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I.- INTRODUCCION.

El objeto de este trabajo, es el de formular una sus—
pensién de Nistatina para uso pedidtrico que garantice una -
estabilidad ffsica y gufmica, ademds de microbioldgica, de -
por lo menos 18 meses.

Durante el desarrollo de medicamentos es necesario ——
considerar como factor importante su estabilidad gufmica, -
ffsica y microbioldgica, para poder obtener informacidn deta
llada de como y cuando el fdrmaco se degrada y la velocidad-
a la que esto ocurre, ya gque como es sabido los medicamentos
en condiciones normales de almacenamiento son susceptibles -
de sufrir degradaciones por diferentes causas como son: LUZ
pH, FUERZA IONICA, HIDROLISIS, OXIDACION, etc., y gue ademés
la biodisponibilidad del férmaco puede variar déndonos una --
respuesta terapéutica no esperada que en ocaciones puede ser
menor o traer como consecuencia respuestas secundarias no -
deseadas.

La estabilidad gufmica de un medicamento se puesde pre
decir, sometiendo las muestras a un andlisis acelerado, para
lo cual se hace uso de temperaturas elevadas, este tipo de -
anédlisis nos proporciocna datos ¢tiles como: Orden de Reac-——
cién, Tipo de Degradacién, Velocidad de Degradacidén, obte-—
niéndose a partir de ellcs, Vida Media del Medicamento, Tiem
po de Expiracidn (fecha de caducidad) o tiempo en gue tarda—
gl medicamento en bajar a 90% de su potencia a temperatura —
ambiente, para asl poder determinar tiempo de almacenamiento
aque permita tener en el mercado un producto qufmica y ffsica
mente estable. '

La industria farmacéutica conoce la gran importancia-—
de las pruebas de estabilidad, aungue ha sido, en los dlti—
mos diez afios clando se ha dado el mayor avance en ésta drea.



En donde la aplicacidn de ciertos principios fisicoguimicos—
ha proporcionado grandes ventajas en el desarrollo de nuevas
formas Farmacéuticas, que sean estables guimicamente.

Unicamente a través de estas apreciaciones siempre vy
cuando se efectuen con precisién, es posible hacer uso ade—
cuado de los datos obtenidos, cuando se han sometido a alma-
cenamiento en condiciones exageradas con el fin de predecir-
la estabilidad a condiciones normales de almacena je.



II.- GENERALIDADEE.

Antiguamente los laboratorios farmacéuticos evaluaban
la estabilidad de las preparaciones farmacéuticas sometiéndo
las a observacidn durante un afio o mas tiempo, por ser éste-
el que normalmente permanecfan almacenados y en uso, COmMO —
¢ste método era muy lento, la mayorfa. de los laboratorios =-
recurrieron a andlisis acelerados de la estabilidad, baséndo
se en las leyes de la cinética qufmica gque permite predecir-
la estabilidad de un férmaco.

Como es sabido los medicamentos sufren degradaciones-
en condiciones normales de almacenamiento, para considerar -
estable un medicamento, éste debe serlo en sus propiedades —
qufmicas, ffsicas y microbioldgicas desde su manufactura —
hasta gue llega a ser consumido por el paciente.

En el desarrollo de un medicamento, es necesario con-
siderar entre otros factores su estabilidad, es decir, tener
una informacién detallada de como el principio activo pierde
potencia y la velocidad con lo que ésto~ ocurre, y si el me-
dicamento, segdn el caso, no adquiere un olor o color extra-
Mo a tal punto en gue ya no es aceptable; si hay cambios en-- -
su homogeneidad, nitidéz, consistencia, velocidad de disolu-
cidn, o si sufre contaminaciones microbiocldgicas, etc.

Dentro de las formas farmacéuticas existentes en el -
mercado conteniendo NISTATINA, encontramos tabletas orales,-
tabletas vaginales, grageas, cremas, unglientos y polvo para-
suspensidn, de éstas, la (ltima es de uso pedidtrico, e im—
plica problemas de diferente fndole el reconstituirla, como-
son: agua a usar, volumen a adicionar, colocacidn de la —
etiqueta y por lo tanto altura de la marca en ella, manipula
cidn por manos inexpertas, etc.

Un posible programa en el desarrcllo de un medicamen—
to gue elimine los problemas citados puede ser el siguiente:
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a) Estudio de la estabilidad del principio activo empleando
diferentes solventes, pH, exposicidén directa a la luz, selec
cionando el método analitico méds especifico, preciso y exac—
to.

b) Desarrollo de la formulacidn mds adecuada probando la -
estabilidad del principio activo en varias formulaciones con
ciertas variantes.

c) Pruebas en planta piloto observando la estabilidad del -
medicamento en diferentes empaques.

d) Confirmacién de la estabilidad del medicamento manufac—
turado en planta piloto en el empaque definitivo.

e) Pruebas de manufactura de los lotes a escala de produc—
cidn.

f) Confirmacidén de la estabilidad en todos los aspectos del
producto en el mercado.

Es importante hacer notar gue los cambios en la compo
sicidn original del medicamento, tales como excipientes, pH,
tipo de material de empague en contacto con el producto en —
proceso de manufactura, etc., necesitan de una reconsidera—
tién en la estabilidad del medicamento.

Se puede predecir la estabilidad qufmica de un medi—
camento a temperatura ambiente haciendo el andlisis acelera—
do de su estabilidad a temperaturas elevadas (estabilidad -
acelerada) y con ayuda de la cinética qufmica obtener el or—
den de reaccidn y la velocidad a la que el principio activo-
se descompone. Se puede obtener el tiempo de vida media —
del medicamento o bien el tiempo en el que el principio acti
vo pierde el 10% de su concentracidn original a temperatura-
ambiente; el cdlculo para pasar de la estabilidad a altas -
temperaturas a temperatura ambiente se hace por medio de la-
ecuacidn de Arrhenius.
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En cuanto a la estabilidad fisica, se puede tener una
idea de los cambios en el aspecto fisico de muchas maneras,
segfin el caso; por ejemplo, puede ser observacidn directa, o
con eguipo apropiado del medicamento cuando éste se somete-
a temperaturas elevadas, cuando se expone a la luz directa,-
o bien cicléndolo de temperaturas elevadas a temperatura —
ambiente, o de temperaturas bajas a temperatura ambiente, -
etc.



