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RE SLIME N

_Una formula:iﬂn de accién controlada, contiena microesferas de

17B—Estvadiol [ mo'principia a:tivc. Estas mxcraesferas se obtienen

este pro:eso, la muestra

l1lo de’ la fnrmulacid ‘deaccidn. ontralada ‘con microesferas de 178~

Estradxa! es e:e';nlo aq’§;§r~técni:as analiticas adecuadss Qque

permitan aaegurar la; iniggbidad quimica de las microesferas asi

elabnradas.

Para 1§*cuéntif1cacibn del 178-Estradicl, en este trabajoc se
desarrnllé un métcdo'por cromatografia de liquidos de alta resolu-

cién (CLARY, con detector con arreglo de fotodiodas,

El método resultd ser exacts y preciso, asegurando asi 1la

especificidad de su respuesta.




SLIFTMAR Y

The. development of a sustained release formulation containing
microespheres of 176355tradinl as drug substance obtained by the
Spray—Cnngealiﬁg ‘method . requires suitable analytical methods in
order to ensure - the :hemical integrity of the drug in  the

microphones. The Spray—Congealing process invulves the eupu51t1nn

of the drug .substance under drast1ca11y cundxtiuns of axtreme

nmpns;txun or modifi:atxun

lg,td observe how the
hic, form when submitted

to the mi:ruespherizatinn proces ‘~théh adopt the A and C

pclymurphjc forms when submitteh "fo, thermal treatment (the A
pnlym&ﬁphic 1urm is the most stable une) “ This kind of transforma-

tions -8lso are detected by thermal analysis.

The other spectroscopic techniques like Ultraviolet (UW),
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mass Bpectroscopy (MS) were
used in this work in order to ensure the chemical intagrity of the

molecule.

The High Performance Liquid Chromatography (HPLC), with a
Photodiode Array Detector was used to quantify 178-Estradicl. This

analytical method has shown to be precise, accurate and specific.
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.o » INTRODUCGION

ta gran mayoria de los fdrmacos utilizados actualmente como
anticonceptivos, tiemen la desventaja de causar efectos secunda-
rios indeseables. .Estos efectos ocurren debido a que las formula-
ciones actuales emplean dosis demasiado altas para poder producir
el mencionado efecto anticonceptivo, originando asi dichos efectos,
por-lo tanto se hace necesario ampliar el desarrollo tecnolégico en
1a dosificacion de estes farmacos.

'Durancie la Gltims decada Se han tenido resultados positivos en
el desarrollo de sistemas de liberzcidon contralada de .farmacos en
los cuales se han utilizado esterpides natureles y sintéaticos.

Entre las formulacienes dessrrolladas se encuentra un anti-
conceptive inyectahle mensual, el cual asegura um concentracidén
adecuada de Progestina en el organismo.

En este tipo de farmulaciones se intenta que la liberaciédn del
farmaco sea controlada y que solamente se utilice 1a cantidad
necesaria para obtener el efecto anticonceptivo deseado, disminu—
yendo asi los efectos secundarios. Dicha formulacidn propuesta es
una suspensidn inyectable de accién controlada que contiens como
principios activos microesferas de 174-Estradiol y Progesterons.

El proceso utilizado para el desarrollo de esta formulacidn es
1a microesferizacion, en el cual se utiliza la técnica de rocio-
congelacidn, la cual consiste en fundir la muestra (178~Estradiol),
para ldego ser rocliada con ayuda de aire.taliente hacia una cémara
de congelamiento y posteriormente recolectar las microegferas asi
elaboradas.

En dicho proceso, el  farmaco es sometido a . condiciones
dristicas de temperatura, lo que puede originar una descomposicion
del mismo o la aparicidén de posibles . formas . polimorficas, esto
conlleva al desarrollo’ del presente’ trabajo donde . gse pretenden
implementar las técnicas analiticas ‘adecuadas para  asegurar  la
composicidn gquimica del estercide comu'también,.las técnicas que
permitan evaluar las posibles modificaciones cristalinas  (palimor-
fos) . . T .

Asimismo se hace pecesario contar con - técnicas® analibticas
adecuadas para asegurar el comportamiento » quimico " de las
microesferas asi elaboradas. ’

Las tecnicas egpectroscépicas sen una herramienta adecuada en
el presente estudio, ya que cada uma de -'ellas: nos progorciona
informacidn de los posibles cambios sufrideos en la estructura de la
molécula del 178-Estradiol, s=sometida a las. condiciones antes



mencionadas. Las técnicas espectroscdpicas utilizadas en el
presente estudio son las siguientes:

La absorcidn al ultravioleta, 1a espectroscepia infrarrojo, la
regsonancia magnética proténica y la espectroscopia de masas.

Otra de 1las técnicas analfticas utilizadas en el presente
estudio, es la calorimetria diferencial de barrido.

También se cuenta con un métocdo analitico capaz de cuantificar
al 178-Estradiol sin que interfieran los posibles productos de
degradacicon; la técnica a3 elegir es la cromatografia de liquidos de
alta resolucidn con detector, de arreglo de fotodiodos para asegurar
la especificidad de su respuesta.



CAPTTIILO =2

OBJYETIVOS

—-.Contar con técnicas para asegurar el comportamiento quimico de
las microestferas de 178—-Estradiol que seran utilizadas para una
formulacion de accidn controlada.

~ Implementacidén de mitodos espectroscédplcos y calorimétricos para
la identificacion de cada una de las modificaciones cristalinas del
178-Estradial, en el proceso de microesferizacldn.

~ Daesarrollo de un método analitico por cromatografia de liquidos
de alta resolucidn para la cuantificacion de 178-Estradiol
microesferas.

