspondiente de NaCl en un Detener la agitacion, agregar el RSV
- . o » de etanol y mezclar con
volumen de agua purificada €— y continuar la agitaciéon magnética a €= o o
. ) . agitacion magnética a 400
evitando rebasar el volumen final 400 rpm hasta disolver. i
- rom hasta homoaenizar.
de la formulacion.
RSV
NaCl
Etanol
(==
<
«
Y
Agregar el NaCl, ya disuelto, en Llevar a volumen final con agua Medir pH y dosificar en frascos
el vaso metdlico que contiene — purificada y mezclar a 400 rpm =2 viales de vidrio de manera
los cosolventes y el resveratrol. hasta homogenizar. manual al volumen requerido.

L]

NaCl disuelto en
agua

A 4

Sellar herméticamente
los frascos viales.
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10. RESULTADOS Y DISCUSION

10.1. Estudios de pre-formulacion

10.1.1. Comportamiento espectrofotométrico

Los resultados obtenidos en el barrido espectrofotométrico del resveratrol de una solucién
estandar a 4.2 ug/mL en medio de disolucién EtOH: Agua (1:1) se muestran en la Figura
7, donde se puede observar su comportamiento espectral en el cual se aprecian tres
puntos maximos de absorcion a las longitudes de onda de 211, 306 y 321 nm, sin
embargo se eligié la longitud de onda a 306 nm debido a que hay menor ruido con
respecto a la longitud de 211 nm y ademas existe mayor absorbancia en comparacion a la
longitud de 321 nm. La longitud de onda de 306 nm y el comportamiento obtenido

coincide con lo reportado (Zupancic et al., 2015).

0.8 -
211 nm

0.7 1 321 nm
306 nm

0.6 -
0.5 -
0.4 -

0.3 A

Absorbancia

0.2 -

0.1 -

O T T T 1
Zﬂ)O 250 300 350 400
-0.1

Long. de onda (nm)

Figura 7. Barrido de estandar de resveratrol para determinar comportamiento
espectrofotométrico.
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10.1.2. Solubilidad

La solubilidad se refiere a la cantidad méaxima de una sustancia a disolver en un solvente
especifico a una temperatura determinada y que se mantiene en solucion sin recristalizar
0 precipitar (Hernandez, 2005). Esta es una propiedad importante a determinar para
activos que van a ser formulados en solucién, como es el caso del RSV en el presente
trabajo, pues aquellos deben encontrarse en concentraciones por debajo de su punto de
saturacion de modo que se esté asegurando que la solucion se mantendra estable
(Hernandez, 2005).

Cuando un activo presenta baja solubilidad en agua existen métodos para mejorar la
solubilidad, de este modo para el presente estudio se seleccioné el método de adicién de

cosolventes y por lo tanto se realizaron pruebas de solubilidad del RSV en cosolventes.

Las pruebas de solubilidad para el resveratrol mp en los diferentes sistemas de
cosolventes se muestran en el Figura 8 indicando los miligramos de RSV disueltos por
mililitro de cosolvente puro y mezclas de ellos. Con la finalidad de determinar el sistema
adecuado que permitiera obtener el RSV en solucién, se realizaron pruebas de solubilidad
del RSV en agua, PEG 400, PG y EtOH. Los cosolventes empleados para las pruebas
solubilidad ya se han utilizado ampliamente para formulaciones parenterales que
presentan casos donde el farmaco es de baja solubilidad (Lamas et al., 2006) y por ello

fueron seleccionados para el desarrollo de la formulacion.
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Figura 8. Solubilidad del resveratrol en diferentes solventes.

En la Figura 8, puede observarse que los cosolventes puros en los que el RSV presenta
mayor solubilidad son el PG y PEG 400, obteniendo una solubilidad del 8.95 mg/mL y
2.41 mg/mL respectivamente. En los sistemas de mezclas de cosolventes, la Figura 8
muestra que los sistemas de mezclas que permitieron mayor solubilidad del RSV fueron
PEG400:EtOH:Agua (60:10:30), PG+EtOH:agua (60:10:30), obteniendo una solubilidad
del 490 mg/mL y 5.98 mg/mL para cada caso. En cada muestra la agitacion fue
magnética manteniéndola constante desde el momento en que se empez6 a agregar el
activo hasta que se observd que no se disolvi6 mas, una vez detenida la agitacion se

determind la candidad disuelta de reveratrol.

De acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmaceutica (BCS) el resveratrol esta en la

lista de clasificacion Il, es decir, baja solubilidad y alta permeabilidad. Una solucion

Pagina | 49
Iris Anahi Blanco Alcdantara



RESULTADOS Y DISCUSION

LEDEFAR
acuosa no es una opciéon debido a las limitaciones que presenta ya que se obtuvo una

solubilidad de 0.08 mg/mL en agua como se muestra en la Figura 8.
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10.1.3. Morfologia

Estandar de RSV

0 sl 2632 5 Det

Figura 9. Morfologia del resveratrol.

Para la caracterizacion morfologica del resveratrol estdndar y materia prima, se hizo un
barrido en microscopio electronico. Tal y como se muestra en la Figura 9 el estandar
difiere del habito cristalino que presenta la materia prima de RSV, se observo que el
estandar tenia forma de pequefias agujas y en materia prima este posee un habito
cristalino en forma de granulos los cuales en el cuadro C), que se encuentra a X100, se

observan dispersos y no aglomerados como en el cuadro A) con el estandar.
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10.1.4. Estabilidad del resveratrol en diferentes medios de pH

Se realizé la prueba de estabilidad de resveratrol a diferentes pH's con la finalidad de
poder seleccionar un pH adecuado que permita conservar de mejor manera el activo y
poder mantener esas condiciones en las formulaciones a plantear en la etapa de
formulacion. Para esto el RSV fue sometido durante 12 dias en medios de pH 2.0, 5.8,
7.0, 8.0, y en una solucion de NaOH 1N muestreando en el dia 0, dia 3 y dia 12. Se
evalud la degradacion del RSV por UV/VIS y HPLC empleando un método indicativo de
estabilidad desarrollado y validado (Mota Lugo, 2019).

Los resultados sobre la estabilidad del resveratrol en diferentes pH’s se muestran en la
Figura 10 y Figura 11. En relacién a la Figura 10 se observo que en el dia 0 el resveratrol
presenta degradacion en la solucion de NaOH 1N, en el cromatograma no se observa un
pico de respuesta correspondiente al RSV, pero si hubo presencia de otros picos de
respuesta no asociados al RSV lo que puede indicar que estos sean posibles productos
de degradacién. Asi mismo la degradacion del RSV en la solucion de NaOH 1N también
es evidente en los espectros UV/VIS, mostrados en la Figura 11, ya que muestran un
comportamiento diferente que no pertenece al RSV ademas de un cambio en su longitud
de onda maxima donde se presenta el maximo de absorcién del resveratrol pasando de
306 nm a 345 nm. En cuanto a la estabilidad del RSV en pH 2.0,5.8, 7.0y 8.0 enel dia 0
tanto en la Figura 10 como en la Figura 11 muestran, para el primer caso, un pico de
respuesta del RSV sin diminucién del area y, para el segundo caso, un comportamiento
espectral correspondiente al RSV, lo que indica que el dia 0 el RSV no presento
degradacion en medios de pH 2.0, 5.8, 7.0 y 8.0.

En el dia 3 se observa que la estabilidad del RSV se mantiene en pH 2.0, 5.8, 7.0 y 8.0,
pues existe la presencia de los picos de respuesta del resveratrol en el cromatograma sin
disminuciéon de su éarea, y por ello no se muestran productos de degradacién en
comparacion como fue el caso en el medio de NaOH 1N desde el dia 0. Para el caso del
espectro UV/VIS se muestran con un comportamiento estable en los pH's bajos y no hay
disminucién de las absorbancias lo que indica que el resveratrol no se esta degradando
en estos medios.

Para los resultados obtenidos del RSV en el dia 12 se puede observar, en cuanto al

espectro UV/VIS (Figura 11), la degradacion del resveratrol en pH 7.0 y 8.0 las
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absorbancias empiezan a disminuir, y aunque no se observa en el cromatograma (Figura
10) un posible producto de degradacion este puede estar presente con un area de pico
aun no tan evidente.

Estudios han demostrado que el resveratrol presenta mayor estabilidad en pH &cidos que
en medios alcalinos, se ha evidenciado que su degradacion comienza a partir de pH 6.8
pero es lenta 'y de pH 8-10 la degradacién es més rapida (Robinson et al., 2017; Zupancic
et al., 2015) como fue en el caso del dia 0 en la solucion de NaOH 1N que es un medio

muy alcalino y por tanto el RSV presentd una répida degradacion.
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Figura 10. Comparaciéon de cromatogramas de RSV mostrando su estabilidad en

diferentes pH’s en los diferentes dias.
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Figura 11. Comparacion de espectros de RSV mostrando su estabilidad en diferentes

pH’s en los diferentes dias.

Los resultados de estabilidad del RSV, basandose en los cromatogramas obtenidos y
espectros UV/VIS, se establece que el RSV muestra mayor estabilidad a pH 2.0 al no
presentar una diminucion de la absorbancia (Figura 11) pero tampoco en el area del pico
de respuesta, seguido del pH 5.8 y 7.0 donde la disminucién de RSV es a penas notoria al
dia 12 de evaluacién en comparacién con el medio de pH 8.0 donde la degradacion es
evidente al dia 12 pero se observd desde el dia 3 con la disminucién de la absorbancia
(Figura 11). Por lo tanto el RSV presentard mejor estabilidad en medios acidos que en

medios alcalinos.
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Figura 12. Degradacion del resveratrol en pH 2.0, 5.8, 7.0 y 8.0.
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10.1.5. Compatibilidad farmaco-excipientes

Los resultados de compatibilidad del RSV con los solventes seleccionados se muestran
en el Figura 13 y Figura 14, donde se observo el comportamiento de espectro UV/VIS y a
su vez se evalué por HPLC para presenciar posible incompatibilidad quimica. Los
porcentajes seleccionados a los cuales se mezclaron los cosolventes fueron
seleccionados de acuerdo a los recomendados por el libro de excipientes farmacéuticos
(Rowe, Sheskey, Cook, & Quinn, 2013) y la base de datos de la FDA para ingredientes
inactivos aprobados para productos farmacéuticos.

Para la determinacion de compatibilidad se prepararon placebos, soluciones de RSV a
una concentracion de 4.2 pg/mL en las mezclas de solventes y una solucion estandar de
referencia de RSV a la misma concentracion de la muestra. Todo lo anterior con la
finalidad de evaluar cambios en la respuesta analitica que no estuvieran asociados con el
RSV por posible incompatibilidad, es decir, si hubiera un cambio en el comportamiento
espectral, para el caso de la técnica espectrofotométrica, o bien una disminucion en la
respuesta analitica, entonces habria una incompatibilidad por una posible interaccion
farmaco-excipiente; de la misma manera se veria reflejado esto al realizar un andlisis por
HPLC con la ausencia o la disminucion del area del pico de respuesta.

Los cosolventes evaluados en mezcla fueron: PEG 400, PG y EtOH con los cuales fue
compatible el RSV quimicamente al observar los espectros UV/VIS no existe un
comportamiento atipico en la respuesta analitica en comparacién con un estandar de
referencia lo cual se confirma al analizar las muestras por cromatografia ya que el
cromatograma muestra los picos de respuesta sin cambios en el area y la aparicion de
otro picos atribuibles a posibles productos de degradacion (Figura 14). También se
observé que los placebos preparados con las mezclas de solventes no dan respuesta
analitica en el UV/VIS y tampoco en cromatografia debido a que son compuestos que no

tienen grupos cromoéforos.
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La seleccion de excipientes es importante en el disefio de un producto farmacéutico de
calidad. Los excipientes y su concentracion en una formulacion se seleccionan basandose
no solo en su funcionalidad sino también en la compatibilidad con el farmaco (Narang &
Boddu, 2015). De modo que una incompatibilidad se puede definir como una interaccién
farmacolodgica indeseable con uno o mas componentes de una formulacion que produce
cambios en las propiedades fisicas, quimicas, microbiolégicas o terapéuticas de la forma
de dosificacion (Narang & Boddu, 2015; Narang, Rao, & Raghavan, 2009) por ende se
realizo esta prueba de manera indicativa en el presente trabajo.