IIT PARTE TEORICA.

En éste capitulo abordamos factores gue experimental-
mente no fueron tratados; pero se considera que representan-—
un grado de importancia tal, que es conveniente enunciarlos-
tedricamente para complementar el trabajo experimental reali

zado.

Dentro de dichos conocimientos debemos considerar los
siguientes:

1l.— Forma de determinar el orden de la reaccidn, las cua—
les pueden ser de orden cero, primer orden, pseudo -
primer orden, segundo orden, pseudo segundo orden.

2.— Influencia del pH sobre la degradacidn.

3.— Influencia de la temperatura sobre la degradacidn.

4.— Catédlisis &cido-base en la degradacidn.
5= Influencia de la fuerza ifnica sobre la degradacidn.

6.— Influencia de la luz en la degradacidn.



1.— FORMA DE DETERMINAR EL ORDEN DE REACCION.

REACCION DE ORDEN CERO: Son aguellas en que la velocidad-
de reaccién (descomposicidn), no es funcidn de la concentra—
ciédn, sino que estéd determinada por otro factor; en la figu-
ra No. 1 se indica su expresién matemdtica y su representa—
cién grdfica, debe observarse que al graficar concentracidn-
contra tiempo se obtiene una lfnea recta, cuya pendiente es-

negativa.

Conc. C =-Kt + CO
PENDIENTE = - K
TIEMPO
FIGLRA No. 1 Expresidn matemdtica y grédfica para reac—

ciones de orden cero.



REACCION DE PRIMER ORDEN: Son aguellas en las cuales se -
encuentra experimentalmente gue la velocidad de reaccidn es-
directamente proporcional a la concentracidn de la substan—
cia reaccionante. En la figura No. 2 se indica su expresidn
matem&tica y representacidn gréfica. Puede verse gue al-
graficar el logaritmo de la concentracidn . en funcidn de -
tiempo, se tiene una lInea recta, cuya pendiente es igual a-
) 2.803

Log.de Kt
la Conc. Log C = _2‘303 + Log Co
PEND IENTE =
B 2.303
TIEMPO.
FIGURA No. 2 Expresién matemdtica y gré&fica para reac——

ciones de primer orden,
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REACCIONES DE SEGUNDO ORDEN: En tales reacciones la veloci-
dad estd relacionada con las concentraciones de dos compues-
tos reaccionantes. En la figura No. 3 se indica su expre-
sién matemdtica y representacidén gréfica.

Y graficando 1/C en funcién del tiempo se tiene una 1lfnea -

recta.

En donde: 1/C = Kt + 1/Co.

(Wily

PENDIENTE = K

TIEMPO.

FIGURA No. 3 Expresién matemdtica y gréfica para reaccio
nes de segundo orden.
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REACCIONES DE PSEUDO PRIMER ORDEN: Son aguellas en gue ex—
perimentalmente muestran cinética de primer orden a pesar de

que realmente son reacciones de segundo orden.

REACCIONES PSEUDO ORDEN CERO: Son frecuentes, en suUSpen—--
siores y emulsiones y se refieren a reacciones en que la -
substancia al estado s8lido no se descompone y la descomposi
cin del compuesto en solucidn (sin exceso de soluto) muest—

tra cinética de primer orden.
p

2.~ INFLUENCIA DEL pH.

La magnitud de la velocidad de la reaccidn de hidrdli
sis catalizada por iones hidrégeno o hidroxilo, pueden va—
riar considerablemente por el pH.

Sabemos que la catdlisis por iones hidrdgeno, predomi
na en el rango del pH bajo, mientras que la catdlisis por -
iones hidrédxilo se efectda a valores de pH altos, cuando nos
encontramos en un rango de pH intermedio, &sta velocidad pug
de ser independiente del pH, o bien catalizada por ambas.

La determinacidén de &ste efecto sobre nuestra forma -
farmacéutica la llevamos a cabo, al preparar nuestro produc-
to a diferentes valores de pH.

El pH de estabilidad dptima puede ser determinado si-
nosotros graficamos el logarftmo de la constante de la velo-
cidad contra pH, el punto de infleccidn de &sta curva, nos -
indicerd el pH de estabilidad &ptima, &stas pruebas las pode
mos efectuar a temperaturas altas con el objeto de acortar —
el tiempo de prueba.



(N

Llog K

pH de dptima estabili-
p \ dad.

pH
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3,— INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA.

Un gran ndmerc de factores, ademfs de la concentra——
cién, pueden afectar a la velocidad de una reaccidn. Entre-
ellos y uno de los més importantes es la temperatura, ya gue
la velocidad de muchas reacciones aumenta de dos a tres ve——
ces, aproximadamente, por cada 10° de elevacidn de la tempe-
ratura. E1 efecto de la temperatura sobre la velocidad de —
reaccién viene dado por la ecuacidén de Arrhenius.

Log.K = Log. A — Ea 1
2,308 £l
En donde:
K = Velocidad especffica de la reaccidn.
A = Factor de frecuencia.
Ea = Energfa de activacidn.
AR = Constante de los gases ( 1.987 cal/grado mol).
= Temperatura absoluta.

Las constantes A y Ea, pueden calcularse determinando
K a diferentes temperaturas y representando grédficamente -
1/T frente a Log. de K, pues como se observa la pendiente -
de la recta asf obtenida es —Ea/2.303 R, y la ordenada en el
origen es Log. de A, a partir de las cuales es fécil deducir
Ea y A.



Ea 1
- B o :
Log: R = tag 2.303 R T
Log K
- Ea
Pendiente =
enairentce 2-303 H
N
\
\
\
\
\
\
\
/7

ECUACION Y GRAFICA DE ARRHENIUS.

13
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De los estudios de orden de reaccién y aplicacién de-
la ecuzcién de Arrhenius, se pueden seguir los estudios de —
estabilidad acelerada.

Después se representan graficamente los logarftmos de
las velocidades especfficas de descomposicidn frente a los -
valores recfprocos de las temperaturas absolutas y extrapo—
lando la 1fnea resultante a una temperatura ambiente de 20°-
C, as?f por ejemplo, se obtiene el valor de K a esa temperatu
ra y mn &1 se calcula la estabilidad del medicamento en con

diciones normales.