~ Estudiar la estabilidad da las microesferas de 178-Estradiol, ya
gque al presentar diferentes formas cristalinas durante el proceso
de fabricacitn, tienden con el tiempo a adoptar la forma mds
estable (forma A o hemidratada).



CAPLITLLO F
GENERAL IDADES

El :178-fstradiol es la hormona estrogénica mis potente,
controlada y secretada por los ovarios. Junto con la Progesterona,
tiene como funcién vital la preparacidon del aparato reproductor
famenino para la recepcidn del esperma y la implantacidn de un
huevo  fecundado. ta sintesis y la aplicacidn de estas hormonas
avdricas ha permitido la intervencidon ¢erapéuvtica racional en
ciertas enfermedades; sin embarge, ha sido mucho mayor el uso
clinico de éstas camo anticonceptivos.

3.1 Monogratia del farmaco (- 2 3. 4, 8, &, ¥, @&

- Nombre Genérico <t?

178-Estradiol

- Nombhres Quimicos ¢2?
1. - (173)-Estra—1,3.5(10)-§ﬁﬁen9—3.17—dio!

2. - Estra—1,3,5(10)-trieno-3,178-diol

— Nombres Comerciales =7

1. - ANAFERTIN
2. - CILEST '
3. - EXLUTON

4. - LUTOGINESTRYL F
5. - MARVELON

&. - NORDET

7. - NORDIOL

8. - QVRAL

9. - PERLUTAL



~ Férmula Condensada <3i*

CiaHza0a

— Féormula Desarrollada ¢a*

Figura 1. 178—Estradiol

- Paso Molecular ¢*?

272.39
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— Descripcién <1

Polve cristalino o cristales higroscdpicos, de color blanco o
blanco cremoso.

- Andlisis Elemental >

En la tabla 1 se presenta el anilisis elemental del 178-
Estradiol.

Tabla 1. Andlisis Elemental del 17B-Estrad1n1.r

Elemento ' Porcentaje
Carbono 79.37
Hidregeno 8.88
Ox1igeno 11.75

3.1.2 Propiedades Fisicas y Quimicas (3. 4. o, &>

T.1.2.1 Solubilidad ¢1. 4., B
El 178-Estradiol se considera précticamente insoluble en agua,

ligeramente soluble en etanol, acetona, cloroformo y éter, muy
soluble en dioxano y en soluciones fuertemente alcalinas.



Tabla 2. Solubilidad ‘del: !7B-Estradiol (mg?dL)
en Disolventes Drgénicos B L

20
Acetona a914.8
Benceno 80.1
Cloroforme 642.7
Ciclohexano 2.2
Diclorametano - 267.1
Dioxano 19868.4
Etanol . 3727.4
P8% v/v Etannl 4186.3
Dietil éte . B36.7
Hexano ; 0.9
Metanol 3525.6
Tetrahidrofurano 33788.8
Tolueno 31.5

.Tabla 3., Solubilidad del 17 Est adiol(mg/dL)
. - en Dlsnlventes A:uosos .

Tamper;¥up

28 3

Agua 0.30 0.56

0,02 M Cloruro de Sodio )

0.20 M Cloruro de Sodio

0.40 M Clorura de Sodio g

Sol. Amortiguadora de PDLS- I 4
pH 7.2, 0.50 1 0.38+0.046":

pH 7.2 4, 0.10 [ 0.3640.016"

pH 7.2 y 0.20 I 0.34+0.24 .

0.005 M L-Tirosina en e

Sol. Amortiguadora de POa>~
pH 7.2 , 0.10 1

Sol. Amortiguadora de PDL~—
pH 7.4 , 0,15 I

0.02 M Sodia
Dioxicolato en

Sol. Amortiguadora de PD4™— . L
pH 7.4 , 0.15 1 ' 3.92

11
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"3.1.2.2 Constante de Xonizacidn >

El 178-Estradiol es un &cido débil, y su pKa aparente determi-
minado espectrofotométricamente es de 10.12,

3.1.2.3 Rotacidn Especitica <r+ ®°

El 178-Estradiol presenta una rotacion especifica entre +76° y
+83= determinada en una solucién en dioxano a una concentracion de

1Omg/mt. . .

3.1.2.4 Intervalo de Fusidn ¢te 4. 8

El intervalo de fusion del 178-Estradiol viene reportado entre
173°C y 179°C, por la técnica descrita por la USP. Por calorimetria
de barride diferencial el 178-Estradiol presenta  dos  picos
endotérmicos a 112=C y 174=C, antes de la endoterma de fusidn a
179=C, como se muestra en la Figura 2. B L e

[b}
&
=3
Je
<3
1 1 1 1 1 1 - ‘_—F"_;_‘__‘— .
80 120 160 200°C 160 190 °C.

Figura 2. Termogramas del 178-Estradiol a velocidades de
calentamiento de (3) 10°C/min. y "(b) 2°C/min. utilizando' 8mg  de
muestra. Determinados en . un equipo - Stanton - Redcroft 6718
analizador. . o . R :



3.1.2.5 Sintesis =?

El 178-Estradiol es comanmente sintetizado & partir de la
reduccién con baorochidruro de sodio de la Estrona, la cual es
abtenida por la pirdlisis o reduccidn de la Androstenodiona.

3.1.2.6 Estabilidad *=*

El 178-Estradiol es estable en soluciones diluidas de icidos y
bases; y en forma solida permanece quimicamente estable por lo
mengs par cinco afios bajo condiciones de temperatura ambiente. Sin
embargo; se ha reportado que el 178~Estradiocl aplicado en una placa
de silica y expuesto a la atmésfera por una hora presenta una
descompaosicion sustancial. <*?

3.1.2.7 Espectrascopia ?

Ultravioleta: El 178-Estradiol exhibe midximos de absorcidn a
las longitudes de onda de 221 nm y a 280 nm aproximadamente, como
se muestra en la figura 3.