0.8 ~
0.7 A
06 - ——PEG400 60%:EtOH
' \ 20%:Agua 20%
R —— PEG400 60%:EtOH
'g 04 - 20%:Agua 20%:RSV
'g —— PG 60%:EtOH 30%:Agua
3 0.3 - \ 10%
0.2 - \\ PG 60%:EtOH 30%:Agua
10%:RSV
0.1 -
\ —— Estandar RSV
0 . . Ve (1EtOH:Agual)
ZEI)O 250 300 350 400
-0.1

Long. de onda (nm)

Figura 13. Espectro de mezclas de solventes con RSV para determinar compatibilidad
farmaco- excipientes.
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a. PEG400:EtOH:Agua (60:20:20)
b. PG:EtOH:Agua (60:30:10)
c. PEG400 60%:EtOH 20%:Agua 20%:RSV
D.O4i
2 . 02—
o000
I‘I.KIDOI ' I I?.bﬂ- ’ ’ I3.(|:)C}I ' ' I4.'(|:IC)
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Figura 14. Cromatogramas de mezclas de solventes con RSV para determinar
compatibilidad farmaco- excipientes.
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10.2. Estudios de formulacién

10.2.1. Propuesta de formulaciones

Para seleccionar los componentes de la formulacién del inyectable con RSV se aplicé un
disefio factorial 3% y se establecieron las formulaciones mostradas en la Tabla 9
basandose en los resultados de la etapa de preformulacion dadas las condiciones de
solubilidad, estabilidad en pH y compatibilidad farmaco-excipiente.

La Tabla 9 muestra los factores evaluados de manera codificada y sus respuestas
medidas a través de la técnica de espectrofotometria UV/Vis y Cromatografia (HPLC).

La dosis empleada propuesta del activo fue basada en las utilizadas de estudios de RSV
en modelo animal.

La matriz de 27 formulaciones planteadas por el disefio factorial 3* ademés de evaluar las
respuestas mostradas en la Tabla 8 para seleccionar la mejor formulacion, se determiné
de manera cualitativa observando los tubos después de centrifugarlos con la finalidad de
evaluar en cuél de ellas el RSV presentaba mejor estabilidad fisica evidenciando su
sedimentacion lo cual se veria también reflejado en la determinacién del contenido

guimico en la formulacion.

En las respuestas del disefio de experimentos se evalué el pH en la solucion inyectable
para determinar si era necesario agregar algun amortiguador de pH esto partiendo del
criterio de que la formulacién mas sencilla es la mas adecuada siempre y cuando esta

cumpla con estabilidad y la compatibilidad farmaco- excipiente.
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Tabla 9. Disefio experimental codificado de soluciones inyectables de RSV y resultados
de la medicion de las respuestas.

Respuestas
Factores .
No. Ensayo de Dl AlPHS
formulacion Contenido | Contenido pH Iny**
PG PEG 400 EtOH de RSV de RSV
(%0)* (%0)*

F1 1 1 -1 90.0 89.0 6

F2 -1 1 -1 102.4 100.8 6.6
F3 -1 0 0 74.4 80.1 6.6
F4 -1 1 1 98.6 93.5 6.7
F5 -1 1 0 99.8 102.2 6.7
F6 -1 -1 0 32.1 37.5 6.5
F7 -1 -1 1 94.7 99.8 6

F8 -1 -1 -1 61.2 10.4 6.4
F9 -1 0 -1 87.3 95.2 5.8
F10 -1 0 1 97.8 92.3 5.4
F11 0 -1 -1 97.8 93.1 6.3
F12 0 -1 1 91.7 97.8 6.7
F13 0 1 0 91.6 98.3 6.4
F14 0 0 0 80.3 97.0 6.5
F15 0 0 -1 93.5 99.1 6.7
F16 0 1 1 85.6 92.5 6.8
F17 0 1 -1 86.5 93.1 6.5
F18 0 0 1 92.1 98.8 6.6
F19 0 -1 0 95.0 89.8 6.9
F20 1 0 1 88.7 95.7 6.5
F21 1 1 1 90.8 98.2 6.7
F22 1 0 -1 92.3 93.6 7.4
F23 1 -1 1 99.8 102.4 6.4
F24 1 -1 -1 88.7 90.7 6.8
F25 1 0 0 87.6 92.8 6.4
F26 1 -1 0 97.7 89.6 6.8
F27 1 1 0 92.7 95.4 6.6

*Para determinacion de contenido de RSV en la solucion se empleé la siguiente formula:

Contenido de RSV (%) = Cantidad determinada de RSV (g)x (

** pH Iny: Valor de pH en la solucion inyectable.

Iris Anahi Blanco Alcdantara
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En cuanto a la materia prima de resveratrol se usaron de dos tipos de materia prima, se
emple6é RSV grado farmacéutico con una pureza de 95.2 % y RSV grado alimenticio con
una pureza del 50 % la primera fue empleada para realizar las formulaciones del disefio
de experimentos y la segunda para los estudios previos al disefio experimental, las
formulaciones se muestran en la Figura 15 y no presentaron buena estabilidad fisica
debido a que el activo comenz6 a sedimentar después de un reposo de 24 horas y por

ende quedaron descartadas.

PEG400 20% PEG400 30 % PG30%
Etanol 10% Etanol 15 % PEG 40030 %
Cbp 10 mL Cbp 10 mL Cbp 10 mL

Figura 15. Formulaciones iniciales con RSV 50 %.
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Como se mencion6 en un principio se hizo una sencilla evaluacion visual después de la
centrifugacion de las formulaciones, planteadas por el disefio de experimentos, con la
finalidad de observar la presencia de sedimento o bien particulas insolubles (Figura 16).

F3 . F6 F8

Figura 16. Formulaciones del disefio de experimentos con RSV 95.2 %.

En la figura se muestran las formulaciones que presentaron
sedimentacion de manera evidente después de la centrifugacion lo cual
tiene relacion con la determinacion del contenido de resveratrol en la

solucién inyectable.

Como se observa en la Figura 16 las formulaciones en las que fue mas evidente la
sedimentacion después de la centrifugacion fue formulacién 6 y 8, por ello en la Tabla 9

se muestran ambas formulaciones con porcentajes bajos en contenido de RSV.
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A continuacién se muestran los resultados del analisis de varianza (ANOVA) para estimar
el efecto de los factores sobre las respuestas evaluadas. Se simplific6 el modelo
excluyendo interacciones de los factores que no eran significativos con la finalidad de
mejorar la R-cuadrada y la R-cuadrada ajustada.

Tabla 10. Andlisis de Varianza para contenido de RSV (%) determinado por UV/Vis.

Sumade Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razo6-F | Valor-P

A:PG 354.49 1 354.49 17.10 0.0257

B:PEG 400 349.096 1 349.096 16.84 0.0262

AB 1309.8 1 1309.8 63.20 0.0042

BC 148.403 1 148.403 7.16 0.0753

CC 345.598 1 345.598 16.68 0.0265

Falta de 2614.43 ! 145.246 7.01 0.0670
ajuste 8

Error puro 62.1741 3 20.7247
Total (corr.) 5183.99 é
R-cuadrada = 48.3679 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 36.0746 porciento

C: corresponde al cosolvente etanol (EtOH).

Tabla 11. Analisis de Varianza para contenido de RSV (%) determinado por HPLC.

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F| Valor-P

A:PG 1021.07 1 1021.07 5.24 0.0325

B:PEG 400 1284.06 1 1284.06 6.59 0.0179

AB 1846.36 1 1846.36 9.48 0.0057

BC 907.932 1 907.932 4.66 0.0425

ABC 1108.26 1 1108.26 5.69 0.0265

Error total 4089.19 21 194.724
Total (corr.) 10256.9 26
R-cuadrada = 60.1322 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 50.6398 porciento

C: corresponde al cosolvente etanol (EtOH).
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Tabla 12. Analisis de Varianza para pH Iny.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F| Valor-P
A:PG 0.235111 1 0.235111 2.97 0.1010
AB 0.27 1 0.27 3.41 0.0803
BC 0.1875 1 0.1875 2.37 0.1402
AAC 0.468167 1 0.468167 5.92 0.0251
ABB 0.587778 1 0.587778 7.43 0.0134
ACC 0.233611 1 0.233611 2.95 0.1020
BBC 0.368167 1 0.368167 4.65 0.0440
Error total 1.50341 19 0.0791267
Total (corr.) 3.75852 26
R-cuadrada = 60.0 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 45.2632 porciento

C: corresponde al cosolvente etanol (EtOH).

La Tabla 10, 11 y 12 de ANOVA muestran los analisis de varianza para contenido de
RSV (%) determinado por UV/Vis, contenido de RSV (%) determinado por HPLC y pH los
cuales nos presentan niveles de significancia (valor-P) de cada efecto. Para el caso
mostrado en la Tabla 9, cuatro efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que
son los factores (A, B, AB y CC) que provocan variacién en la respuesta respectiva con
una probabilidad mayor a 95.0 % [(1-P)*100]. En esta misma tabla presenta una R-
cuadrada de 48.3679 %, este porcentaje representa la variabilidad de la respuesta
contenido de RSV (%) determinado por UV/Vis que es explicada por el modelo

determinado:
RSV por UV/Vis = 83.5 + 4.4A + 4.4B - 10.4AB - 3.5BC + 7.6C?

La Tabla 11 muestra el analisis de varianza para la variable de respuesta contenido de
RSV (%) determinado por HPLC en el cual se observa que los factores PG (A), PEG 400
(B), AB, BC y ABC tienen un valor-P menor a 0.05, es decir que todos afectan

significativamente a la variacion de dicha respuesta.

La Tabla 11 muestra que cinco efectos tienen una valor-P menor que 0.05, indicando que
tienen un efecto significativo con un nivel de confianza del 95.0%, es decir, todos los
factores y las interacciones AB, BC y ABC tienen un efecto sobre contenido de RSV (%)

determinado por HPLC. El estadistico R-Cuadrada indica que el modelo se ajusta a los
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datos obtenidos explicando el 60.1322% de la variabilidad en contenido de RSV (%)
determinado por HPLC y una R-cuadrada ajustada de 50.6398%. La ecuacion del modelo
ajustado es la siguiente:

RSV por HPLC =89.5 + 7.5A + 8.4B - 12.4AB - 8.7BC + 11.8ABC

En la Tabla 12 se observan tres interacciones AAC, ABB y BBC tienen un valor-P menor
que 0.05, indicando que son significativos con un efecto sobre pH Iny, sin embargo el
factor A y la interaccion AB y BC no muestra un efecto significativo. EI modelo ajustado
explica el 60 % de la variabilidad de pH Iny, de acuerdo a lo indicado por la R-cuadrada y
el valor obtenido de la R-cuadrada justada fue de 45.2632 % obteniendo la ecuacion del

modelo ajustado siguiente:
pH Iny= 6.5+ 0.3A - 0.2AB+ 0.1BC - 0.4AB + 0.2AC?

La R-cuadrada se emple6 para determinar si el modelo se ajusta a los datos obtenidos de
las respuestas, mientras mayor sea el valor de la R-cuadrada, mejor se ajustan los datos
al modelo.

De manera grafica los efectos sobre contenido de RSV (%) determinado por HPLC,
determinado por UV/Vis y pH Iny se muestran en la Figura 17 con el Diagrama de Pareto
Estandarizado. Los efectos se visualizan trazados en orden decreciente de importancia
representando los efectos divididos entre su error estandar. Los efectos que superan la

linea critica son significativos.
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Figura 17. Diagramas de pareto estandarizado.