Efecto de la temperatura en la actividad de los anti
bidticos:

En 1972 se hizo una determinacidn del efecto de la -
temperatura scbre la actividad de los antibidticos, haciendo
una incubacidén a 25, 30, 35 y 41°, utilizando C. Albicans -
como microorganismo de prueba, desarrollando el crecimiento-
de C. Albicans en caldo de sabouraud gue se ley§ nefelomé—
tricamente; los tubos de prueba contenfan un total de 10 ml.
inoculados con 0.5 ml. de un cultivo de C. Albicans 489, ——
fueron incubados a 25, 30, 35 y 41°, hasta que se desarrolla
ra una actividad (60-90 min.) y en éste punto se adiciond -
cierta cantidad de Nistatina y se determind la turbidez en —
un nefeldmetro (filtro OR2) aproximademente con 50 minutos -
de intervalo después de su homegenizacidn.

La estructura mé&s comdn de C. Albicans 489 a diferen-
tes temperaturas fuf analizada como sigue: Un volumen de-
0.1 ml. de una serie de diluciones decimales 'hasta de 10'5)
de un cultivo gue fué incculado en las cuatro series de pla-—
cas conteniendo varias concentraciones de Nistatina. Cada-
serie fué incubada por 40 horas a 25, 30, 35 o 41°, y fueron
contadas las colonias desarrolladas en cada placa. El con—
trol de cuenta fu& hacho en agar simple en la dilucidn de -
]{TS. De los resultados, la proporcidn de los organisncs —
en el cultivo original cepaces de crecer en cada una de las-
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temperaturas, en presencia de las diferentes concentraciones
de antibiéticos fué calculada. El diagrama fué€ hecho con -
el % original de infculc atenuado contra la concentracidn de
antibiéticos para cada ajuste de condiciones, y la concentra
cién (ID99) que se atenud al 99 % del inéculo original, fué-
lefdo por interpolacidn,

Efecto de la Temperatura en la Actividad Bioldgica.

Las placas experimentales de difusidn dieron resulte—
dos altamente eguivocados porque la difusién fué pobre a —
través del agar y la medida de la zona pudo ser incrementada
( peroc no claramente ) por uma preincubacidn de la placa pre
parada a 4°. Adem#Zs, como la fase lenta del organismo indi
cador se incremente con una incubacién a una temperatura -——
infericr, las placas incubadas a bajas temperaturas mostra—
ron un efecto de preincubacidn (incrementéndo la zona de me-
dida) superponiéndose sobre un efecto intrinseco de tempera-
tura cgue pudiera existir. La solucién cbvia; preincubg——
ci®én de todas las placas por una determimacifén experimental,
perfodo éptimo entre la incubacidn a la temperatura de cul——
tivoc adecuada. Esto no pudo ser adoptado debido a que la-
orilla sufrié un cambioc cuando el perfodo de predifucidn fué
prolongado.

El resultado no muy claro fué obtenido de la determi-
nacidén usando C. Albicans sometida a diferentes temperatu-
ras, pero la estructura popular de los experimentos sugiere—
que la Nistatina fué progresivamente méds activa cuando la -
temperatura se decrementa.

Esta conclusidn se tomd gracias a los resultados gque-
presenta la curva experimental como se muestra en la figura,
en gue la Nistatina fu# virtualmente inactive a 41°, pero -
fu® mds y més activa cuando la temperatura de incubacidn se-
decrementd.
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Temperatura de Nistatina
incubacién u mi—1

25 5,1 (D.22)

30 8.5 (0.53)

35 11 (0.69)

a1 18 {1

4 ,— DEGRADACION POR CATALISIS ACIDO BASE.

Comunmente en la formulacidn de un 1fquido, se agrega
un amortiguador, con el objeto de regular el pH, pero sin -
embargo, éstas sales adiciocnadas, pueden favorecer la degra-
dacién, por tal motivo es necesario evaluar el efecto de la-
concentracidn del amortiguador.

Las sales usadas comunmente como amortiguadores son:—
acetatos, fosfatos, boratos, etc.

5.— INFLUENCTIA IONICA.

La concentracidn de sales empleadas en la formulacidn
de una forma farmacéutica, puede aumentar o disminuir la ve-
locidad de degradacidn del principio activo en solucidn.

Cuando el principio activo esté cargado positivamente
y &sta sufre una catflisis 4cida, se observa un incremento -
de la fuerza idnica por la adicién de sales, como ejemplo, -
la adicifn de clorurc de sodio, proveoca un incremento en la-—
velocidad de degradacidn.

Si el principio activo esté cargado positivamente y -
sufre una hidrdlisis alcalina (catélisis por grupcs hidréxi-
io), y la fuerza iénica es aumentada por la adicién de una -
sal, hay un decrementoc en la velocidad de la degradacién.
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Ahora bien si el principio activo que va a sufrir una
posible degradacién, es una molécula néutra, cambios en la -
fuerza ifnica por la adicién de sales, pueden no afectar la—
velocidad de degradacidn.

Tipos de degradacidng La descomposicidn del princi-
pio activo dentro de urma forma farmacéutica, puede llevarse-—
a cabc por diferentes procesos como son:

a) Hidrdlisis.

b) Oxico-reduccidn.

c) Racemizacién,

d) Descarboxilacidn.

e) PRompimiento de anillos.
f) Fotolisis.

Las m&s comunes, por la naturaleza de los principios-
activos son las reacciones del tipo de hidrdlisis y &xido—
reduccién.,

Hidrdlisis:

Una gran cantidad de formas farmacéuticas, contienen—
principios activos con grupos funcionales del tipo de éster—
o amida, los cuales pueden sufrir hidrélisis en solucién, -
como son los anestésicos, antibidticos, vitaminas y barbitd-
ricos.

La hidrdlisis en ésteres, puede llevarse a cabo por -
catdlisis 4cida, alcalina o enzimdtica.

En un momento determinado podemos parar esa hidréli—
sis si tomamos en cuenta los factores que afectan a “ésta:

a) pH.- Si fisioldgicamente es adecuado, el princi-——
pio activo en solucidn debe ajustarse a su pH de méxima esta
bilidad y la relacién de la solucidn amortiguadorea debe man-
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tenerse en la minima concentracidn.

b) Tipo de solvente.— E1 reemplazar en forma parcial
o total el agua ocon un solvente de constante dieléctrica ba-
ja, causa una gran inhibicién en la velocidad de hidrélisis.

c) Formacién de complejos.- La velocidad de hidrdli
sis puede ser afectada tanto por el efectc estérico como por
el efecto polar.