012 -

e

=

=)
T

ABSORBANCIA

GOL -

1 k — T | : j.»
200 - 250 ) 300nm

Figura 3. Espectro de absorcidn ultravioleta del 178-Estradiol
obtenido en un Espectrdédmetro Cecil CESOSA, utilizando una celda de
1 cm de paso oéptico, a una concentracién de 0.0033 mg/mL de 178~
Estradiol en metanol al 2% v/v, haciendo un barrido desde 200 nm a
300 nm. : : '
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Infravrojo: El espectro infrarroijo del 178-Estradiol, se
ilustra en la figura 4, La asignacion de bandas y desplazamientas
se encuentra resumida en la tabla 4.

| -

eIuRy ISR ¥,

I} I - 4

L. L N — . ]
oot em-t »to 2000 [

g..
H
E

Figura 4. Espectro Infrarrojo del 178-Estradiol obtenido en un
Espectréometro Pye-~Unicam modelo SFP3-200, de unpa dispersion de 178~
estradiol en bromuro de potasio, en un intervalo de nimero de onda
de 4000 cm—* a 450 ca™?t.

Tabla 4. Asignacién de Bandas de Absorcidn al Infrarrojo. del 178~
Estradiol.

Frecuencia ’ Forma B
Slemmt) e Acignacidén
R Intensidad . : S
v3435 Hombro '0-H Estiramiento
"“;0_6;0‘ e © Hombra . . C-H Estiramiento

£~30207 - C-H_Estiramiento

LA BES IV.:/GBimétrica anillo

%1500 . Flexién del anillo

C-0 Estiramiento

¢: 0-H Fendlito Dobles

e C-fq Alargamiento

U 0-H tlexien
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Resonancia Magnética Nuyclear: El espectro de resonancia

magnética nuclear *H del 178-Estradiol se muestra en la figura 5,y
la asignacidn de bandas se encuentran resumidas en la tabla 5

LW Y

'] 1 1 i ) - 1. L

i
ppm 7 6 5 3 3 2 1 0

Figura 5. Espectro de resonancia magnética nuclear *H del 178-
Estradiol determinado en un espectrémetro Bruker WM250, utilizando
como disolvente acetona y (TMS) como referencia interna.



Tabla 5. Asignacidn de Bandas de *H del 178-Estradiol

H, Hb
f
Hy He
Protaén Namero de Desplazamiento Tipo de
Protones Quimico Sefal
(E/ppm)
a 1 Q.0 Singulete
b i 7.09 Doblete
c 2 6.59 ~ 4.52 3 Dobletes
d 1 4.54 Doblete
] o 3.6.7' Doblete
ki 2.76 Multiplete
- Multiplete
h - 4.10 Multiplete
i.

- Siﬁgulef:e :

16
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Espectro de Masag: El espectro de masas del 178-Estradiol se
muestra en la figura &. La asignacidn de sefales caracteristicas se
encuentran en la tabla &.

1
G se 100

-
)
o
o
I
w
©
«
o
o

Ve
RELACION IN/2)

Figura 4. Espectro de masas del 178-Estradiol utilizande un
espectrometro de ionizacién de impacto de electrones AEl (Kratos)
MS9. :

Tabla 6. Asignacidn de Sefiales Caracteristicas en el Espectro de
Masas del 178-Estradiol.

Relacién Composicion Intensidad
Masa/Carga . 7 Relativa
272 CioHzaOz [M*1 100
213 7 CioHiz0 as
186 T CagHial! 14
185 i CigHasD 13
172 7 .CagHya0 . 27
140 . L CaaMaal ) 43
159 - T CiaHia0. +29

188 CiiHio0.!
ERVT RN CioHyal
145 I CaeHeD

TS G T
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3.1.3 Métodos de Andlisis <1, B, 7»

Z.1.3.1 Extracciédn y Purificacién ¢®

Se han reportado técnicas de extraceion del 178-Estradiol de
fluidos bioldgicos. Este firmaco puede ser cuantitativamente extra-
ido con éter dietilico o benceno, la fase orgdnica se lava con so-
lucidn amortiguadora de carbonato de sodie a pH 10.5 para elimipar
las impurezas no esteroidazles, después se extrae con hidroxido de
sodio 0.1M y luego se re—eutrae con el disolvente orgiénico después
de acidificacidn con &cido sulfarico. Estos canjugados altamente
polares son euxtraidos con acetato de etilo (después de la
separacion de la fraccidn no conjugada) e hidrolizados por reflujo
con Acido clorhidrico o por incubacidn con enzimas; sulfatasas o 6-
glucuronidasas.

3.1.3.2 Colorimetria y Fluorescencia ®?

Se han desarrcllado varios métodos para el andlisis
colorimétrico del 178-Esiradiol basados en la reaccion de Kober,
donde una muestra del fdrmaco es calentada con un fenol (ejemplo O-
naftol) y dcido sulfarico L[> &0%(p/v3], dando origen a una solucioén
amarilla la cual es diluida a una concentracion de 30-50%(p/v) y
recalentada hasta formar una solucién de color rasa la cual absorbe
a un maximo de S30 nm. Utilizando el método modificaciodn de
Ittrich, el cual es miés sensible y exacto, donde se omite el
recalentamiento después de la dilucién, y el complejo colorido es
extraido con wuna solucion al 2Up/v), de p-nitrofenol an
cloroformo, dandoc origen a una solucidn fluorescente amarillo
verdoso.

3.1.3.3 Andlisis Cromatografico
— Cromatografia en Placa fina ¢®?

Erxisten varios sistemas ttiles para la separacion del 178-Es-
tradinl. A continuacidn se enlistan dos sistemas. (disolventes
utilizados como fase mévil), utilizados en placa fina.