En la Figura 17 se observa que la interacciéon AB (PG y PEG400) tiene el mayor impacto
sobre contenido de RSV (%) determinado por UV/Vis, esta interacciébn muestra un efecto
negativo sobre la respuesta, es decir, que al agregar RSV Unicamente en una mezcla de
AB este no se solubilizara completamente causando una posible inestabilidad fisica de la
formulacién provocando sedimentacion del activo. También la interaccion BC muestra un

efecto negativo sobre la respuesta sin embargo dicho factor no es critico.

Ahora bien el factor A, By la interaccion CC también muestran ser factores criticos sobre
el resveratrol disuelto teniendo un efecto positivo, o que indica que en los cosolventes

puros como Ay B el resveratrol mostrara una buena solubilidad del resveratrol.

Para el caso de contenido de RSV (%) determinado por HPLC; también se demostro que
la interaccion AB tiene mayor impacto sobre el contenido de RSV (%) determinado por

HPLC con un efecto negativo sobre la respuesta. Asi mismo la interaccion BC muestra un
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efecto negativo sobre la respuesta, sin embargo aqui la técnica de cromatografia

empleada indica que dicha interaccion es critica.

Por la técnica de cromatografia también se demostré que el factor A, B y la interaccién CC
también muestran ser factores criticos sobre el resveratrol disuelto teniendo un efecto

positivo.

La Figura 17 en pH de la solucién inyectable, indica que tres interacciones son criticas,
ABB tiene un efecto negativo al igual que AAC, y por otro lado BBC tiene un efecto
positivo. Es decir para los primeros tres casos la interaccibn ABB y AAC tienen un efecto
sobre los valores de pH tendiendo a la disminuciéon del pH en el inyectable. Por el
contrario la interaccién BBC tiene un efecto positivo sobre el pH de la formulacion.

Se observaron cuatro factores no criticos, la interaccién AB tiene un efecto negativo,
seguido del factor A, ACC y BC que tienen un efecto positivo.

Hay que considerar que el polietilenglicol (PEG) en solucién acuosa presenta valores de
pH 5-7, el etanol y el propilenglicol (PG) cercano a pH 7; por lo que en las soluciones
preparadas con estos cosolventes el pH del medio puede estar entre esos valores
considerando también a la concentracién que estén, sin embargo estos valores pueden
ser modificados al agregar otro tipo de excipientes a la formulacion que influyan sobre el
pH y al ocurrir esto se debe considerar agregar un agente amortiguador ya que el pH
debe ser el adecuado al pH fisioldgico pero principalmente valores que permitan la
estabilidad del activo.
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Contenido de RSV (%) determinado por HPLC

Comportamiento de mezclas con Etanol 30 % (nivel coficado=1)
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Figura 18. Diagrama de superficie de respuesta para la determinacion de resveratrol determinado por
HPLC en la solucion inyectable.
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Contenido de RSV (%)determinado por UV/Vis

Comportamiento de mezclas con Etanol 30 % (nivel codificado=1)
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Figura 19. Diagrama de superficie de respuesta para la determinacion de resveratrol determinado por
espectrofotometria UV/Vis en la solucién inyectable.
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pH en la solucién inyectable de RSV

Comportamiento con mezclas de Etanol 30 % (nivel codificado=1)
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Figura 20. Diagrama de superficie de respuesta para la determinacion de pH en la solucion inyectable.
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En las Figuras 18, 19 y 20 se presentan las superficies de respuesta determinadas para
contenido de resveratrol por HPLC, contenido de resveratrol por UV/Vis y para el pH de la
solucion inyectable de resveratrol.

La Figura 18 y 19 donde se determind el contenido de resveratrol por HPLC y
espectrofotometria UV/Vis respectivamente, se puede observar que para el caso de la
mezcla de PEG400 y PG con etanol al 30 % (nivel codificado=0) pareciera que para tener
mayor contenido de resveratrol en la formulacion se debe considerar usar el nivel alto de
PEG400 y PG que es el 60 % en ambos casos. El comportamiento del gréfico con etanol
20 % (nivel codificado=0) muestra ascendencia en el nivel alto de PEG400 y nivel bajo de
PG (0 %) para obtener una mejor respuesta. Por otro lado en el nivel bajo del etanol (nivel
codificado= -1) muestra que para obtener una respuesta optima se debe manejar el nivel
alto del PEG400 y el nivel bajo del PG.

De manera general se puede mencionar que la mezcla de PEG400 con etanol da mejor
respuesta en el contenido quimico, sin embargo se tiene que emplear el PEG400 en un
nivel alto, esto coincide con lo obtenido en el diagrama de Pareto en la Figura 17 pues el
factor de PEG400 tiene un efecto critico sobre el contenido de resveratrol en la solucion
con un efecto positivo, es decir, aumenta su solubilidad y por lo tanto el contenido de
activo en solucion, sin embargo se debe proceder a optimizar la formulacion para
seleccionar las cantidades apropiadas.

Para el caso del pH los resultados obtenidos en el diagrama de superficie de respuesta
para la determinaciéon de pH en la solucion inyectable se muestra en la Figura 20 donde
se observa que en los tres niveles de etanol cuando este se mezcla con niveles altos o
centrales de PEG400 y PG el pH de la solucién aumenta ligeramente aunque se observo
que este no excede valores de pH 7 sino que se encuentra dentro del rango de pH que
estos cosolventes poseen por su caracteristicas quimica.

Al evaluar el pH final en las formulaciones estas tenian pH entre 5y 7 en donde el RSV se
encuentra estable de acuerdo a los estudios de preformulaciéon y ademas esta cercano al
pH fisiolégico (pH 7.4) por lo que no fue necesario agregar un buffer.

Se realizo la determinacion de las cantidades 6ptimas de PEG400, PG y etanol mostradas
en la Tabla 13.
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Tabla 13. Cantidades 6ptimas de los cosolventes a emplear para la formulacion
parenteral de RSV.

Factor Bajo | Alto Optimo
PG -1.0 1.0 1.0
PEG 400 -1.0 1.0 -1.0
EtOH -1.0 1.0 1.0

La Tabla 13 muestra la combinacion de los niveles de los factores, la cual maximiza la
cantidad disuelta de resveratrol y donde la solucion inyectable se mantuvo libre de
particulas insolubles, indicando que la formulacién 6ptima es la F23, se seleccionaron dos
formulaciones mas, la F2 y F5, cuya respuesta evaluada fue también de las mas altas, las
3 formulaciones fueron seleccionadas para ser sometidas a un estudio exploratorio de
estabilidad acelerada.

Haciendo énfasis en los cosolventes empleados, el PEG 400, PG y el EtOH son
incorporados a la formulacién ya que tienen la finalidad de mejorar la solubilidad del RSV
en agua. Tanto el PG como el PEG 400 ofrecen no solo la gran ventaja de aumentar la
solubilidad del activo sino que también fungen como estabilizantes del principio activo y
ademas, para el primer caso, puede presentar accion bactericida similar al etanol este
altimo mencionado es agregado a la formulacion no solo con la finalidad de aumentar la
solubilidad del RSV sino que también para mejorar la estabilidad quimica del PG. Otro
criterio importante a considerar en las formulaciones parenterales, es la isotonicidad por
ende en las formulaciones F2, F5 y F23 seleccionadas (Tabla 14) se les afiade también
cloruro de sodio con la finalidad igualar la presiébn osmoética al momento de su
administracion parenteral.

Una solucién es isotonica con la célula cuando al estar en contacto con ésta, la célula no
pierde o gana agua y no presenta ningun otro cambio. Por ello la isotonicidad se
determiné por el método de equivalentes de cloruro de sodio. Este método esta basado
en que la sangre y otro fluidos biol6gicos, poseen una presién osmética igual a una
solucion al 0.9 % de NaCl. Un equivalente de cloruro de sodio es el peso de NaCl que
produce el mismo efecto osmotico que un gramo de la sustancia en solucion.

Para el célculo se consider6 la cantidad agregada de activo y mediante el método

utilizado y asi determinar los gramos de NaCl faltantes para isotonizar las soluciones.
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Con los estudios de preformulacion y formulacion a través del disefio de experimentos, las
formulaciones finales seleccionadas para estudios de estabilidad acelerada son la que se
muestran en la Tabla 14. Unicamente por fines de investigacion, la materia prima a usar
para los estudios de estabilidad acelerada sera la de RSV 50 % grado alimenticio, esto
debido los costos, pues la materia prima de RSV de 95.2 % grado farmacéutico es de un
costo elevado.

Tabla 14. Formulaciones seleccionadas.

%

Agua
Formulacion Resveratrol PG PEG 400 Etanol NaCl pugftl)csda
2 0.35 60 10 0.8 10 ml
5 0.35 60 20 0.8 10 ml
23 0.35 60 30 0.8 10 ml

10.3. Pruebas de hemolisis

Como ya se menciond en el punto 10.2.1 Propuesta de formulaciones, las formulas
parenterales deben cumplir el criterio de ser soluciones isotonicas, esto es importante ya
que si estas llegan a producir hemolisis puede llegar a causar problemas en los pacientes.
En la Figura 21 se puede apreciar de manera visual y porcentual la prueba de hemdlisis
para las féormulas seleccionadas de acuerdo a su estabilidad fisica. Podemos observar
que las formulaciones obtuvieron un potencial hemolitico en el siguiente orden:
F2>F23>F5 produciendo una hemolisis de 4.3 %, 3.4 % y 2.5 % respectivamente.

Por estudios es bien conocido que los PEG’s y el PG pueden llegar a causar hemolisis si
se emplean a altas concentraciones, a diferencia del EtOH que no produce ese efecto
(Ketan Amin, 2012; Krzyzaniak et al., 1997), sin embargo la adicion de sales como el NaCl
ayudan a disminuir el potencial hemolitico, por ello se puede deducir que si las
formulaciones no tuvieran el agente isotonizante, en este caso el NaCl, seguramente
estos porcentajes de hemolisis serian elevados ya que se manejaron concentraciones

altas de estos cosolventes.
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Basandose en los valores de referencia dados en una guia de hemolisis (Ketan Amin,
2012) que, considera que las formulaciones con valor de hemolisis <10 % no son
hemoliticas, mientras que valores > 25 % tienen riesgo de hemdlisis, los porcentajes
obtenidos de cada formulacion en la Figura 21 mostraron por lo tanto que no hay riesgo
de hemdlisis pues estan por debajo del 10 % tal y como muestra el Figura 22 .

Formulacioén 2 5 23 Control

Imagen

Muestras :
diluidas

Potencial : :
hemolitico 43 25 3.4 A
(%)

Figura 21. Resultados del potencial hemolitico de las formulaciones seleccionadas.
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Figura 22. Evaluacion del potencial hemolitico.

Las lineas azules indican el porcentaje limite en los cuales las
formulaciones ya presentan un riesgo de hemolisis. Se considera que
las formulaciones con valor de hemolisis <10 % no son hemoliticas,
mientras que valores > 25 % tienen riesgo de hemodlisis y son
consideradas hemoliticas.

10.4. Desarrollo y validacion de un método espectrofotométrico para la
determinacion de resveratrol en la formulacién parenteral.

Se realiz6 un ensayo analitico sencillo con las muestras de formulaciones cuantificando
su contenido quimico, el tratamiento de las muestras fue a través de diluciones usando
como medio mezclas de EtOH:Agua (50:50) y se leyeron a la longitud de onda de 306 nm

junto con un estandar de referencia del RSV.

Las concentraciones de las muestras se estimaron a partir de la absorbancia obtenida
relacionandola con la concentracion del estandar (4.2 ug/ml) y su absorbancia, siguiendo

la férmula:

Absorbancia de la muestra ,
[ma/ml] conc.muestra =( T beorbancin dol sotandar X Conc. estandarx F. D)/1000

La validacién del método analitico se realizé6 basandose a lo establecido en la Guia de

Validacion del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos asi como también
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en la ICH. Los pardmetros de validacion evaluados fueron linealidad del sistema,

Especificidad, linealidad del método, precision, exactitud y reproducibilidad.

10.4.1. Linealidad del sistema

Para la linealidad del sistema se prepard una curva de calibracién de RSV con 6 niveles
de concentracion en un rango de 0.525-16.8 pg/mL por triplicado. Los resultados de las

concentraciones de la curva de calibracién se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Datos de concentraciones de la curva de calibracion de resveratrol para evaluar

linealidad del sistema.