Oxico-reduccidn.— Existe una gran cantidad de pro-
ductos gque sufren degradacifn por oxidacién, y sabemos que —
la oxidacién se puede llevar a cabo por presencia de cxigero
molecular, radicales libres o trozos de metales.

Es necesario tener en cuenta los valores de contenido
de oxfgeno en el agua, ya que una gran cantidad de reaccio—
nes de oxidacién se llevan a cabo en solucidn.

Ahora bien, muchas de éstas degradaciones por oxida—
cién solo requieren de una pequefia cantidad de oxfgeno para-
desatar una reaccién en cadena, por lo tantc es necesario el
usar en algunas ccaciones agentes antioxidantes y secuestran
tes para lograr una mejor proteccifn.

6.— FOTOLISIS.

Dentro de los puntos relevantes, debemos tomar en —
cuenta que los principios activos pueden ser degradados por-
la absorcién de energfa radiante en forma de luz, en particu
lar a la luz ultra-violeta, y dentro de é&sta la de longitud-
de onda mAs corta; segfn la ecuacidn.

E=2.859 x 105/1 Kcal. por mol,

En nuestra forma farmacéutica, debemos hacer control-—
de estabilidad desde el punto de vista:
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a) Qufmico, el cual nos informard&, si hubo o no degra
dacién, su mecanismo, o bien si existe algura interaccién —
con los ingredientes que forman parte de &sa forma farmacéu-
tica, como son colorantes, agentes conservadores, etc.

b) FIsica. Es indudable, gue son muchos los cambios
que sufre un producto durante su vida, como por ejemplo, el-
crecimiento de cristales, cambios en la forma cristalina, —
aumento o disminucidn en la velocidad de disolucidn, asf co-
mo cambios en el tiempo de desintegracidn, "caking" en las -
suspensiones, cambio o aparicién de color, presencia de sedi
mento en las soluciones.

c) Biodisponibilidad.- Las alteraciones que puede-—
sufrir un principic activo puede afectar la biodisponibili—
dad, asf tenemos que una degradacidn guimica puede afectar -
directamente la respuesta terapéutica esperada o bien pre—
sentar productos que pueden ser téxicos, asf también los cam
bios ffsicos, la respuesta terapéutica pudiera ser muy pobre
en é&ste caso debido a una absorcién deficiente, por cambio —
de forma cristalina, aumento del tamafioc de los cristales, —

etc.
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IV  MONOGRAFIA.

a) NISTATIMA.

La Nistatina es un polvoc amarillo o ligeramente café-
de dé&bil olor caracteristicoc que recuerda al de los cerea—
les, higroscépico, inestable al calor, aire, luz y humedad.-
Sus solucicnes acuosas empiezan a perder actividad inmediata
mente después de prepararse, Tiene carédcter anféterc y pro
piedades reductoras. Es inestable en un intervalo de pH de
2.0-9.0. Contiere no meros de 2000U/mg. scbre base seca -
(USP XVIII). Segfin BP 1968 contiene no menos de 3000 U/mg.

Ffrmula desarrcllada:
La estructura no ha sidoc completamente dilucidada.

Contierne un grupo amino primario y un grupo lactona —
gue probablemente contribuya a su inestabilidad.

El espectro de absorcidén- ultravioleta revela un sis-
tema tetraeno gue contiene un croméforoc con cuatrc dobles —
ligaduras y un sistema dieno.

El IR indica la presencia de grupocs hidroxilo, carbo-
nile y carbohidratos asf como una estructura de lactona.

Fé&rmula condensada:

Alin no se han propuesto de acuerdo a los diferentes -
investigadores sobre la férmula Condensada- la escuela ingle
sa (EPM XXV) propone la férmula C H mientras gue la-
escuela americana (MI VIII) pFDpDnS una %grmula con el si—
guiente rango:

C46_47H73_'75'\“319 '
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Seglin las férmulas propuestas los pesos moleculares —

Escuela inglesa (EPM XXV) 948.12; escuela americana -
(MI - VIIT) 923.095-942,11.

La Nistatina fu# aislada por Haxan y Browen, de culti
vos de Streptomyces Noursei, obteniendo dos antibidticos, —
uno md&s soluble en agua denominado Ciclocheximida (actidio—
na) y otro menos soluble en agua denominado Nistatirma, gque —
fué extrafda del micelio con metancl acuoso y precipitado, -
adicionado eter a la solucidn alcoholica.

lubilidad de la Nistatina:

Soluble en propileglicol.

Poco soluble en dimetil formamida, metanol, alcohol, propa—
nol y butanocl.

Inscluble en agua, cloroformo eter y benceno.

IDENT IFTICACION:

Mezclar una solucidn acuosa de Nistatina con SR de —
molibdofosfotungstato de sodio, prepando urn testigo con dos-
ml de é&sta misma sclucién acuoss, dejar repcsar durante ura-—
hora al cabo de la cual el problema presenta un color verde-—
mé&s intenso gue el del testigo.

Temperatura de fusidn:

Se descompone gradualmente a més de 160°; a 250° se —
descompoen totaelmente sin fundir.

Espectrometrfa en el UV:
Disolver 100 mg. en una mezcla de 50 ml., de metanol -



y 5 ml, de &cido acético glacial, aforaria 100 ml. de meta—
nol.

M&ximos Je absorcifn: alrededor de 291. 305 y 319 mu.

lLa relacidn de las extinciores en espesor de 1 on. es de —
291 mu/305mu: 0.61-0.73; 319 mu: 0.83-0.96.

1%

E en etancl = 2.5
1 ems

Poder rotatorio especffico:

Determinado en slucidn al 1 %;

25

25
o — 10 en &ids glacial (< )D - 21 en piridina.

(=< ]

25 25
(< )77 + 12 en dimetilformamida (&< )D — 7 en s0l.0.IN

de HCI en metanol.
Ensayos de pureza:

pH:

Determinads en una suspencidn de la muestra al e
en agua libre de bifixido de carbono, es entre 6.5 y 8.0.
Pérdida al secado:

Determinada a 60° y a una presidn no mayor de S mm. —
de Hg. durante 3 horas. No més de Sh.