Adsorbente - 5ilica gel G, con 250 pm de: espe;or activada a
150 =C por 3 horas.

Solventes ~ (a) cloroformo:acetato de efiln, BO:20°
(b} acetona:diclorometann, 20: BO

Revelado - Rociar con triclgruro de antimnnin 1004 P/P
en Acido acétieo glacial. Desarrolla a: 95°C
por 5 minutos manchas de color’ rojo claru con
(a) Re 0.32 y (b)) Re 0.56.
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- Crnmatuérafia de Liquidos de Alta Resolucién ¢+ 2. 7

Muchos son los sistemas utilizados para cuantificar al 178«
Estradiol, tanto en preparados farmaceduticos como en fluidos
biolégicos. Un método de andlisis utilizado para cuantificar 178-
Estradiol es el descrito por la USP XXII, €1 cual oatiliza una
columna de acero 1inoxidable de 3.9-mm x J300-mm, empacada con
silica de 10um de tamafo de particula, de forma irregular, unidas
quimicamente a una cadena de C:;m con recubrimiento final,
utilizando como fase mévil acetonitrilo/agua (55:45), a wuna
velocidad de flujo de 1 mL/min, con un volumen de inyeccion de
25uL, utilizando un detector UV. 2 una longitud de onda de 205 nm y
como estandar internc el etilparabeno a una concentracion de 15p/ml
y para el 178-Estradiol una concentracion de 20 pg/mL.

Otro metodo de andlisis wutiliza una columna de Sistema de Se-
paracion de Compresion Radial (SSCR} Radial-PAK (pRondapal),
empleando como fase movil acetonitrilo/agua (50:50), a una
velocidad de flujo de 2 mL/min, con un volumen de inyeccion de
100yL, utilizando un detector UV. a una longitud de onda de 260 nm
y una coneentracidn de 178-Estradiol de 0.03pg/mL, con un tiempo de
retencion de 5.6 min.

3.1.4 Propiedades Farmacolédgicas <. &

El 178~Estradiol es una hormona estrogénica cuya produccion
controlada y ciclica es exclusivamente del avario. Junto con la
progesterana tienen como funcidn vital la preparacidn del aparato
reproductor femenino para la recepcion del esperma Yy la
implantacidn de un huevo fecundade. La sintesis y accién de estas
hormonas ovdricas ha permitido la intervencion terapéutica racional
en ciertas enfermedades. Sin embarga, ha sido mucho mayor el uso
clinico de estas hormonas que actuan como anticonceptivos.

3.1.4.1 Piosintesis ®. @

E}! 178-Estradiol es biosintetizado en la mujer principalmente
por compenentes de los ovarios (folicules, cuerpo luteo y estroma),
siguiendo con la clédsica ruta de los esterocides, convirtiendo el
acetato en colesterol siguiendo hasta pregnolona y androstenodiona.

El 178-Estradiol se forma en definitiva con androstenodiona o
testosterona como precursores inmediatos (figura 7). De los tres
estrogenos humanos principales, el 178-Estradiol es el miés potente
y el principal producto secretorio del avario; se oxida fdcilmente
a estrona, que a8 su vez puede hidratarse a estriol. Estas
transformaciones tienen lugar principalmente en el higado, donde
hay interconversion libre entre la estrona y el 178-Estradiol.
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Figura 7. Biosintesis del 178-Estradiol.

J.1.4.2 Acciones Fisioldgicas y Farmaceloagicas =

El 178-Estradiol es5 responsable en buena parte de los cambios
que se producen en las nifas al llegar a la pubertad, y explican en
gran medida lps atributos tangibles e intangibles de la femeneidad.
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Por una accidn directa causa el crecimiento y desarrollo de la
vagina, el utero y las trompas de falopio. Agranda las mamas promo-
viendo el crecimiento ductal, el desarrollo del estroma y la acumu—
lacidn de grasa. La secreciodn varia con la fase del ciclo mestrualj;
su niveles plasmaticos fluctian rapidamente, las velocidades tipi-
cas de secrecion durante la etapa folicular, mitad del ciclo y fase
lutea son de 80, 400 y 200 ug/dL, proporcionando un total de nive—
les en plasma de 178-Estradiol aproximadamente de &, 30 y 15 ng/dlL
respectivamente.

3.1.4.3 Absorcidon y Excrecién s S

El1 178-Estradiol se absorbe fidcilmente a través de la piel,
las mucosas y el tracto gastrointestinal. La absorcidn en el tracte
gastrointestinal es rapida Y muy completa, su limitada efectividad
oral se debe a su metabolismo. Es pridcticamente insoluble en agua.
Cuando se inyecta disuslto en aceite se absorhe y metaboliza
rdpidamente. Los aril- y alquil-ésteres del 178-Estradiol se hacen
cada vez menos polares al aumentar el tamafo de los sustituyentes;
por lo mismo, el indice de absorcidn de los preparados oleosos' es
cada vez mas lento y la duracidn de la accidn mds preolongada.

Su inactivacidn en el crganismo se realiza principalmente en
el higado. Cierta proporcién que llega a dicho o6rganc se excreta
por la bilis, pero se reabsorbe luego del intestino. Durante esta
circulacitn enterchepdtica, se produce degradacidn en productos
menos activos como estriol y muchos otros estrédgenos, por oxidacion
a sustancias no estrogénicas, Yy por conjugacidn con el dcido
sulfurico y glucurénico. Circula en la sangre junto con globulina y
albumina ligadoras de hormonas sexuales. Una parte importante del
178-Estradiol esti en forma de conjugados, especialmente sulfato.
Estos conjugados hidrosolubles son 4&cidos fuertes y como tales se
ionizan totalmente en los liquidos corporales; la penetracidn en
las células es limitada y 1la excrecion por el rifén es la que
predomina, porque hay poca posibilidad de reabsorcidn tubular,

3.1.4.4 Efectos Colaterales ¢®*

El sintoma desfavorable mis frecuente es la presencia de
nauseas. A grandes dosis también puede presentarse anorexia y hasta
vomitos y ligera diarrea. Cuando se administran dosis muy elevadas,
como en el tratamiento de ciancer de mama, las nauseas solo se pre-—
sentan durante las primeras semanas.