Ngirztegr%:e [ Mg/mL] Absorbancia Abila\(/:g)nce
1 0.0810 0.1543
0.525 0.0800 0.1524
0.0800 0.1524
2 0.1570 0.1495
1.05 0.1540 0.1467
0.1560 0.1486
3 0.3120 0.1486
2.1 0.3070 0.1462
0.3130 0.1490
4 0.6220 0.1481
4.2 0.6200 0.1476
0.6340 0.1510
5 1.2450 0.1482
8.4 1.2650 0.1506
1.2530 0.1492
6 2.4460 0.1456
16.8 2.4320 0.1448
2.4580 0.1463

En el Figura 23 muestra que en la respuesta analitica del RSV existe un cambio
directamente proporcional a la concentracion. La Tabla 16 demuestra los parametros
estadisticos que se obtuvo en el andlisis de la regresion, se observé que los resultados

cumplen con los criterios de aceptacion establecidos.

Pagina | 77
Iris Anahi Blanco Alcdantara



RESULTADOS Y DISCUSION

LEDEFAR

Tabla 16. Parametros obtenidos de la regresién de la curva de calibracién de resveratrol

para evaluar linealidad del sistema.

Pararqet_ros Valor obtenido Crlterlos_ ple Observacion
estadistico aceptacion
r? 0.9998 R>> 0.98 Cumple
Pendiente (m) 0.1457 - -
Intercepto (b) 0.0089 - -
CV% 1.7151 CV%< 2 % Cumple
_ IC(B1) no debe
LI=0.1445 ) .
IC (B.) LS=0.1468 incluir el cero Cumple
- IC(B0) debe incluir el
LI = -0.0003
IC (BO) LS= 0.0180 cero Cumple
3.0000 -
2.5000 - y= 0.1457x + 0.0089
R?=0.9998
. 2.0000 -
=
(5]
£ 1.5000 -
]
a
< 1.0000 -
0.5000 -
00000 i T T T 1
0 5 10 15 20

Concentracién [pg/mL]

Figura 23. Curva de calibracion del resveratrol para determinar linealidad del sistema.

Con la finalidad de demostrar una relacion lineal entre la concentracion del RSV y su
respuesta analitica, se realizé un analisis de varianza como se muestra en la Tabla 17, y

se establecieron las siguientes hipotesis:
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Ho: No hay relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica del RSV
H;: Si Hay relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica del RSV
Para los criterios de aceptacion de las hipétesis se establece lo siguiente:

Si F ca< F¢=0.05;gl(1/16) no se rechaza Hy

Si F o> F¢=0.05;gl(1/16) se rechaza Hq

Tabla 17. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del sistema con un nivel de

significancia del 95%.

ANALISIS DE
VARIANZA
Grados : "
de Suma de Promedio de = Valor critico F,=0.05:g1(1/16)

: cuadrados los cuadrados de F
libertad

Regresion 1 12.34509 12.34509 71402.2335 1.2463E-30 4.4940

Residuos 16 0.002766 0.00017

Total 17 12.34785

De acuerdo con las hipotesis planteadas y los resultados que se obtuvieron, se rechaza
Ho debido a que Fqy= 71402.2335> F,=0.05;9I(1/16)= 4.4940 y por lo tanto si existe una

relacion lineal entre la concentracion y la respuesta analitica del RSV.

10.4.2. Especificidad

La especificidad permite evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de otros
componentes como son los excipientes en una formulacion, es decir, permite confirmar
que la sefial analitica corresponde Unicamente al analito de interés. Para determinar este
parametro, se analizd una solucion estandar de 4.2 pg/mL de RSV, placebo cargado a la
misma concentracién del estdndar de referencia y una solucion placebo. La soluciones
empleadas fueron solamente la F5 y la F23 debido que de las tres formulaciones que se
seleccionaron en la etapa de formulacion, entre ellas solo cambiaba el tipo de cosolvente
principal, PEG 400 para formulacion F2 y F5, PG para F23. Los resultados obtenidos se

observan en el Figura 24 y 25 donde muestran que los componentes de las formulaciones
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no presentan interferencia con la sefial dada del RSV, y por lo tanto el método es

especifico para poder determinar contenido de RSV en las soluciones parenterales.
0.8 -
0.7 -
0.6 -
0.5 -

0.4 - Placebo F5

03 - Placebo cargado F5

Absorbancia

Estandar de RSV (1EtOH:Agual)
0.2 -

0.1 -

0 N— T T — \pemaAi 1

ZTO 250 300 350 400
0.1

Long. de onda (nm)

Figura 24. Especificidad con formulacién 5.

0.8 -
0.7 ~
0.6 -

0.4 - Placebo F23

0.3 - Placebo cargado F23

Absorbancia

0.2 —— Estandar de RSV (1EtOH:Agual)

0.1 K A

0 T T e 1
2&)0 250 300 350 400
-0.1

Long. de onda (nm)

Figura 25. Especificidad con formulacion 23.
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10.4.3. Linealidad del método

Para la evaluacion de la linealidad del método se prepararon 6 niveles de concentracion
de placebos cargados en un intervalo de 2.8-4.2 mg (80 al 100 %) de resveratrol/mL, cada
nivel se realizd por triplicado. La Tabla 18 muestra los resultados del porcentaje de
recuperacion del RSV. La prueba de linealidad del método nos demuestra que hay una
relacién directamente proporcional entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada

del analito (Resveratrol).

En la Tabla 18 se muestran los resultados de la concentracién adicionada vs recuperada
los cuales se analizaron para determinar si los valores cumplian con los criterios de
aceptacién mostrados en la Tabla 19 en donde se muestra que si se cumple con los

criterios para este parametro.

En el Figura 26 se observa un comportamiento lineal y que los resultados son cercanos a

la cantidad de analito conocida.
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Tabla 18. Datos de concentracion adicionada vs concentracion recuperada para
determinar linealidad del método a partir de placebos cargados.

% [mg recuggrgados %
de adicionados de absorbancia de Recuperado conc.Est/conc.adic
RSV resveratrol/mL] de RSV
resveratrol/mL]
0.4160 2.79 99.79 0.9979
80 2.8 0.4224 2.84 101.36 1.0136
0.4213 2.83 101.09 1.0109
0.4690 3.16 100.25 1.0025
90 3.15 0.4689 3.16 100.23 1.0023
0.4657 3.14 99.53 0.9953
0.5240 3.54 101.01 1.0101
100 3.5 0.5192 3.50 100.07 1.0007
0.5152 3.47 99.28 0.9928
0.5730 3.87 100.56 1.0056
110 3.85 0.5748 3.88 100.88 1.0088
0.5685 3.84 99.76 0.9976
0.6185 4.18 99.62 0.9962
120 4.2 0.6139 4.15 98.87 0.9887
0.6155 4.16 99.13 0.9913
Promedio 100.0949 1.0009
Desvest 0.7633 0.0076
C.V% 0.7626 0.7626

4.5

4.0 -

Concentracion estimada (mg/mL)

3.5 - y =0.9734x + 0.0947
R?=0.9978
3.0 A
2-5 T T T 1
2.5 3 3.5 4 4.5

Concentracion adicionada (mg/mL)

Figura 26. Concentracion adicionada vs concentracion estimada para determinar
linealidad del método.
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Tabla 19. Datos de los parametros obtenidos para determinar linealidad del método.

Paramet_ros Valor obtenido Crlterlos_ fje Observacion
estadistico aceptacion
r? 0.9978 R*>0.98 Cumple
CV% 0.76261 CV%< 2 % Cumple
- IC(B1) debe incluir
LI=0.9461 :
IC (Bl) LS=1.0005 la unidad Cumple
IC(Bo) LI=-0.0014 IC(Bo) debe incluir el
LS=0.1907 cero Cumple

Con el fin de corroborar la linealidad entre la concentracion del RSV y la respuesta
analitica, se aplicé el andlisis de varianza mostrado en la Tabla 20, y se establecieron las

siguientes hipétesis:

Ho: No hay relacion lineal entre la concentracion adicionada y la concentracion estimada
H,: Si hay relacién lineal entre la concentracién adicionada y la concentracion estimada
Teniendo en cuenta los criterios de aceptacion:

Si F ca< F¢=0.05;g 1(1/13) no se rechaza Hy

Si F .a> F,=0.05;g 1(1/13) se rechaza H,

Podemos decir los valores obtenidos de F .,=5982.4892> Fa=0.05;gl(1/13)= 4.6672 y por
lo tanto se rechaza Hy, lo que quiere decir que si hay relacion lineal entre la concentracion

adicionada.

Tabla 20. Andlisis de varianza para determinar la linealidad del método con un nivel de

significancia del 95%.

ANALISIS DE
VARIANZA

Grggos Suma de Promedio de = Valor critico F,=0.05:g1(1/13)
I cuadrados los cuadrados de F =
ibertad

Regresidén 1 3.4818 3.4818 5982.4892 1.0565E-18 4.6672

Residuos 13 0.0076 0.0006

Total 14 3.4894
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10.4.4. Precision y exactitud

La precisién va permitir demostrar que el método tiene la capacidad de dar respuestas
muy parecidas entre si, es decir que hay concordancia entre resultados analiticos
individuales, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de
una muestra homogénea. La exactitud corresponde a la concordancia entre un valor
obtenido empleando el método y el valor de referencia. Para determinar ambos
parametros de validacion se analizaron tres niveles de concentracién que son del 80, 100
y 120 % de concentracién por sextuplicado. Los resultados obtenidos se muestran en la
Tabla 21.

Tabla 21. Datos de concentracion adicionada vs concentracion estimada para

determinar precision y exactitud del método a partir de placebos cargados.

Adicionada Estimada
% [mg de RSV/ImI]  Absorbancia [mg de RSV/ml] % Recobro
0.416 2.79 99.78
0.4224 2.83 101.35
0.4213 2.83 101.08
80 2.8 0.4181 2.80 100.30
0.4196 2.81 100.67
0.4246 2.85 101.89
0.524 3.53 101.00
0.5192 3.50 100.06
0.5152 3.47 99.28
100 3.5 0.522 3.52 100.61
0.5226 3.52 100.73
0.523 3.52 100.81
0.6185 4.18 99.61
0.6139 4.15 98.86
0.6155 4.16 99.12
120 4.2 0.6212 4.20 100.05
0.6227 4.21 100.30
0.6181 4.18 99.55
Promedio 100.28
Desvest 0.816
C.V% 0.8146

La Tabla 22 demuestra que lo datos estadisticos calculados para determinar precision del
método cumple con el criterio de aceptacién ya que en el porcentaje del coeficiente de

variacion se obtuvo < 2% lo que indica que la dispersion de los datos es aceptable y por lo
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tanto se considera preciso. En cuanto a la exactitud del método este se evalué respecto a
los porcentajes de recobro y el criterio de aceptacion del intervalo de confianza que
establece que debe contener el 100 % y el valor obtenido es del 99.88-100.69 % por lo

tanto se cumple con la exactitud del método.

Tabla 22. Datos de regresion para determinar precision y exactitud del método.

Paramet_ros Valor obtenido Crlterlos_ fje Observacion
estadistico aceptacion
CV% 0.8146 CV%< 2 % Cumple
IC(M) LI=99.88 IC(u) debe incluir el
LS= 100.69 100% Cumple

10.4.5. Reproducibilidad

La reproducibilidad se determiné en base a la precision intermedia del método analitico
expresada como, la concordancia relativa obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en un mismo laboratorio, por diferentes analistas, en distintos dias. Este
parametro se evalué empleando concentraciones de 90, 100 y 110 % de placebos
cargados, preparados en dos dias diferentes y por dos analistas diferentes. En la Tabla 23
se muestran los resultados de los porcentajes de recobro por cada analista en diferente
dia. El andlisis estadistico que se realiz6 para determinar si existian diferencias
significativas entre los resultados que obtenia cada analista en diferente dia, se hizo un
analisis de varianza estableciendo como factores el analista y el dia.