Toxicidad en ratones:

Inyectar 5 ratones jévenes gque pesen 17.22 g. cada —
uno, con una cantidad equivalente a no menos de 600 U. sus—
pendiéndolas en no m&s de 0.5 ml. de una solucidn estéril al
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0.5% de acacia en agua. La inyeccidn debe de efectuarse-
en cerca de 5 seg.: ninguno de los ratones debe morir dentro
de las 24 horas siguientes a la inyeccidr;- si uno de los ra
tones muriera, repitase la prueba en las mismas condiciones.

Valoracidn:

Proteger la =ml. de la luz durante el tiempc que dure
el ensayo. Disclver alrededor de 75 mg. exactamente pesa——
dos en suficiente dimetilformamida y afcrar a 50 ml.: tomar-
10 ml. de ésta s0l. y diluirlos a 200 ml. ccn una solucidn -
que contiene 9.56% (p/v) de KHPO, v 11.5% (v/v) de sol. IN-
de KOH y efectuar el ensayo bicldgico.

Conservacidn:

En recipientes perfectamente cerrados, al abrigo de -
luz y uma temperatura no mayor de 5°. Bajo éstas condicio-
nes la potencia disminuye alrededor de 1% por mes.

Incopatibilidades:

Es precipitada por el clorurc de sodic.
Toexicologfa:

DL__ en ratones por via intraperitoneal es de alrede-
der de ZOgomg/kg. No se ha encontrado ningfin cambio patold

gico cuando ha sido administrada a animales durante perfocdos
largos a dosis repetidas.

Tolerancia:

Por vfa ocral a dosis altas puede llegar a producir —
algunos efectos gastrointsstinales transitorics, rarcs y le-
ves como diarress, nduseas y vémitos. No hay evidencia de-
irritacién o de efectos secundarios, cuandc se usa localmen-—



24
te en formas de locicnes o unglientos.
Accién antimicrobiana:

La Nistatina es un antibidtico fungisida y fungistati
ca, pero no tiene propiedades antibacterianas. Es activo -
contra algunos cuerpos patfgenos como; Candida Albicans, -
Immitis Coccidioides, y Sporotrycum spp. y levaduras. Pue—
de producir resistencia microbiana hacia la Nistatina.

Absorcidn y excrecidn:
La Nistatina no es inactiva por las encimas digesti-—-—

vas, pero es solo pobremente absorvida desde la regidn gas-
trointestinal y después de su administracidén oral es comun—

mente excretado por laseses fecales. No es absorvido a ——
través de la piel o membranas mucosas cuando se aplica tdpi-
camente,
Us o s @

La Nistatina usada para el tratamiento local de moni-
liasis, especialmente la causada por Candida Albicans, inclu
yendo Glceras intestirales, arel, vulboveginal y moniliasis-
cuténea. lo mismo gue paroniquia monilial. Puede conside-
rarse como un antibidtico de amplic espectro, asf como pro—
fil&ctico contra el crecimiento de Candida Albicans. Esto -
5 en todo caso también pobremente absorvido, por inyeccio--
nes micéticas sistemdticas, o por histoplasmosis, turulosis,
o coccidioidomicosis.

Dosis:

Para el tratamientc o profilaxis de moniliasis intes-
tinal la Nistatina es dada en dosis de 5000,000 U cada 8 ——
hrs., Para infecciones sistem&ticas la dosis mfnima puede —
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ser una mega unidad, custro veces al dia (nifios 100,000 U),-
o incrementandc su tolerancia, perc los resultados no han -
sido los esperados.

Para infecciones anales o vaginales, los supositorios
y dvulos contienen 100,000 unidades y pueden ser incertados-
urna o dos veces al dfa y sustituirlos por dosis oral cuando-
sea necesario. Para lesiones cuténeas las pomadas contie-—
nen 100,000 unidades por g. y para lesiones de la boca pue——
den usarse suspensiones o algo similar.

Una suspensidn acuosa recientemente preparada - -— -
(100,000 a 250,000 U/ml) ha sido usada como aerosol inhala-
do en el tratamientoc de broncopulmonfas e infecciones fugo-

SasS.

Suspensién de Nistatina:

La Nistatina suspensién oral, es una mezcla de Nista
tina y uno o mas suspenscres apropiados, dispensocres, exci-
pientes y agentes preservativos.

Debe de tener una potencia de no mencs del 90% y no-
mé&s del 140k de la potencia marcada en térmiric de unidades
de Nistatina activa.

De acuerdo con el pH, contenido en humedad, potencia
y otros requerimientos concernientes a suspensidn oral de -
Nistatina; es conveniente mantenerla tapada y al abrigo de-
la luz. Es conveniente contener 2,400,000 unidades en 24 —
ml,

Dosis usual: Oral, 500,000 unidades, tres veces al dfs.
Vaginal, 100,000 U.I. dos veces al dfa.

Range de dosis ususl: Or=l, 1,500,000 a 6,000,000 de unida
des diarias.
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Para uso externc: Tépicamente sobre la piel y membranas —

MUCD 385,

100,000 unidades por gramo en unguentos o suspensiones,; dos-—
veces al dfa.

Formas Farmacéuticas existentes:

Owulos.

Cépsulas.

Ungtiento.

Gotas.

Cremas.

Solucién vaginal.
Grageas.

Polvc para susgpensidéne.
Polvo. v

Tabletas vagirales.
Comprimidos.
Comprimidos vaginales.
Suspensidn.



V  TRABAJD EXPERIMENTAL.

PLAN DE TRABAJO:

7=

Seleccidén del método de control.
Seleccién de la fase continua.,
Determinacién del pH &ptimo.

Seleccién de la concentracién y tipo de
amortiguador.,

Preparacién de la suspensidn..

Seleccién del conservador, frasco, tipoc
de tapa, y condiciones de llenado.

Preparacién del lote dptimo o final.

==
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1.— SELECCION DEL METOOO DE CONTROL.,

Para ello se escogid el método quimico, basado en un-
trabajo realizado en el Departamento de Desarrollo de los -
laboratorios Syntex. Donde se demostrd la correlacién —
entre é&ste métodc y el microbiolégico. De cualguier manera
para la estabilidad final o lote dptimo se corrid en parale-—
lo un anélisis gufmico y un microbioldgico a los tiempos ——
cero, medio y final, con el objeto de verificar los datos.