3.1.4.5 Usos Terapeuticos <@
El uso mis importante en combinacién con progestigenos es para

formar anticonceptivos orales, y en general, en los transtornos que
suelen aparecer en la menopausia.
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3.1.4.6 Preparados ‘=

Diversos ésteres de 178-Estradiol (benzoato, cipionato, enan-
tato, propionato succinato y valerato) se preparan en suspensidn
acuosa o solucidn gleocsa para liberacidn lenta después de la inye-
ceiébn  intramuscular, en combinzcidn con un progestigeno. Estos
preparados contienen 5 a 10mg/mL y se venden con diferentes nombres
comerciales (ANAFERTIN, YECTAMES, PERLUTAL, LUTOBINESTRYL & y mu—
chos otros)., Tamhién en grageas y tabletas como anticonceptivos
vrales entre las cuales se encuentran los nombres comarciales
(CILEST, MINULET y otros).

I.2 Proceso de Fabricacidon de Microesferas por la
Técnica de Rocio-Congalacion <7 310, 11, 23>

Los productos inyectables conteniendo microesferas biodegrada-
bles son un e2jemplo del desarrollo de la mids reciente tecnologia
para formas de dosificacion de liberacioén controlada de uso paren-—
teral. Los praoductos en forma de microesferas son polves con libre
tlujo que consisten en particulas esféricas con un didmetro menor a
280 micras, idealmente de 125 micras. Las particulas de este tamafo
pueden ser ficilmente administradas suspendiéndolas en un vehiculo
acuoso adecuado e inyectdndolas en la forma convencional.

La técnica de rocio-congelacion utilizada para la obtencién de
microesferas de 178-Estradiol fué introducida por Robinson, M.J.,
Bondi, A. y Swintosky, J.V. en 1958 la cual se puede definir de 1la
siguiente manera:

“El rociado de un material, previamente fundido, bhacia una
cdmara a bajas temperaturas, donde las gotas de rocfo solidifican
gengralmente como particulas esféricas individuzles y con una
distribucidn de tamafo de particulas definida, Sus caracteristicas
fisicas dependen de las condiciones operacicnales".

Esto es, con esta técnica podemos controlar, dentro de ciertos
limites, la forma (esférica) y tamafio de particula del producto
final, 1las cuales son dos variables de gran importancia en el
comportamiento de la disolucidn de principios activos de baja
solubilidad en agua. El requisito indispensable para emplear esta
técnica es que al fundir la muestra no sufra ningun tipo de
degradacidn.

Las ventajas antes mencionadas confieren al producto obtenido
por esta técnica la posibilidad de ser empleado como un sistema de
liberacidn controlada.

Las microesferas de 178-Estradiol obtenidas por esta técnica
resultan ser inestables en el wvehiculo en el cual van estar
suspandidas (posiblemente porque no han alcanzado la energia
suficiente para cristalizar, esto es, estén en fase de
cristalizacion, denominada fase glassi o vitrea), por lo tanto se
les realiza un tratamiento térmico. :
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El equipo empleado para la produccidn de microesferas de 176-
Estradiol esta constituido por lo siguiente: -

— Reservorio para fusidn del producto.

— Sistema de calentamiento. e

~ Sistema de enfriamiento (cdmara.fria).

- BSistema de atoumizacién de presidn pDP quuxlla.
- Sistema de extraccion .

- Sistema colector de particulas-;

-E! reservorio es el cuntenédnr_  funde ' la

muestra.

~El sistema de :alentam;enta ‘1a fusxén 'y
garantiza el estado liquido de.la’muestra hastgvalcanzar el’ proceso
de rocio (el 178-Estradiol. se callent _6u°C gradns pnr ‘a rxha de su
punto de fusidn). :

-El sistema de enfriamiento a través de 1a cémara fria permzte
la solidificacion del producto ruciado._ - " .

-El sistema de atomizacion de presiﬁn por bnquxl!a genera e1
rocio del producto para obtener las microesferas.

~El sistema de extraccion canduce al productn
rociado hacia el sistema colector.

~-E1 sistema colector almacena al producto rociado.

En 1la figura 8 se muestra el esquema del equipo de rocio-
congelacidn.
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3.3 Andlisis Térmico ¢:=. 14>

Durante el proceso de manufactura de las microesferas, por la
técnica de rocio-congelacian, se lleva a cabo un procesoc de fusion
y solidificacian, por lo que es importante evaluar el
comportamiento térmico de las microesferas de 178-Estradiol
ohtenidas, ya que éste es selectivamente interconvertible por
accion de la temperatura, y por esta técnica podemos evidenciar las
posibles modificaciones cristalinas (polimorfos), por las formas y
desplazamientos en los termogramas obtenidos.

El andlisis térmico est&d defipnido, de acuerdo con 1la
Confederacidn Internacional (ICTAY, coma la "“serie de técnicas en
la cual una propiedad fisica de una substancia y/o sus productos de
reaccidn es medida como una funcion de la temperatura, mientras la
substancia es sujeta a un programa de temperatura controlada". El
calentamiento o enfriamiento de una substancia a wuna wvelocidad
especifica de calentamiento o enfriamiento puede causar varios
cambios coma sDonNs fusion, cristalizacion, deshidratacion,
descomposicidn, y otros. Estos cambios ocurren a una temperatura
conocida para cada substancia, mientras que el grado o velocidad de
cambio es afectado por la estructura del cristal, aditivos o
impurezas en la substancia.