De acuerdo a los resultados del andlisis estadistico mostrado en la Tabla 23, el valor
obtenido del CV % es < 3 %, cumpliendo con ello la reproducibilidad como lo establecido
para métodos espectrofotométricos en la guia de validacion de métodos analiticos del
Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos.
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Tabla 23. Cantidad estimada de Resveratrol a partir de placebos cargados para evaluar
reproducibilidad del método (Precision intermedia del método).

Resveratrol Resveratrol
Adicionado Analista Dia | Absorbancia | Recuperado | Media S CcV
% %
90 1 1 0.4694 98.11
90 1 1 0.4731 98.89
a0 1 1 0.4743 99.14
100 1 1 0.5383 101.26
100 1 1 0.5324 100.15 99.26 1.09 | 1.10
100 1 1 0.5209 97.99
110 1 1 0.582 99.53
110 1 1 0.5746 98.27
110 1 1 0.5847 99.99
90 2 1 0.4768 99.66
a0 2 1 0.4734 98.95
a0 2 1 0.4758 99.45
100 2 1 0.5292 99.55
100 2 1 0.5275 99.23 99.40 | 1.85 | 1.86
100 2 1 0.5295 99.61
110 2 1 0.6059 103.62
110 2 1 0.5676 97.07
110 2 1 0.5699 97.46
90 1 2 0.4857 102.18
a0 1 2 0.4683 98.52
a0 1 2 0.4784 100.64
100 1 2 0.5141 97.34
100 1 2 0.526 99.59 99.60 1.47 | 1.48
100 1 2 0.5219 98.81
110 1 2 0.576 99.14
110 1 2 0.5759 99.13
110 1 2 0.5873 101.09
90 2 2 0.4696 98.79
90 2 2 0.4739 99.69
a0 2 2 0.4706 99
100 2 2 0.5058 95.77
100 2 2 0.5176 98 98.21 1.44 | 1.47
100 2 2 0.5142 97.36
110 2 2 0.5602 96.42
110 2 2 0.5806 99.93
110 2 2 0.575 98.97
Promedio 99.12
Desv. 1.52
CV% 1.54
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10.5. Estudios de estabilidad

Para realizar la estabilidad acelerada de las formulaciones 2, 5y 23 se preparé un lote por
formulacion, se dosificaron en frascos viales vidrio ambar y vidrio transparentes sellado
herméticamente y fueron sometidos a condiciones de temperatura de 4°C, 30°C, 40°C,
50°C y 60°C durante un periodo de 5 dias. El andlisis de las muestras se llevé a cabo
cada 24 horas a través del método analitico espectrofotométrico desarrollado y validado.
Los resultados de las evaluaciones del porcentaje de resveratrol en las diferentes
formulaciones sometidas a estabilidad en vidrio &mbar y vidrio transparente, se muestran
en la Tabla 24 y 25 respectivamente, en donde se observa que la formulacion 5y 23
mostraron mejor estabilidad tanto en envase de vidrio ambar como en el de vidrio
transparente debido a que se obtiene mayor porcentaje de resveratrol en comparacion
con la formulacién 2 cual mostré menor porcentaje de resveratrol durante el periodo de
estabilidad. De acuerdo a estas evaluaciones se realizé una comparacion de las lineas de
regresion para cada formulacion analizando el logaritmo del porcentaje de resveratrol en
funcién del tiempo (horas) considerando una cinética de primer orden.

Para la formulaciéon 2 y 5 que contenian PEG400:EtOH en una mezcla 60:10 y 60:20
respectivamente, se obtuvieron esquemas de regresion lineal mostrados en el Figura 27 y
los resultados de regresion lineal de la formulacién 23 que contenia PG:EtOH en una
proporcion 60:30 (Figura 27). Se puede observar que en la formulacién 2, respecto a la
formulacion 5 y 23, el porcentaje de resveratrol muestra una mayor degradacion tanto en
envase de vidrio &mbar como en vidrio transparente a los 4 °C a partir de las 24 horas de
haber comenzado el estudio de estabilidad, y de hecho fue la que menos estabilidad
presentd mostrando un comportamiento similar a la formulacion 23 en donde también
comienza a existir una degradacion del resveratrol a temperatura de 4°C a partir de las 24
horas en ambos envases aunque se observé mayor velocidad de degradacion en envase

de vidrio &mbar.

También se puede observar que la formulacion que presenté mayor estabilidad entre
todas fue F5, ya que la degradacion se comenzd a observar en temperatura de 30°C
hasta las 96 horas de estudio, sin embargo esta degradaciéon fue mas evidente en envase
de vidrio ambar que en vidrio transparente aunque no de manera significativa. La

formulacion F23 partir de 50°C en envase de vidrio transparente ya comienza a verse
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mayor degradacion a las 96 horas, sin embargo en envase de vidrio ambar la velocidad

de degradacion a las 96 horas es todavia mayor a 50°C.

Con los datos de las pendientes obtenidas para cada formulacion a diferente temperatura
y envase mostrados en la Tabla 26 y 27, se aplicé la ecuacion de Arrhenius con la
finalidad de predecir el tiempo en el cual el resveratrol tiene una degradacién del 10 %
(teo) €n las diferentes formulaciones. Se puede observar en la Tabla 27 que la formulacién
2 el ty fue bajo en las cinco temperaturas evaluadas sin embargo a 60°C presenté menor
tiempo de estabilidad obteniendo una ty, 181.49 horas (7.56 dias) en envase de vidrio
transparente y 159.88 horas (6.6 dias) en vidrio &mbar. En la formulacion 5 la
temperatura en la que se mostr6 mejor estabilidad del resveratrol fue a 4°C para ambos
tipos de envases ya que no presentd degradaciéon durante el tiempo evaluado y por tanto
no se aplico la ecuacion de Arrhenius. Sin embargo esta formulaciéon presentdé menor tgy
en temperatura de 60°C obteniendo 636.58 horas (26.5 dias) y 433.24 horas (18 dias) en
vidrio transparente y vidrio &mbar correspondientemente, mostrando mejor estabilidad en

envase de vidrio transparente.

La formulacion 23 mostr6 mejor estabilidad a 4°C en envase de vidrio transparente
teniendo una ty, de 486.74 horas (20.28 dias) y se observd que a partir de 30°C los
valores de % Resveratrol son muy bajos presentando menor estabilidad a temperatura de
60°C con una tyy de 208.46 horas (8.69 dias). En envase de vidrio &mbar se obtuvo una tgg
a 4°C menor que en envase de vidrio transparente, 286.36 horas (11.93 dias) siendo su
valor mas alto y 180.8 horas (7.54 dias) su valor mas bajo a 60°C.Razén por la cual se
observaron mejores resultados de estabilidad de las formulaciones en envase vial de
vidrio transparente que en vidrio ambar sometidos a las diferentes temperaturas
esperando que la mejor estabilidad fuera en envase de vidrio ambar, puede ser atribuido
al diferente tipo de material por el cual estén conformados los envases recordando que la
farmacopea clasifica los diferentes envases de vidrio por su composicion (FEUM, 2018),
siendo ese un factor que no se control6 durante el estudio de estabilidad acelerada puesto
gue se desconoce la composicion de los envases utilizados considerando que estos estan
en contacto con el farmaco y tienen como funcién proporcionar proteccion contra la luz, la

humedad, contaminantes y oxigeno, entre otros.

Pagina | 88
Iris Anahi Blanco Alcdantara



RESULTADOS Y DISCUSION

LEDEFAR

Tabla 24. Resultados de las evaluaciones de % resveratrol en las formulaciones durante

el periodo de estabilidad en envase de vidrio ambar.

Temperatura
°C)

30

40

50

60

Tiempo
(horas)

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

% resveratrol en vidrio ambar

F2
101.24
96.76
96.64
95.85
95.40
100.69
96.15
95.74
94.87
94.82
100.96
94.21
96.01
94.92
94.83
101.63
92.73
96.64
94.17
94.09
101.42
92.71
93.16
92.60
92.01

F5
100.19
100.30
101.42
100.01
100.79
100.50
100.98
101.73

99.72
99.81
101.38
101.40
102.01
99.92
99.47
100.24
101.12
101.42
100.76
99.55
102.08
101.18
101.87
99.06
98.32

F23
100.61
98.12
97.78
97.18
96.52
100.78
97.53
97.57
96.55
96.24
100.64
100.16
96.71
96.23
96.57
100.99
98.01
97.78
96.42
96.02
100.84
95.77
95.42
94.90
93.67
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Tabla 25. Resultados de las evaluaciones de % resveratrol en las formulaciones durante

el periodo de estabilidad en envase de vidrio transparente.

Temperatura Temperatura
(°C)

(°C)

30

40

50

60

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

0
24
48
72
96

% resveratrol en vidrio transparente

F2
101.24
97.53
98.46
97.00
97.14
100.69
95.42
96.61
96.56
95.92
100.96
94.32
96.32
95.24
95.45
101.63
96.02
98.46
95.43
95.79
101.42
96.35
95.30
94.06
94.33

F5
100.19
101.73
101.84
100.69
101.13
100.50
101.76
101.28
100.12
100.08
101.38
101.00
101.80
100.75
100.39
100.24
101.23
101.84
100.71

99.01
102.08
101.58
100.16
100.04
100.58

F23
100.61
100.49
101.43

99.02
98.19
100.78
98.55
98.52
98.38
97.36
100.64
98.87
99.54
98.90
98.31
100.99
96.90
101.43
97.26
92.56
100.84
96.21
98.46
96.97
93.77
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Figura 27. Comparacion de lineas de regresién para las formulaciones F2, F5 y F23 en envase de vidrio.
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Tabla 26. Aplicacion de la ecuacion de Arrhenius.

LEDEFAR

Formulacién -(Elnpvoags Vidrio transparente
Temperatura Pendiente K estirl‘r<1ada teo (horas) too
Constante de endiente*. Ec€uacion Cinetica de
°C velocidad de P 1 de primer orden Dias
reaccion (K) Arrhenius (0.105/K)
4 -0.00037 0.00037 0.00032 327.90 13.66
30 -0.00035 0.00035 0.00043 242.47 10.10
40 -0.00043 0.00043 0.00048 218.80 9.12
50 -0.00052 0.00052 0.00053 198.70 8.28
60 -0.00070 0.00070 0.00058 181.49 7.56
F2 anvoagg Vidrio ambar
Temperatura Pendiente K estirljlada teo (horas) too
Constante de endiente*- Ecuacion Cinética de
°C velocidad de P 1 de primer orden Dias
reaccion (K) Arrhenius (0.105/K)
4 -0.00053 0.00053 0.00049 214.22 8.93
30 -0.00056 0.00056 0.00057 184.51 7.69
40 -0.00049 0.00049 0.00060 175.37 7.31
50 -0.00058 0.00058 0.00063 167.20 6.97
60 -0.00082 0.00082 0.00066 159.88 6.66
thvoagg Vidrio transparente
Temperatura Pendiente K estirljlada too (horas) too
Constante de endiente* Ecuacion Cinéticade
°C velocidad de P 1 de primer orden Dias
reaccion (K) Arrhenius (0.105/K)
4 0.000035 - - - -
30 -0.000103 0.000103 0.000089 1183.62 49.32
40 -0.000092 0.000092 0.000111 942.89 39.29
50 -0.000124 0.000124 0.000136 772.83 32.20
5 60 -0.000187 0.000187 0.000165 636.58 26.52
Tipo de Ambar
envase
Temperatura Pendiente K estirlflada teo (horas) too
Constante de endiente* Ecuacion Cinéticade
°C velocidad de P 1 de primer orden Dias
reaccion (K) Arrhenius (0.105/K)
4 0.000038 - - - -
30 -0.000110 0.00011 0.000107 978.22 40.76
40 -0.000220 0.00022 0.000143 732.83 30.53
50 -0.000072 0.00007 0.000188 558.90 23.29
60 -0.000401 0.00040 0.000242 433.24 18.05
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Tabla 27. Aplicacion de la Ecuacion de Arrhenius.