. FUNDAMENT O ;

El mé&todo analftico empleado en éste experimento, se-
basa fundamentalmente en una hidrdlisis alcalina de la Nista
tina y en una extraccidn del color formado con cloroformo, -
determinando la intensidad de color en un espectrofotdmetro,
385 mu, Se debe tener la precaucifn de cuidar el tiempo-
exacto de hidrélisis de la Nistatina, pues se ha visto que -
la méxima intensidad de color se obtiene a los dos minutos —
de iniciada la reaccién, y disminuye répidamente si no se —
introduce en un bafio de hielo.

Una porcién de 10 ml. de cloroformo extrae alrededor-
del 95% del color producido por la Nistatina y 8ste es casi-
completamente extrafdo con dos porciones de 10 ml, de cloro-
formo, Sin embargoc es preferible hacer tres extracciones en
total para obtener resultados mas uniformes.

El cloroformc de los extractos presenta turbidez debi
do a la presencia de agua, €ésta turbidez es eliminada por la
adicidn de 10 ml. de alcchol etflico..

Procedimiento: Se prepard una solucidn de Nistati-
na en dimetil formamamida a una concentracién de alrededor -
de 1000 U.I. por ml. En un tubo de ensaye se colocan 3 ml,
de solucién de hidroxidc de sodio 1 N y se agrega una alfcug
ta de 5 ml. de la soclucidn de Nistatina a lo largo de la pa-
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red del tubo cuidadosamente con el fin de que las capas que-
den estratificadas quedando la solucidn de Nistatina sobre —
la solucidn de hidréxido de sodio.

Las soluciones son fuertemente agitadas e inmediata——
mente se coloca €l tubo en un bafio de agua hirviente, exacta
mente durante dos minutos, al cabo de los cuales se pasa in-
mediatamente a un bafio de agua con hielo por dos minutos y —
al término de éstos, se vacia el contenido a un embudo de se
paracidn de 60 ml. &l que previamente se le han puesto 6 ml.
de solucidn buffer de fosfatos pH 7.

El tubo de ensaye se enjuaga dos veces con agua desti
lada, agregando el agua de enjuague al embudo de separacidn.
El color amarillo se extrae tres veces con tres porciones de
10 ml. de cloroformo agitando medioc minuto cada vez. Los —
extractos de clorcformo son vertidos dentro de un matraz vo-
lumétrico de 50 ml. Se adicionan 10 ml. de etanol y se -
afora con cloroformo, se mezcla y se determina la densidad —
éptica en un espectro fotémetro, empleando una longitud de -
onda de 385 mu en celdas de sflice de 1 cm. empleando cloro-
formo como blanco.

Se analizan alfcuotas por duplicado en cada andlisis-
simultaneamente con una solucién patrdn  de referencia y la-
potencia es calculada de la solucién patrdn por regla de —
tres simple tomando en cuenta la cantidad de muestra pesada.

Absorvancia en sol. Pb., X
Absorvancia en el Sol Std.

% Nistatina en la sol. Pb =

X 100.
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2.— SELECCION DE LA FASE CONTINUA:

Para ello se prepararon varias suspensiones de Nista-
tina con diferentes fases como agua, propilenglicol y mez——
clas de ellos. Se sometieron cada una de ellas a una sola-
temperatura elevada (80°C), desarrollando en cada una de —
ellas el m&todo analftico descrito anteriormente, y de acuer
do a los datos experimentales se selecciond el agua como ——
fase continua, la cual nos ofrecid mejores resultados a dife
rercia de las otras muestras en las que el contenido del —
principio activo baja considerablemente. Segiin podemos ob—
servar en los siguientes resultados.

PRUEBA T,
Dos gramos de Nistatina en 100 ml. de jarabe simple.
PRUEBA TII.
Dos gramos de Nistatirma en 100 ml, de propilenglicol.
Las dos muestras se sometieron a ura sola temperatura
(80°C), durante 30 minutos, al transcurso de los cuales se -

analizaron por el m&todo analftico descrito, siendo los re—
sultados los que se muestran a continuacifng

Prueba I 98.68 %
Andlisis inicial. =
Prueba II 99.3 %

P 5.0 ¢
Andlisis después . e, L 95.0 %

de 30 mim.a 80°C.
B39 r,a 805G, Prueba II 25 %
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Resultados en los que se puede apreciar que en la —
suspensidn hecha con propilenglicol el contenido del princi-
pio activo baja considerablemente, a diferencia de la suspen
sidn hecha con jarabe simple.

Este fué el criterio gue se tom§ para considerar que-
el vehfculo o fase continua a usar fuera el jarabe simple.



3.—- DETERMINACION DEL pH OPTIMO:

El pH de 4ptima estabilidad puede determinarse cuandoc
graficemos el logaritmo de la constante de velocidad, contra
el pH, el punte de inflexidn de la clrva indica el pH de —
Zotima estabilidad, como se puede apreciar en la sig. Tigu—

ras

pH de éptima estabilidad

pH

La determinacién del pH &ptimo en una suspensidn de —
Nistatina se realizd preparando una suspensidn a diferentes—
pH cuyc rango se selecciond basandose en el hecho de que los
productos poliéniccs tienen su méxima estabilidad a pH neu—
tro o ligeramente 4cido, asf los pH para &€sta prueba fueron—
4, 5, 6, 6.5, 7 y 8.

Cada una de estas suspensiones fué sometida a una ——
temperatura de 70°C Durante 6 dfas.

El andélisis qufmico ya enunciadec anteriormente se rea
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1iz8 a los 2, 4 y 6 dfas determinando previamente la concen-
tracién inicial. Siendo los resultados los gque se regis——
tran a continuacifn:

% Inicial 103.2 %.

pH 2 dfas. 4 dias. 6 dfas.
il 14.5 %

5 70 % 35.2 % 8.5 %
6 50 % 76. % 64 %
6.5 93.5 % 84.3 % 7% %
9 90 % 78.3 % 68 %
8 722 % 6B % 8 %

Determinacidén de Log. K para cada uno de los dfas:

2 dias.
PH K Log. K
4 103.,2 - 14.5/2 = 44,35 1.6459
5 103.2 - 70.0/2 = 16.6 1.2201
6 103.2 - 90.0/2 = 6.6 0.8195
6.5 103.2 - 93.5/2 = 4.85 0.6857
7 103.2 - 90.0/2 = 6.6 0.8195
8 103.2 - 72.0/2 = 15.6 1.1931



pH

(6]

6.5

pH

(6]

6.5

103.2
103.2
103.2
103.2
103.2

103.2
103.2
103.2
103.2
103.2

4 dfas.