Dentro de las técnicas del andlisis térmico las mis usuales en
farmacia son el ani&lisis térmico diferencial (DTA), y 1la
calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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3.3.1 Anilisis Térmico Diferencial (DTA) ¢S, 142

El andlisis térmico diferencial es una técnica en la cual la
diferencia de temperatura entre la substancia y un material de
referencia, térmicamente inerte, es medida como una funcién de la
temperatura mientras la substancia y el material de referencia
estan sujetos a un programa de temperatura controlada. La deteccidn
de esta diferencia de temperaturz se realiza por termopares, los
cuales tienen una sensibilidad de deteccidn muy alta.

Los cambios de temperatura en la muestra son debidos a cambios
fisicos (fusion, sublimacion, cambios de forma cristalina,
cristalizacion, 'etc.) o cambios quimicos (onidacion, reduccion,
etc.), y se manifiestan en forma de emisidn o absorcién de ealor
llamandose a estas respuestas exotermas y endotermas
respectivamente. ' : )

3.3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) 5.
14> B N . . .
La calarimetria diferencial. de. barrido .es una técnica 'en la-
cual la diferencia en la .energia introducida a una substancia 'y a
un material de referencia. ;es ‘medida .como “una funcién ‘de :la
temperatura. mientras 1la substancia y el material de referencia,
térmicamente inerte, estén’ sujetos a un programa de temperatura
cantrolada. . o : :

Como material térmicamente inerte o de referencia se  utiliza
generalmente la  a—alumina, 1a cval no presenta nringun cambio
térmico a wna. temperatura menor de 500 <C, solo eleva Su
temperatura sin llegar a presentar fusién, sublimacidn o descompo -
sicidan.

Cuando se analiza una muestra Que descompone, no se debe
permitir que ésta alcance su temperatura de descomposicicn ya que
ataca a los termopares y platillos. En este caso se utilizan gases
inertes como helio y nitrogeno para permitir una homogeneizacion de
la temperatura del horno y ayudar a eliminar las impurezas durante
el andlisis.

3.4 Polimorfismo ¢<®+ %y 18, &, 17>

Durante el proceso de fabricacidn de las microesferas se
emplean 'condiciones dristicas de calentamiento-enfriamiento que
pueden favorecer la formacion de diferentes: tipas de sistemas
eristalinos (polimorfos), por tal motivo es importante conocer éste
fentmeno y las propiedades del cristal del fdrmaco.

El polimorfisme es la c:apac:ida'd de una substancia para
presentarse en forma solida, amorfa, o en mas de una forma
cristalina.
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Cuando el medio ambiente de un cristal en crecimiento se
altera , la apariencia externa del cristal también se modifica, sin
que esto signifigue un cambio en la estructura o red cristalina
interna; con esto se obtieme un nuevo hibito. Esta alteracidn o
cambio es debida a una interferencia en la disposicidn normal de
las moléculas que cristalizan sobre diferentes superficies del-
cristal.

tos factores que pueden cambiar el hibito de los cristales son
los mismos que pueden cambiar la estructura cristalinma u orden
interno, por ejemplo: velocidad de enfriamiento, agitacidn de la
solucion, tipo de disolvente empleado para la cristalizacion y la
presencia de material extrafio a la cristalizacién.

fPor  convencidn las formas  pulimérficas cristalinas, son
designadas por nimeras romanos. La forma I es generalmente la mis
estable a la temperatura ambiente. Las otras formas son numeradas
en orden de su descubrimiento, el cual frecuentemente, pero no
necesariamente, sigue un orden de estabilidad. Estas diferentes
formas cristalinas puedea presentar también diferencias en sus
propiedades fisicas tales como: color, dureza, punto de fusian
solubilidad y otras, siendo la solubilidad una de las propiedades
fisicas mids importantes, ya que esta afecta directamente la
biodisponibilidad.

Métados para Identificar los Polimorfos 23Sy 4. 170

Andlisis Térmico: lLa calorimetria diferencial de barrido y el
apadlisis térmico diferencial miden la pérdida o ganancia de calor
resultante de los cambios fisicons y guimicos de una muestra como
funcion de la temperatura; ejemplos de praocesos endotérmicos
{absorcion de calor), son la fusion, ebullicidn, sublimacidn,
vaporizacion, desolvatacidn, transiciones solido-solido ¥y
degradacion quimica. La cristalizaciedn y 1la degradacion son
cominmente procesos exotérmicos.

Las mediciones cuantitativas de esos procesos tienen  mucha
aplicacidn en los estudios de preformulacidn, incluyendo  pureza,
polimorfismo, solvatacion , degradacien y compatibilidad:con ‘otros
excipientes. . . o . . e

Para caracterizar las formas del cﬁiéééi,,
{HF), puede obtenerse por el Area bajc-la c
endoterma de fusidn. .

Difraccidn de Rayos: "X": “La
cristal proporciona la -informacidn
sdlido. Es una prusba rapida Y. relatlvamente si
mds comun.

Los modelos de difr‘accidnb de X
para -cada -forma polimorfica,  los: materiales amarfos- nn muestran.




cualguier modelo o muestran uno o dos picos anches atribuibles a 1la
presencia de rangos cortos. La difraccion de rayos "X" - no siempre
indica si el material cristalino es un verdadero polimorfo o un
solvato. .

Propiedades del Cristal . 182

Se ha demostrado por espectroscopia de infrarrojo y por
patrones de difraccidn de rayos "X" que el i78-Estradiol puede
existir en la forma amorfa y en cuatro diferentes formas cristali-
nas (formas A, B, C y D), estas modificaciones son selectivamentes
interconvertibles por agitacion mecidnica y/o por calentamiento.

ta propiedad mas coman del 170-Estradiol es la tendencia a a-
doptar la forma llamada hemihidratada, en 1la cual el medio de estos
crista—- les no es principalmente agua, sino que también pudieran
ser acetato de etilo, cloroformo, etanol absoluto y otros disolven-
tes libres de agua, atrapados dentro de la red cristalina, durante
el proceso de cristalizacidn.