LEDEFAR

Formulacién Tipo de Vidrio transparente
envase
Temperatura Pendiente K K tgo (horas) too
estimada

Constante de endiente*. Ecuacion - Cineticade

°C velocidad de P 1 de primer orden  Dias
reaccion (K) Arrhenius (0.105/K)

4 -0.00026 0.00026 0.00022 486.74 20.28

30 -0.00029 0.00029 0.00033 315.79 13.16

40 -0.00019 0.00019 0.00039 272.54 11.36

50 -0.00071 0.00071 0.00044 237.37 9.89

60 -0.00057 0.00057 0.00050 208.46 8.69

F23 Tipo de e
envase Vidrio ambar
Temperatura Pendiente K estirlfwada teo (horas) too

Constante de endientex. Ecuacion - Cineticade

°C velocidad de P 1 de primer orden  Dias
reaccion (K) Arrhenius (0.105/K)

4 -0.00039 0.00039 0.00037 286.36 11.93

30 -0.00043 0.00043 0.00046 226.52 9.44

40 -0.00051 0.00051 0.00050 209.15 8.71

50 -0.00049 0.00049 0.00054 194.07 8.09

60 -0.00065 0.00065 0.00058 180.88 7.54
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Con lo que respecta a la estabilidad de pH que tuvo cada formulacion los resultados
obtenidos se muestran en la Tabla 28 para envase de vidrio transparente y en la Tabla 29
para vidrio &mbar. La estabilidad del resveratrol es mayor en medios acidos de acuerdo a
los estudios de preformulacién realizados anteriormente; como se puede observar en las
Tablas 28 y 29 el pH de cada formulacion se encuentra en un pH entre 4 y 7.3

permitiendo que el resveratrol sea estable en la solucién.

Podemos observar que el pH en las formulaciones no tiene un cambio al someterse a
estabilidad en las diferentes temperaturas en ambos envases lo que demuestra que la
formulacion es estable en su pH a las diferentes condiciones de temperatura, sin embargo
habria que valorar la materia prima empleada ya que como se mencioné en la etapa de
formulacién por costos se emple6 la materia prima de RSV grado alimenticio con 50 % de
pureza. También es recomendable realizar estudios mas adentrados de estabilidad
acelerada para determinar si la formulacion puede mantener estable su pH sin la

necesidad de agregar un agente amortiguador.
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Tabla 28. Resultados de las evaluaciones de pH en las formulaciones durante el periodo

de estabilidad en envase de vidrio transparente.

Temperatura
°C)
4

30

40

50

60

Tiempo
(horas)
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96

pH en envase de vidrio transparente

F2
6.73
6.46
6.53
6.53
6.76
6.62
6.53
6.54
6.55
6.72
6.62
6.48
6.53
6.39
6.41
6.61
6.32
6.13
5.99
6.06
6.63
6.04
5.61
5.80
5.96

F5
7.24
7.01
7.05
7.05
7.22
7.26
7.03
7.09
7.10
7.09
7.26
7.03
7.03
7.03
7.13
7.25
7.02
6.99
6.97
6.95
7.25
6.75
6.60
6.63
6.64

F23
5.02
5.34
5.40
5.41
5.17
5.14
5.35
5.53
5.41
5.22
5.15
5.32
5.55
5.25
5.24
5.17
5.50
5.64
5.46
5.34
5.31
5.56
5.85
5.36
5.36
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Tabla 29. Resultados de las evaluaciones de pH en las formulaciones durante el periodo

de estabilidad en envase de vidrio &mbar.

Temperatura
°C)

30

40

50

60

Tiempo
(horas)
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96
0
24
48
72
96

pH en envase de vidrio ambar

F2
6.73
6.00
6.00
6.00
6.00
6.62
6.56
6.63
6.44
6.65
6.62
6.63
6.44
6.41
6.40
6.61
6.20
6.05
5.90
6.05
6.63
5.93
5.62
5.62
5.68

F5
7.24
6.86
7.06
6.97
7.05
7.26
7.10
7.04
7.11
7.14
7.26
6.99
7.01
7.05
7.00
7.25
7.04
6.98
6.96
6.98
7.25
6.66
6.56
6.48
6.52

F23
5.02
5.06
5.12
4.87
4.87
5.14
4.99
5.03
5.01
5.09
5.15
5.18
5.18
5.09
4.99
5.17
5.26
5.37
5.07
5.18
5.31
5.26
5.40
5.25
5.10

En las Figuras 28, 29, 30 se muestran los resultados sobre el comportamiento del pH de

las formulaciones a través de los estudios estabilidad donde se comparan los intervalos

de confianza al 75 % , en la figuras mostradas se puede reafirmar que el pH no tiende a

aumentar o disminuir de manera significativa en el transcurso del tiempo a las diferentes

temperaturas tanto en envase de vidrio transparente como en ambar en las tres

formulaciones y por lo tanto la formulacion 2, 5 y 23 muestran estabilidad en su pH.
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Figura 28. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes
temperaturas y envase sobre el pH para formulacion 2.
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Figura 29. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes
temperaturas y envase sobre el pH para formulacion 5.
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Figura 30. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes
temperaturas y envase sobre el pH para formulacion 23.
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Formulacién 2

A)
et
[

Formulacién 5

—1

|

,,
-
»

=

.l=

4°C  30°C  40°C 50°C  60°C 30°C 40°C 50 C 60° C

A) B) C)

i 4

4°C 30°C 40°C 50°C 60°C 4°C 30°C 40°C 50°C 60°C

Formulacion 23
A)
Y. 5 €

ST

4°C 30°C 40°C 50°C 60°C 4°Cc  30°C 40°C SOC 60°C

A) 0 horas B) 24 horas C) 96 horas

Figura 31. Evaluacion fisica de las formulaciones sometidas a estabilidad acelerada.
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Se evaluaron los cambios de coloracion en las formulaciones sometidas a estabilidad a
las 0, 24 y 96 horas, los resultados de esta evaluacion se muestran en la Figura 31. Para
el caso de la formulacion 23 dosificada en vidrio transparente se observé un cambio de
coloracién en la solucion a temperatura de 50°C y 60°C a partir de las 24 horas pasando
de un color ambar de la solucién a un color rojo oscuro en comparacion con el lote
general a las 0 horas. Asi mismo la formulacién 2 y 5 en las cuales la solucion es de color
rojo oscuro, se observo todavia mas el oscurecimiento de esta a temperatura de 50°C y
60°C a partir de las 24 horas en comparacion a la formulacién recién elaborada dosificado

en vidrio transparente.

Para la evaluacion de cambios de coloracion en la formulacion 2 y 5 en envase vidrio
ambar estos no pudieron ser tan diferenciados ya que las soluciones aparentemente se
veian del mismo color como al inicio. Sin embargo con la formulacién 23 solo se observé
cambio de coloracién a 60°C después de las 24 horas pasando de un color &mbar a un

color rojo oscuro, incluso también en envase de vidrio ambar (Figura 32).

De manera general las formulaciones que presentaron cambio de coloraciéon que puede
estar asociado con la degradacion del resveratrol en las temperaturas altas, es importante
mencionar que no hay estudios o datos reportados sobre la degradacion del resveratrol
asociada a un cambio de coloracién en particular pero puede ser relacionada como tal a la
naturaleza de la propia materia prima que presenta 50% de pureza y por tanto esos
cambios de coloracién pueden también ser asociados a otros productos presentes que se

estén degradando bajo las condiciones sometidas.

Figura 32. Cambio de color en la solucion de la F23 en envase
de vidrio ambar a 60°C después de las 24 horas.
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Con la finalidad de determinar si el emplear envase de vidrio transparente o ambar tiene
alguna diferencia o efecto sobre la estabilidad del resveratrol al ser sometida la
formulacion a diferentes temperaturas por determinado tiempo se realizé un andlisis de
comparacion intervalos de confianza al 75 % mostrando los resultados a partir de la
Figura 33, 34y 35

En la Figura 33 se puede observar para el caso de la formulacion 2 que, al comparar los
intervalos de confianza obtenidos con las pendientes de cada envase a diferente
temperatura, no se observa diferencias del efecto, del tipo de envase empleado, sobre la
estabilidad del RSV, es decir almacenar la formulacion 2 en envase de vidrio transparente
o ambar en no tiene influencia sobre la estabilidad del resveratrol sino que esta sera
atribuida por la formulacion, las condiciones de temperatura a la cual es expuesta y el
tiempo para este caso.

En la Figura 34 se puede observar para el caso de la formulacion 5 que al comparar los
intervalos de confianza, tampoco se observa un efecto del tipo de envase empleado sobre
la estabilidad del resveratrol en la formulacion atribuible a lo ya comentado para la F2.

En los resultados la Figura 35 correspondientes a la F23, se observan los mismos
resultados como en la formulacion 2 y 5 en cuanto a comparacion de intervalos de
confianza, es decir no va existir un efecto estadisticamente significativo del tipo de envase
empleado sobre la estabilidad del resveratrol en la formulacion cuando se almacena en
vidrio o ambar en las diferentes temperaturas, la degradacién va ser dependiente de la
composicion de la formulacion y de las condiciones de temperatura a la cual es
almacenada, por tanto dosificar las formulaciones en envase de vidrio transparente o

ambar no va repercutir significativamente sobre la estabilidad de las formulaciones.

El estudio exploratorio de estabilidad acelerada realizado y los resultados obtenidos, son
simplemente estimaciones sin embargo se recomienda hacer estudios de estabilidad a
largo plazo apegandose a la normatividad con la finalidad de demostrar un tiempo de vida

atil de 24 meses, de acuerdo a lo mencionado por la NOM -073.
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Figura 33. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes
temperaturas y envase sobre % resveratrol para formulacion 2.
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Figura 34. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes
temperaturas y envase sobre % resveratrol para formulacion 5.
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Figura 35. Comparacion de intervalos de confianza al 75 % de pendientes a diferentes
temperaturas y envase sobre % resveratrol para formulaciéon 23.
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11. CONCLUSIONES

Se logré desarrollar una formulacion de resveratrol en solucion inyectable mediante el
uso de cosolventes como el PEG400, PG, EtOH.

Mediante estudios de preformulacién se realizé la caracterizacion del resveratrol y
excipientes para efectuar los estudios de formulacion mediante un disefio de
experimentos factorial 3% en donde se plantearon 27 formulaciones de las cuales solo 3
mostraron mejores resultados en las respuestas evaluadas de contenido quimico, pH y
estabilidad fisica; las formulaciones seleccionadas fueron la F2 (PEG 400 60%, Etanol
10 %), F5 (PEG 400 60 %. Etanol 20 %) y F23 (PG 60 %, Etanol 30 %).

Las pruebas de hemolisis sobre las formulaciones 2, 5 y 23 mostraron que estas
presentaban un bajo potencial hemolitico lo que indica que son formulaciones seguras
de administrar principalmente para via IV. Sin embargo cabe mencionar que de las 3
formulaciones la que presentd menor potencial hemolitico fue la formulacién 5 con un
2.5 % de hemolisis.

Se desarroll6 y validé un método analitico por espectrofotometria UV/Vis para
determinar el contenido del resveratrol en las formulaciones parenterales seleccionadas,
basandose en la guia de validacion de QFB’S cumpliendo con los parametros de
validacion establecidos y requeridos para la prueba.