K
35.2/4 = 17
76.0/4 = 6.8

84.3/4 = 4,72
78.3/4 = 6.225
36.0/4 = 16.8

6 dfas,

8.5/6 = 15.95
64.0/6 = 6.533
76.0/6 = 4.53
65.0/6 = 6.36
8.0/6 = 15.86

Log. K

1.2304
0.8325
0.6739
0.7941
1.2253

1.2028
0.8151
0.6561
0.8035
1.2004
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Como se puede apreciar de los datos y grdficas regis—
trados el pH de é8ptima estabilidad fué de 6.5, ya que como -
se puede ver la suspensién a pH muy &cido y muy bdésico se -
degrada répida y considerablemente, presentando inclusive -
alteraciones drésticas en su aspecto fisico, homogeneidad vy
consistencia.
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4.~ SELECCION DE LA CONCENTRACION Y TIPO DE AMORTIGUADOR:

En este caso se prepararon varios sistemas amortigua-
dares @ pH 6.5, y se sometif a una sola temperatura elevada,
ura vez efectuados los célculos correspondientes se seleccig
n®% el sistema amaortiguador de fosfato-citrato a unma concen—
tracién de 0.1 M.
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5,— PREPARACION DE LA SUSPENSION:

Tomando en ccnsideracidén que es importante la presenta
cién que debe tener una forma farmacéutica, se procedid a pre
parar urma suspensidn que fuera elegante, esto es, que el volu
men de sedimentacién fuera 100%, con buen sabor y olor, para—
ello se prepararon varias suspensiones con variocs agentes ——
suspensores, como metocel, carboximetilcelulosa, azucar, etc.
Al igual que los pasos anteriores se sometiercn a pruebas de—
estabilidad siendo en este caso solamente fisicas (Sedimente-
cién), y de los resultados obtenidos se selecciond el azucar—
como el agente mé&s conveniente.
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6.— SELECCION DEL CONSERVADOR, FRASCD, TIPO DE TAPA Y CONDI-
CIONES DE LLENADO:

Para ello se envasé la suspensidn en frascos tipo III
claro y &mbar, burbujeando nitrégeno ccn algunos y otros sin
nitrégeno.

Se sometieron a una sola temperatura elevada y se lle
g8 a la conclusién de que lo mé&s adecuado es:

a) Burbujear nitrdgeno a la suspensidn.

b) E1 envase debe ser de vidrio tipo III -
&mbar.

c) Su empaque debe ser de tipo vinilite.
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7.~ PREPARACION DEL LOTE OPTIMO O FINAL:

Una vez que se controlaron todos los factores que ——
pudieran presentar dificultades en la formulacidén, se prepa-
ré un lote el cual lo llamamos éptimo o final, cuya formula-
cién es la siguiente:

NISTATINA.eveeassncsnssnaass 100.000 U.I.
RZUCAR, « snnrenin spessnsspusns. 202000 g
CONSERVADOR . s vvvvvvseanannns 0.200 g.
AMORTIGUADOR . vvsevenasnnsnns 0.100 M,
SABOR c.s.

AGUA C.bsPasssassnssssnnense 100 ml.

Este lote se envasd en las condiciones dptimas ya men
cionadas, se dividieron las muestras en cuatro partes y se -
sometid a cada una de ellas a diferentes temperaturas, 37, -
60, 70°C y temperatura ambiente, esta @ltima solo como refe-
rencia, durante el tiempo necesario hasta alcanzar en cada -
una de ellas aproximadamente la mitad de la concentracién —
original.

Se hicieron determinaciones de concentracidn siguien—
do el método gufmico espectrofotométrico, segln el programa-—
de la tabla que se presenta a continuacidn:

°C TCJ 8 L5 22 36 43 57 70

70 X X X X
60 X X X X X
37 X X X X X

Tiempo en di&s, .
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VI RESULTADQOS.

El mé&todo analftico se aplicd en el lote de experimen—
tacidn, el cual fué dividido en cuatro partes, siendo cada -
una de ellas sometida a diferentes temperaturas; temperatura
ambiente, 37°C, 60°C y 70°C haciendo previamente un andli——
sis inicial y en base a este anflisis se procedid a hacer =
und determinacién cada ocho dfas en cada uma de las muestras
hasta que estas alcanzaran aproximadamente la mitad de su -
concentracién inicial, y de los datos obtenideos se pudo de—
terminar.

a) E1 orden de la reaccidn.

b) Determinacién de la velocidad especIfica de la
reaccién.

c) La energfa de activacién de la Nistatina.

d) E1 tiempo de vida media.

e) La determinacién de t__ a 25°C en la grdfica de

90
Arrhenius.

Determinacién del orden de la reaccién.

El orden de una reaccidén puede determinarse por Vé———
rios métodos,

1) M&todo de sustitucidng Los datos experimentales-
acumulados en un estudic de cinética pueden sustituirse en -
la forma integrada de las ecuaciones que describen los dife-
resntes érdenes., Cuandc se encuentra la ecuacidn en la que
los valores calculados de K permanecen constantes dentro de-
los 1fmites del error experimental, para cada sustitucién de
los datos experimentales, se considera que las reaccicnes —
del orden al gue corresponde la ecuaciéin integrada de K,

2) M8todo Gré&ficoc: Para averiguar el orden de una —
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reaccidn también puede recurrirse a la representacidén gréfi-
ca de los datos, como se demostrd en la fig. 3. En este —
aso, si al representar la concentracién a t resulta una —
1fnea recta, la reaccidn es de orden 0. 6&i la representa——
cidn gré&fica de log. (a-x) en funcidn de t déd uma linea rec
ta, la reaccidn es de primer orden, y de segundo orden serd-
si al representar 1/ (a-x) frente a t también resulta una —
fnea recta (en el caso de que las concentraciones iniciales
sean iguales). Finalmente cuando las representaciones gré——
ficas I/(amx)Z frente a t dé lugar a una recta, teniendo —
todos los reactivos la misma concentracidn inicial, la reac-

O

cién es de tercer orden.