El termograma del anidlisis térmico diferencial, del hemidrato
de 178-Estradiol exhibe picos endotérmicos a 112°C y.-174°C-antes: de
la endoterma de fusion (179°C); curvas similaras han sidn obtenldaq
usando calorimetria diferencial de barrido,

Por espectroscopia al infrarrojo se han identiflcadn cuatro
modificaciones cristalinas (Formas de la  A“a.la~ D) y:una amorfa,
todas estas transformaciones estéin sujetas al®calentamiento y/o
molienda, las cuales se resumen en el siguiente esquema.
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—— Cdantariento
....... Molienda

Esquema de las Transformaciones del 178-Estradiol

- Efectos del Polimorfismo y la Influencia en el Espectro
Infrarrojo del 178-Estradiol. ¢®?

El espectro de absorcion infrarrojo de compuestos Arginicos es
sensible al estado fisico de 1la substancia analizada y es
especifico a las modificaciones del cristal. Tales cambios en el
espectro son debidoas a la influepcia de lag fuerzas intermolecula-
res come la fuerza de las vibracienes intramolecular, Esta
influencia es particularmente evidenciada en los compuestos con
grupos asociados, los cuales proporcionan enlaces hidrégeno. La
capacidad de las moléculas de un compuesto para asociarse de wmanera
alterna al enlace hidrdgeno de comparable estabilidad, puede ser 1a
mayor causa del polimorfismo, 1lo que causa diferencias en el
espectro del estado solido de las substancias. La influencia de 1la
constante dieléctrica de 1los disolventes en 1la estructura del
cristal es bien conocida. La presencia de los dos grupos hidrouilos
(uno fendlico y otro alifdtico) en el 178-Estradiol, proporciona
las condiciones favorables para las diferentes formas del enlace
hidrogeno y para las diferentes modificaciones cristalinas.
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- Influencia de los Disolventes , Temperatura y Agitacidn Mecdnica
en la Preparacién de las Cuatro Modificaciones Cristalinas (A, B,
C, D) y la Forma Amorfa del 178-Estradiol. ¢:=?

~Farma A. Esta forma es obtenida por los siguientes
procedimientos:

1. Cristalizacion del esteroide en acetato de etilo a
temperatura ambiente. Las formas B,G,D y 1a forma amorfa pueden ser
convertidas 2 la forma A por este procedlmxemto. R

2. Molienda de las formas B,C,D y la amorfa.

—-Farma B. Esta forma es obtenida por :ristal;zacién de las
formas A,C o D de una soclucian de metan:l.

-Forma C. Esta forma es obtenida por los 51gu1e
procedimientos: ;
. Forzando 1la cristalizacidn en frio de
después de una fusion con una ligera agitacién.
2, Exponiendo las formas A,B, o D a2 una
100=C y el punto de fusion. BB

~Forma D, Esta forma es obtenida por:
metodos:

1. Evaporacidn con vacio de una 501u:1bn de 178
acetato de etilo a 50 <C. .

2, Evaporaciédn de una solucidn de acetatn de etilo. del .
esteroide en upa parrilla de calentamiento. : : '

3. Ripido enfriamiento después de una fusian.’

—Farma Amorfa. Esta forma es obtenida por lus siguxentes das

métodos:
1. La fusidn de las cuatro mndificacxnnes cristal
posterior enfriamiento a temperatura ambiente. . : .
2. Calentando en una pastilla de bromurc de . pntasiu ‘al 173—_
Estradiol a la tempratura de fusidn, conteniendo cualqu1eqa de ‘las
cuztro formas cristalinas. . L S

El espectra infrarrojo de 1las diferentes mndxf:ca:xunes
cristalinas del 178-Estradiol se encuentra representado en . la
figura 9. ' .
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Figura 9. Espectro infrarrajo de )as diferentes soditicaciones cristalinas del 178-Estradiol, utilizando un
espectrometro Perkia-tlser sodelo 21 de doble haz,

Foraa Aeorfa: Estado vitrea.

Forez A: Cristalizacién de la forma vitrea en cloruro de sodio. las flechas indiczn incresento en la
intensidad debida a la orientacidn.

Forea B1 Pastilla de brosurs de potasio.

Foraa €3 (a) Cristalizacion de 1a forsa A en cloruro de sodiog las flechas 1 indican )a intensidad debida 2
1a orientacidny las flechas 2 y 3 indican 1a disainucion de las intensidades debida a Ia incoepleta cristalizacidn.
{b} Preparacisn en mujol.

Foraa D: Preparacidn en mujol; los asteriscos indican las bandis del nujol. tas bandas insertadas en la
regidn del nujn) son de 1a forsa .
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Como en Bl presente trabajo se - utilizard wuna técnica
cromatogrdfica para la cuantificacidn de las microesferas de 178-
Estradiol, a2 continuacion se describirdn 'los  conceptos bésicos
referentes a esta técnica.

3.5 Cromatagrafia ¢+ 19, 19, 20, z1, 22>

El concepto de cromatografia se utiliza para una gran variedad
de técnicas de separacidn de compuestos, debido a sus diferentes
propiedades fisicas y quimicas. Este proceso dindmico de separacion
estid gobermado por 1la migracidon diferencial en un sistema
heterogeneo. Generalmente consta de dos fases, una de las cuales es
el lecho estacionario (fase estacionarial, de gran drea
superficial. La otra fase consiste an un gas, liquido o fluido
supercritico (fase mavil), la cual se mueve continuamente en una
direccién y por lo tanto los solutos exhiben diferentes movilidades
de acuerdo a su adsorcidn, particién, solubilidad, presion de
vapor, carga idnica y tamafo molecular.