Con las formulaciones seleccionadas se realizé un estudio exploratorio de estabilidad
acelerada a diferente temperatura (4, 30, 40, 50 y 60 °C) y envase (vidrio y ambar) en la
cual con los datos obtenidos se aplico la ecuacién de Arrhenius para determinar los
valores de ty de cada formulacion demostrando que las formulaciones presentan mayor
estabilidad a temperatura de 4°C independientemente del envase en la cual hayan sido
dosificadas asi mismo, el pH en las formulaciones se mantuvo estable sin la necesidad
de un amortiguador. La estabilidad de las formulaciones seleccionadas se presentd en

el siguiente orden de manera ascendente:
F2< F23<F5

Se determin6 que la formulacion 5 presentaba mejor estabilidad que la formulaciéon 2 y
23 sin haber mostrado degradacién a temperatura de 4°C durante 96 horas y teniendo
una tgo de 1183.62 horas (49.32 dias) a temperatura de 30°C, todo lo anterior a pesar de

tener la formulacion un pH entre 6y 7.3.
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12. PERSPECTIVAS

e Realizar replicas en los ensayos del disefio de experimentos planteado con la
finalidad de obtener un analisis mas amplio del efecto de los factores sobre las

respuestas evaluadas.

e Para mejorar cuestiones de estabilidad del resveratrol en la formulacion se
recomienda emplear algin método para disminuir la propensién a la degradacién

oxidativa del activo-excipientes y realizar un estudio al respecto.

e Hacer estudios de estabilidad acelerada en condiciones controladas de
temperatura y humedad apegadas a la NOM-073-SSA1-2005, asi como también
realizar estudios de estabilidad a largo plazo a fin de demostrar el tiempo de vida

atil.

e Optimizar el proceso de fabricacién de la solucion inyectable agregando también

una etapa de esterilizacion.

¢ Realizar un estudio en un modelo biol6gico para evaluar la eficacia terapéutica de

la solucion inyectable.
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14. ANEXOS
14.1. Certificado de materia prima del resveratrol 50 %
ALEPHQUIM, S.A. DE C.V.
AV. INSURGENTES NORTE 240 INT 22
COLONIA STA. MARIA LA RIBERA
C.P. 06400 DEL. CUAUHTEMOC
TEL. 2630-0505 Y 55415419
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Polygonum Cuspidate Extract trans-Resveratrol 50% HPLC
GENERAL INFORMATION
Batch Number CHZ-A-709224 Resport Date 61572017
Manufacture Date 6/1/2017 Expiry Date 5/30/2020
Botanical Source Polygonum cuspidatum Part Used Roo
Country Of Origin China Appearance Brown fine powder
Solvents Used Water&Ethanol Carrier Used None
Sterilization Method Etanol | |[NON-IRR/ETO | Kosher | | Halal  Yes | | Yes, AHF
_ITEMS ; SPECIFICATION = RESULTS | METHODREFERENCE
Identification Corresponds to standard Comphes | HPTLC
Trans-Resveratrol NLT(%) 50.0 ! 5007 | HPLC I l USP <621>
Emodin Report only (%) 167 HPLC USP <62171>
Particle size NLT 95% Through 80 mesh Comphes USP <786>
Loss on drying NMT (%) 100 23 USP <731>
Bulk density | Between (g/100mi) 20-80 57 USP <616>Method |
Residue of Solvent } NMT {ppm) 500 Complies GC | | USP <467~
Lead (Pb) NMT (ppm) 20 0.06820 USP<730>ICP-MS
Arsenic (As) NMT (ppm) 20 1.3424 USP<730>ICP-MS
Cadmium (Cd) NMT (ppm) 10 0.0333 USP<730>ICP-MS
Mercury (Mg) NMT {(ppm) 1.0 0.0073 USP<730>ICP-MS
Total Plate Count NMT (cfu/g) 10000 45 USP<2021>
Yeas&Mold NMT (cfuig) 1000 |10 USP<2022>
E. Coli Absent (cfu/10g) Complies USP<2022>
Salmonelia Absent (cfu/10g) Comples USP<2022>
Staphylococcus | Absent (cfu/10g) Compées USP<2023>
Storage: Store in tight. light-resistant containers, avoid exposure 10 direct sunight, moisture and excessive
heat.
Shelf life 36 moths if store under the conditions above anda saty in original packaging.
ESTE CERTIFICADO ES COPIA FIEL DEL PROPORCIONADO POR EL FABRICANTE.
Email ventas@alephquim.com www.alephquim.com
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14.2. Generalidades del propilenglicol (PG)

Otros nombres: 1,2-dihidroxipropano; E1520; 2-hidroxipropanol; metil etileno

glicol; metilglicol; propano-1,2-diol; propilenglicol.

Formulay peso molecular: CsHgO, PM: 76.09 g/mol

Descripcién: es un producto transparente, incoloro, viscoso, practicamente inodoro.

Estructura quimica:

OH

OH
H3C

Solubilidad: miscible en acetona, cloroformo, etanol (95 %), glicerina, y agua; soluble 1
en 6 partes de éter; no miscible con aceite mineral ligero o aceites fijos, pero es algo

soluble en aceites esenciales.
Densidad: 1.038 g/cm3 a 20°C
Punto de ebullicién: 187.6 ° C
CAS: 57-55-6

Pka: 14.9

Usos y aplicaciones: antimicrobiano, antiséptico, humectante, plastificante, solvente,
agente estabilizador, cosolvente miscible en agua. El propilenglicol se usa como solvente
para preparaciones farmacéuticas intravenosas, orales y tdpicas. Generalmente se

considera seguro.

Estabilidad: A temperaturas frias, el propilenglicol es estable en un recipiente bien
cerrado, pero a altas temperaturas, al aire libre, tiende a oxidarse, dando lugar a

productos como propionaldehido , &cido lactico , &cido piravico y &cido acético .
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El propilenglicol es quimicamente estable cuando se mezcla
con etanol (95%), glicerina 0 agua ; Las soluciones acuosas pueden esterilizarse en

autoclave.

Incompatibilidades:

El propilenglicol es incompatible con reactivos oxidantes como permanganato de potasio.

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov; (Rowe, Sheskey, Cook, & Quinn, 2013)

14.3. Generalidades del PEG (PEG400)

Otros nombres: etilenglicol; Etano-1,2-diol; 1,2-etanodiol; Glicol.

Formula y peso molecular: (C,H;O)nH,O n= ndmero de unidades de éxido de etileno
correspondientes a un peso molecular de 6 000, aproximadamente 140. PM 62.07 g/mol

PMpggago: 380-420 g/mOI
Descripcién:

Los grados de polietilenglicol 200-600 son liquidos; los grados 1000 y superiores son

s6lidos a temperaturas ambiente.

Los grados liquidos (PEG 200-600) se presentan como transparentes, incoloros o
ligeramente liquidos viscosos de color amarillo. Tienen un ligero pero caracteristico olor y

un sabor amargo, ligeramente ardiente.

Estructura quimica:

H H

HO——C— (CH;—O—CH,) —C——0H

=T |

H H

Solubilidad: EI PEG 400 es miscible con agua, muy soluble en acetona, en alcohol y en
cloruro de metileno, practicamente insoluble en aceites grasos y en aceites minerales;

PEG 3000 y PEG 3350: muy soluble en agua y en cloruro de metileno, muy poco soluble
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en alcohol, practicamente insoluble en aceites grasos y en aceites minerales; PEG 4000,
PEG 6000 y PEG 8000: muy soluble en agua y en cloruro de metileno, practicamente
insoluble en alcohol y en aceites grasos y en aceites minerales.

pka:15.1

Densidad PEG400: 1.12 g/cm3 25°C
pH: 4-7 (solucién 5 %)

Usos y aplicaciones:

Base de unguento, plastificante solvente, base de supositorio, lubricante para capsulas y

tabletas.

Los polietilenglicoles (PEG) se usan ampliamente en una variedad de formulaciones
farmacéuticas, incluyendo parenteral, topica, preparaciones oftalmicas, orales y rectales.
El polietilenglicol tiene sido utilizado experimentalmente en matrices poliméricas
biodegradables utilizadas en sistemas de liberacién controlada. Los polietilenglicoles son
sustancias hidrofilicas estables que son esencialmente no irritante para la piel.

En concentraciones de hasta aproximadamente 30% v / v, PEG 300 y PEG 400 se ha
utilizado como vehiculo para formas de dosificacién parenteral. En formulaciones de
dosificacion sélida, polietilieno de mayor peso molecular los glicoles pueden mejorar la

efectividad de los aglutinantes de tabletas y imparte plasticidad a los granulos.

Estabilidad:

Los polietilenglicoles son quimicamente estables en el aire y en solucion, aunque los
grados con un peso molecular inferior a 2000 son higroscépico. Los polietilenglicoles no
son compatibles con el crecimiento microbiano, y no se vuelven rancios. La temperatura
debe ser mantenida al minimo necesario para asegurar la fluidez; la oxidacion puede
ocurrir si los polietilenglicoles estan expuestos durante largos periodos a temperaturas
superiores a 50°C. Sin embargo, almacenamiento bajo nitrégeno reduce la posibilidad de

oxidacion.

Incompatibilidad:

La reactividad quimica de los polietilenglicoles se limita principalmente a los dos grupos

hidroxilo terminales, que pueden estar esterificados o eterificado Sin embargo, todos los
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grados pueden exhibir alguna actividad oxidante debido a la presencia de impurezas de
peroxido y secundaria productos formados por autoxidacion. Los grados de polietilenglicol
liquido y sdlido pueden ser incompatibles con algunos colorantes.

La actividad antibacteriana de ciertos antibiéticos se reduce en bases de polietilenglicol,
particularmente la de penicilina y bacitracina La eficacia conservadora de los parabenos
también puede ser deteriorado debido a la unién con polietilenglicoles. La decoloracién de
sulfonamidas y ditranol también puede ocurrir, y el sorbitol puede precipitarse de las
mezclas. Plasticos, tales como polietileno, fenolformaldehido, cloruro de polivinilo y las
membranas de éster de celulosa (en filtros) pueden ablandarse o disolverse por
polietilenglicoles.

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov; (Rowe, Sheskey, Cook, & Quinn, 2013)

14.4. Generalidades del etanol (EtOH)

Otros nombres: Etanol (96 por ciento); alcohol etilico; hidroxido de etilo; alcohol de

grano; metil carbinol.
Formulay peso molecular: C,HsO PM 46.07

Descripcién:

Un liquido claro e incoloro que se absorbe rapidamente del tracto gastrointestinal y se
distribuye por todo el cuerpo. Tiene actividad bactericida y se usa a menudo como
antiséptico. Es ampliamente utilizado como solvente y conservante en preparaciones

farmacéuticas, ademas de servir como ingrediente principal en bebidas alcohdlicas.

Estructura quimica:

N

H5C OH
Solubilidad: miscible en cloroformo, éter, glicerina, y agua
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pka: 15.9

Densidad: 0.79 g/cm®

pH: 7

Usos y aplicaciones:

Conservador antimicrobiano, antiséptico, solvente.

Etanol y soluciones acuosas de etanol de varias concentraciones se utilizan ampliamente
en productos farmacéuticos formulaciones y cosméticos. Aunque el etanol es utilizado
principalmente como solvente, también se emplea como desinfectante, y en soluciones
como conservante antimicrobiano. Las soluciones de (1,2) Etanol tépico se utilizan en el
desarrollo de la administracion de sistemas transdérmicos de farmacos como

potenciadores de penetracion.
Estabilidad:

Las soluciones acuosas de etanol pueden esterilizarse por autoclave o por filtracién y

debe almacenarse en recipientes herméticos, en un lugar fresco.
Incompatibilidad:

En condiciones acidas, las soluciones de etanol pueden reaccionar vigorosamente con
materiales oxidantes. Las mezclas con alcali pueden oscurecerse debido a una reaccion

con cantidades residuales de aldehido.

Las sales o0 acacias pueden precipitarse a partir de soluciones o dispersiones acuosas.
Las soluciones de etanol también son incompatibles con los envases de aluminio y

pueden interactuar con algunos medicamentos.

https://pubchem.nchi.nim.nih.gov; (Rowe, Sheskey, Cook, & Quinn, 2013)

Pagina | 116
Iris Anahi Blanco Alcdantara


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

ANEXOS

LEDEFAR

14.5. Condiciones cromatogréficas para el analisis de resveratrol

Tabla 30. Condiciones cromatograficas para el analisis de RSV.

Columna Waters® Symetry C18 (4.6 x 75 mm, 3.5
pum, Irlanda) No. De serie: W23331X020
Temperatura de la columna Temperatura ambiente
Longitud de onda 306
Fase movil Formiato de amonio 10mM, pH=4:
Acetonitrilo (70:30)
Flujo 0.9 mL/min
Tiempo de retencion 2.69 min.
Volumen de inyeccion 10 pL

14.6. Procedimiento para la evaluacion de variables de respuesta en el disefio de
experimentos factorial 3°.

1.