3) Método de la vida media: En una reaccidn de or—
den cero, la vida media es proporcional a la concentracién -
inicial a. La vida media de una reaccién de primer orden-
es independiente de a; para una reacci®n de segundo orden en
la gue a=b, t /2 es proporcicnal a l/a; y para una reaccifn-
de tercer orden, en la que a=b=c, lo es a 1/&2.

Con los datos experimentales se determind el orden de
la reaccién por el mé&todc gréfico, determindndose que se —
apega a una reaccidn de orden cero sl graficar concentracidn
(en %) contra el tiempo (dfas) observando gus de ello resul-
ta una 1fnea recta con una pendiente igual a -K con lo cual-
o6 desmuestra lo anteriormente dicho. (gré&ficas 1; 1.1; —
1.2).

Tiempo cero
Temperatura embiente
Concentracién original 128%.



70806

60°C

37°C

22

15
22
36

36
43
50
57
70

dias.
dfas.
dfas.

dfas.
dfas.
dfas.
dfas.

dfas.
dfas.
dfas.
dfas.
dfas.

45

88 %
62,72 %
cero mg/ml

110.7 %
98.32 %
78.7 %
59.3 %

124 %
121.8 %
119.3 %
114.5 %
110 %
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Determinacidn de la velocidad espec{fica de la reaccidn.

El objeto de este capftulo es estudiar la velocidad -
con gue se producen las reacciones.,

Como se puede observar de las gréficas 1, 1.1 y 1.2,-
al representar en estas la concentracidn (%), contra el tiem
po (dfas), y de ello resulta una 1lfnea recta con una pendien
te = a -K, se deduce que el orden de la reaccidn es cero, -
por 1o tanto la férmula a usar para la determinacidn de la -
velocidad especffica serd la sig.:

C = Co - Kt Co = Concentracién inicial
C +Kt = Co C = Concentracidén después de —
Co - C ur tiémpo t .
K = —__E_—_ K = Velocidad especifica
t = tiempo.
Determinacidn de K para 37°C
128 — 114 14 =
K= = = 0,233 % dfas
60 60 e
Determinacidn de K para 60°C.
128 — 67 61 -1
= = = 1.525 7 d'I
i 40 40 e

Determinacidn de K para 70°C,

128 — 75 51 =
== t— = 5_ 9 di’ 3
= 10 10 1 % dfa
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Determinacidn de la energfa de activiacidn.

La energfa de activiacién, Ea, es la energia que po—
seé un nfimeroc limitado de moléculas reaccionantes por encima
de la energfa molecular media. Es decir, que aguellas molé
culas que hallan adquirido una energfa Ea, estén suficiente-
mente activadas para entrar en reaccidn. Aungue sclo una -
pequefia fraccién del ntmerp~ total de moléculas puede estar-
en estado activiado, la proporcidén de moléculas activadas —
aumenta con la temperatura y, como consecuencia se acelera -
la reaccidn. De este modo se explica el incremento de la -
velocidad de reaccién cuando se eleva la temperarua.

La energfa de activacién de la Nistatina para 37°C vy
70°C es:

K2 E T2 - Td
Log e % ( ) (1)
K1 2,303xR T2 T1
En donde:
= 0,233 = 37°C = 0
kl 0 3 Té 72, 310°K
k2 = 5.1 Ea = Energta de activacidn.
T1 = 70°9C = 343°K R = Cte. de los gases

(1.987 cal/grado mol).

Substituyendo en (1) tenemos:

8.1 Ea (843 - 810 )
LDg - : =
0,233 2.303 x 1,987 343 x 310
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Log 21845 = Ea
2.303 x 1.987 106330
1.55353 = k8 x 0.00031
4.576
Ea 1.3393
4.576 0.000 31
Ea = 4320 x 4.576

Ea 20 K cal/mol.

51



Determinacidn del tiempc de vida media del productog

Se entiende por vida media el perfodo necesario parae-
que la concentracidn original del medicamento llegue a ser —
la mitad de dicha concentracifn,

Tomando en consideracidn gue 21 orden de la reaccidr-
es cero, la férmula a emplear para la determinacidn del tiem
po de vida media a 25°C serd la sig.:

Co K— C (1)

t./2 =
o

En donde:
Co = Concentracién original.
C = Un medio de la concentracidn original.

& = Tiempo gqua tarda el producto en alcanzar la mitad de-

1/2
/ su concentracién original.

K = Velocidad especffica a 25°C.

Sustituyendo en (1), tenemos:

. 128 - &4
£ =
1/2° 0,05129

64
t., = = 1274 dfas.
/2 0.05129 74 8laa

3.4 anocs.

o=
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Determinacidn de t a 25°C en la gréfica de Arrhenius:

Vet
g

Una vez cbtenidos los valores de K, gue al graficar—-
ics en forme de logaritmo, contra el inverso de la temperatu
ra abscluta, cbtenemos la curva de Arrhenius.

~1
K (dfas °) LogK g T abs., /T
0.051259 2.7 25 298 0.003355
0.233 1.3674 37 310 0.003225
1,525 0:1969 60 333 0.003003
Bl 0.7076 20 343 0.002910
Determinﬁcjén de tSD a 259¢
Co = 128%
Co - C ;
t = e s s e C = 9 0,
90 K 50 %
K = 0,05129
Sustituyendo valores tenemos:
- 2 128 — S0
"50 ¢ D.05129
a8
t = =k - = 1,8 dfas.
90 =~ 0.05129 e s
t__ =2 =2figs,






VII CONCLUGEIONES,

Es posible terer en el mercadc una forma famacéutica
de Nistatina en suspensidn.

La fecha de caducidad (t90 a 25°C), con un 20% de —
exceso es de dos afios.,

La energfa de activacién es de 20.0 Kcal/mol.
La vida media del producto es de 3.4 afos.
Los datos antericres son v&lidos siempre y cuando se-

apeguen, al momento de preparar la suspensifn, a lo -
establecido en el estudio.
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