S T o

10.
11.

12.

13.
14.

Preparar 1L de EtOH:agua 50:50

Preparar un estandar secundario a 3.5 mcg/mL

Preparar fase maovil para HPLC.

Pesar 0.035 g de materia prima resveratrol en pesa muestra

Agregar lo pesado en un tubo de centrifuga de 15 mL

Pesar la cantidad de cosolventes de acuerdo a las formulaciones planteadas por el
disefio experimental.

Agregar el PEG400 y/o PG al tubo de centrifuga donde estd contenido el

resveratrol.

Posteriormente agregar el etanol (segln aplique el ensayo) y agitar en vortex
hasta ver que ya no se pueda disolver el resveratrol o hasta ver completa
disolucién.

Llevar a volumen de 10 mL con agua purificada y agitar con el vortex hasta lograr
homogeneidad.

Centrifugar soluciones a 2500 rpm por 10 minutos

Después de centrifugar tomar una alicuota de 1 mL colocar en un matraz de 20
mL, llevar a volumen con EtOH:agua 1:1

De la dilucién obtenida en el punto 11 tomar una alicuota de 0.5 mL, colocar en un
matraz de 25 mL y llevar a volumen con EtOH:agua 1:1

Leer en espectrofotometro a 306 nm y calcular el porcentaje de resveratrol.

Medir pH de la formulacién con un potenciometro.
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14.7. Célculos para determinar potencial hemolitico

100m!l — 0.9 g NaCl
10 ml — — 0.09 g NaCl Se necesitan para ser una solucion isoténica

Datos

PMgsy= 228.25 g/mol

Liso
PM

Eq NaCl =17

L iso = 1.9 para farmacos no electrolitos

Célculos
EqNaCl =17 —————=0.1415g N
g NaCl 228.25g 0 5g NaCl
014159 Nacl \ 9359 10 ml = 4.9525x10~3g de NaCl/ RSV la solucién no es isoténica por lo
1gRSV 100ml
tanto:

0.09 g NaCl - 4.9525x10~3g NaCI/RSV = 0.0850 g NaCl se requieren para volver isotonica
la solucién.
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F2 % Resveratrol F2 PH
Temperatura/envase Pendiente LI LS Pendiente LI LS
4°C A -0.0525 -0.0790 -0.0259 -0.0061 -0.0111 -0.0011
4°CV -0.0364 -0.0597 -0.0130 -0.0061 -0.0111 -0.0011
30°C A -0.0543 -0.0824 -0.0261 -0.0002 -0.0021 0.0016
30°CV -0.0350 -0.0702 0.0002 -0.0002 -0.0021 0.0016
40°C A -0.0482 -0.0926 -0.0038 -0.0028 -0.0038 -0.0017
40°C V -0.0421 -0.0870 0.0027 -0.0028 -0.0038 -0.0017
50°C A -0.0568 -0.1172 0.0035 -0.0059 -0.0092 -0.0026
50°C V -0.0511 -0.0891 -0.0131 -0.0059 -0.0092 -0.0026
60°C A -0.0789 -0.1348 -0.0229 -0.0092 -0.0146 -0.0038
60°C V -0.0686 -0.1011 -0.0362 -0.0092 -0.0146 -0.0038
Tabla 32. Resultados de intervalos de confianza para F5.
F5 % Resveratrol F5 PH
Temperatura/ envase Pendiente LI LS Pendiente LI LS
4°C A 0.0038 -0.0082 0.0158 -0.0011 -0.0040 0.0017
4°CV 0.0034 -0.0114 0.0182 0.0000 -0.0023 0.0023
30°C A -0.0110 -0.0268 0.0047 -0.0010 -0.0025 0.0006
30°CV -0.0104 -0.0240 0.0033 -0.0011 -0.0027 0.0005
40°C A -0.0221 -0.0369 -0.0072 -0.0019 -0.0038 0.0000
40°C V -0.0094 -0.0185 -0.0003 -0.0011 -0.0031 0.0009
50°C A -0.0072 -0.0222 0.0077 -0.0026 -0.0041  -0.0011
50°C V -0.0124 -0.0333 0.0085 -0.0027 -0.0041  -0.0013
60°C A -0.0401 -0.0568 -0.0234 -0.0068 -0.0108  -0.0029
60°C V -0.0189 -0.0306 -0.0071 -0.0056 -0.0093  -0.0019
Tabla 33. Resultados de intervalos de confianza para F23.
F23 % Resveratrol F23PH
Temperatura/ envase Pendiente LI LS Pendiente LI LS
4°C A -0.0380 -0.0509 -0.0252 -0.0020 -0.0038  -0.0002
4°CV -0.0263 -0.0447 -0.0079 0.0015 -0.0019 0.0050
30°C A -0.0419 -0.0602 -0.0237 -0.0003 -0.0016 0.0010
30°CV -0.0292 -0.0418 -0.0165 0.0009 -0.0023 0.0042
40°C A -0.0503 -0.0717 -0.0290 -0.0017 -0.0027  -0.0007
40°C V -0.0193 -0.0302 -0.0084 0.0005 -0.0028 0.0037
50°C A -0.0480 -0.0633 -0.0327 -0.0007 -0.0031 0.0016
50°C V -0.0688 -0.1225 -0.0150 0.0013 -0.0024 0.0049
60°C A -0.0634 -0.0925 -0.0342 -0.0018 -0.0036 0.0001
60°C V -0.0558 -0.0895 -0.0221 -0.0004 -0.0053 0.0044
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Efecto Estimado Error Estd. V.I.LF
promedio 83.4856 1.51748
A:PG 8.87556 2.14604 1.0
B:PEG 400 8.80778 2.14604 1.0
AB -20.895 2.62835 1.0
BC -7.03333 2.62835 1.0
CC 15.1789 3.71705 1.0
Errores estandar basados en el error puro con 3 g.l.
Efectos estimados para RSV Disol HPLC
Efecto Estimado Error Estd. V.I.F.
promedio 89.5781 2.68551
A:PG 15.0633 6.57814 1.0
B:PEG 400 16.8922 6.57814 1.0
AB -24.8083 8.05654 1.0
BC -17.3967 8.05654 1.0
ABC 23.54 9.86721 1.0
Errores estandar basados en el error total con 21 g.l.
Efectos estimados para pH Iny
Efecto Estimado Error Estd. V.ILF
promedio 6.50741 0.0724747
A:PG 0.322222 0.177526 1.0
B:PEG 400 0.0222222 0.177526 1.0
C:EtOH -0.0777778 0.177526 1.0
Errores estandar basados en el error total con 23 g.l.
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14.10. Coeficientes de regresion de las respuestas evaluadas en el disefio de
experimentos.

Coef. de regresion para pH Iny

Coeficiente Estimado
constante 6.50741
APG 0.161111

B:PEG 400 0.0111111

C:EtOH -0.0388889

La ecuacion del modelo ajustado es:

pH Iny = 6.50741 + 0.161111*PG + 0.0111111*PEG 400 - 0.0388889*EtOH

Coef. de regresion para RSV Disol UV

Coeficiente Estimado
constante 83.4856
A:PG 4.43778
B:PEG 400 4.40389
AB -10.4475
BC -3.51667
CcC 7.58944

La ecuacion del modelo ajustado es:

RSV Disol UV = 83.4856 + 4.43778*PG + 4.40389*PEG 400 - 10.4475*PG*PEG 400 -
3.51667*PEG 400*EtOH + 7.58944*EtOH"2

Coef. de regresion para RSV Disol HPLC

Coeficiente Estimado
constante 89.5781
A:PG 7.53167
B:PEG 400 8.44611
AB -12.4042
BC -8.69833
ABC 11.77

La ecuacion del modelo ajustado es:

RSV Disol HPLC = 89.5781 + 7.53167*PG + 8.44611*PEG 400 - 12.4042*PG*PEG 400 -
8.69833*PEG 400*EtOH + 11.77*PG*PEG 400*EtOH
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14.11. Matriz de correlacién para los efectos estimados.

Matriz de Correlacién para los Efectos Estimados para RSV Disol UV
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@ 2 3 4 ©)] (6)
(1) promedio 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 -0.8165
(2) A:PG 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
(3) B:PEG 400 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000
4) AB 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000
(5) BC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
(6) CC -0.8165 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
Matriz de Correlacién para los Efectos Estimados para RSV Disol HPLC
@) @) 3 4 ©) (6)
(2) promedio 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
(2) A:PG 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
(3) B:PEG 400 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000 0.0000
(4) AB 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000
(5) BC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
(6) ABC 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 1.0000
La matriz de correlacibn muestra el grado de confusién entre los efectos. Un disefio

perfectamente ortogonal mostrard una matriz diagonal con 1's en la diagonal y 0's fuera

de ella.

Cualquier término distinto de cero implica que los estimados de los efectos

correspondientes a esa fila y columna estaran correlacionados. En estos casos, no hay

correlacion entre ninguno de los efectos.

‘limpios’ para todos esos efectos.

Iris Anahi Blanco Alcdantara

Esto significa que se obtendran estimados

Pagina | 123




ANEXOS

Matriz de Correlacion para los Efectos Estimados pH Iny
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(D) 2 @ [ @ (5) (6) © (8)
(1) | promedio | 1.0000| 0.0000 |0.0000 |0.0000| 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
(2) | APG |0.0000| 1.0000 |0.0000 |0.0000| 0.0000 | -0.6325 | -0.6325 | 0.0000
3 AB 0.0000 | 0.0000 |1.0000|0.0000| 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
(4) BC 0.0000 | 0.0000 |0.0000|1.0000| 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
5) AAC |0.0000| 0.0000 |0.0000|0.0000| 1.0000 0.0000 0.0000 | -0.6667
(6) ABB 0.0000 | -0.6325 | 0.0000|0.0000 | 0.0000 1.0000 0.0000 0.0000
@) ACC |0.0000| -0.6325 |0.0000 | 0.0000| 0.0000 0.0000 1.0000 0.0000
(8) BBC |0.0000| 0.0000 |0.0000 0.0000| -0.6667 | 0.0000 0.0000 1.0000
La matriz de correlacion muestra el grado de confusion entre los efectos. Un disefio

perfectamente ortogonal mostrar4 una matriz diagonal con 1's en la diagonal y 0's fuera

de ella. Cualquier término distinto de cero implica que los estimados de los efectos

correspondientes a esa fila y columna estaran correlacionados. En este caso, hay 3 pares

de efectos con interaccién distinta de cero. Dado que uno 6 mas pares son mayores 0

iguales que 0.5, puede ser que tenga alguna dificultad para separar los efectos unos de

otros al analizar los datos.

reducir las correlaciones.
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Grafico de Probabilidad Normal para Residuos
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El lado izquierdo muestra los graficos de superficie de respuesta en cubo mostrando en

la linea verde el factor etanol en sus 3 niveles, la linea negra al factor PG y la linea roja

PEG400. Del lado derecho de muestran los gréficos de probabilidad normal para residuos,

la grafica se emplea para verificar los residuos estan distribuidos normalmente por lo que

se debe seguir un comportamiento lineal. Como se puede observar en todos los caso se

muestran puntos alejados de la linea lo cual implica una distribucién con valores atipicos.
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Formulacién 2 en Vidrio ambar
30°C 40°C 50°C
0.001F . i . - oo . . . - 0.00LF . . . -
; [
X X X
0.0001 t, L L L | 0.0001¢, | | | 1 0.0001 £, | L L i
3 3% 38 40 4 34 3 38 40 42 34 3% 38 40 42
1/(k*Temperatura_1+273.15) 1/(k*Temperatura_1+273.15) 1/(k*Temperatura_1+273.15)
Formulacién 2 en vidrio transparente
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1k Temperatura,_1+273.15) 1(kTemperatura_1+273.15) V{kTemperatura_1+273.15)

Esquemas de la ecuacién de Arrhenius para la formulacién 2.
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