En la cromatografia en columna, la fase movil puede ser.un
liquido, un gas o un fluido supercritico y a éste tipo de
cromatografia se le denomina cromatografia de liquidos,
cromatografia de gases y cromatografia de fluidos supercriticos.

La cromatografia de liquidos segin el mecanismo por el cual 1la

muestra se retiene selectivamente, da lugar a cuatro tipos de
cromatografia. : R

- Cromatografia de Ligquidos o de Particion

Este tipo de cromatografia involucra uha fase estacionaria»
liquida, 1la cual puede estar dispersa sabre un: soparte inerte o
unida quimicamente a &1, y una fase movil liquida.:El"mecanismo: -de
separacion se basa en los coeficientes de particxdn de lo lutos:
en las fases mavil y estacionaria.

Este tipo de cromatografia tieme dos varxantes-'

1. En fase normal donde la fase estacionaria es polar. mientras-: queﬁ"’
la fase mévil es relativamente no polar. Esta se utiliza“para laj;

separacion de compuestos polares que tienen mayur afxnid
fase estacionaria polar.

2, Fase inversa en la cual la fase estécionar:a .
(hidrocarburocs) y la fase maovil es polar prxncxpalmente mezcla de .
agua/metanol.

~ Cromatografia de Adsorcion

€1 mecanismo de separacidn se basa eén la adsorcion, en la cual’
existe una competencia entre las moléculas de la muestra y las. de
la fase mévil por ocupar los sitios activos de la superficie de la’
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fase estacienaria. La’ fase movil es liquida y no polar (:lurbfar—
mo, hexano) principalmente y la fase estacionaria es sélida, 13
rual puede ser polar (silica gel o alumina).

- Cramatografia de Intercambio Idnico

En la cromatografia de intercambio idnico la fase estacionaria
consta de una matriz polimérica sobre cuya superficie se han unido
quimicamente grupos funcionales de tipa iénico, por ejemplo, acidas
carboxilicos o aminas cuaternarias. A medida que 1a fase mévil pasa
sobre ia superficie,lns solutos ionicos son retenidos por formacion
de uniones guimicas electrostiaticas con los gqrupos funcionales. Las
fagses moviles que s& usan son siempre liguidas. En este tipo de
crama tografia existen dos factores importantes que deben tomarse en
cuenta para una segparacion satisfactoriz de ias companentes, que
son la fuerza idnica de la fase mavil y el pH de ia miema.

~ Cromatografia de Exclusion Molecular.

En este tipo de cromatogratfia, la fase estacionaria es una
sustancia polimérica que contiene numercgsos poros de diferentes
tamafos. Los solutos cuyo tamafo molecular es suficientemente
pequefo dejan la fase movil para difundir dentro de los paros,
mientras las moléculas mds grandes quedan en la fase mavil y no san
retenidas., Esta técnica es adecuada para la separacion de me=zclas
en las cuales los solutes varian considerablemente de tamafo
maleculiar,

3.5-.1 Pardmetras Cromatograficas

JI.541.1 Tiempeo de Retencidn (tr)

Es 21 tiempo que la muestra permanece- dentro de la columna vy
se mide desde €} momente em que la muestra se introduce en el
sistema hasta el momento en que se obtiene el punte méximo de ia
sefial o pico. £1 tiempo de retencidén es caracteristico de 1la
muastra, la columna, la fasa mévil y la temperatura.

3.53.1.2 Tiempo Muerto (ta>

Es el tiempo requerido para eluir una muestra que no es
retenida, y se mide desde el momento en que es inyectada hasta el
momento en que sale de la columna. Este tiempo muerto nos sirve
para calcular el velumen intersticial de la columna.
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3.5.1.3 Tiempo de Retencién Corregido (8°'m)

Es la diferencia entre el tiempo de retencion y el tiempo
muerto, por lo tanto t'r es el tiempo en que la muestra permanece
retenida en la fase estacionaria.

tr= tr - to

3.9.1.4 Coeficiente de reparto (K)

Es 1la relacién de 1la cantidad de masa del soluto en la fase
movil y la fase estacionaria. Es una propiedad fisica fundamental.
Es caracteristico del solutoc en una fase estacionaria, depende de
la temperatura y es una medida de las interacciones soluto-fase
estacionaria.

Conc. del soluto en f. estacionaria

Conc. del soluto en f. movil

3.5.1.5 Razén de Fases (8)

Es el cociente de los volamenes de fase movil y estacionaria
en la columna.

Vol, de f, movil

Vol. de f. est.

JI.9.1.6 Factor de Capacidad (k°‘)?

El factor de capacidad es la relaciaon entre el tiempo gue un
soluto permanece en la fase estacionaria y la fase mbévil. Este
factor depende de la naturaleza quimica y temperatura de. las fases
liquidas que conforman el sistema. El valor de k’ generalmente esta
entre 0 a 10, valores mayores implican tiempos eicesivps de
separacidn.

tr
K = -1
to :

donde: k' = Factor de capac1dad
tf- Tiempo de retenc;én corregido del soluto
to = Tiempo muertu.
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2.5.1.7 Numern de Platos Tedricns (N)

un plato teédrico es. defxnido como . un equ111brxn del sotuto
entre la fase mavil y la fase esta:iunaria.

"cuantitatxvgmente por

3.5.1. E.‘Altura Equ1va1ente a un Plato Tedrico (AEPT)

Es .lung;tud de 1a | columna requen1da para obtener "un
equilibrio ' de: 'la’ muestra entre. 1la  .fase .mévil .y. la Ifase
estacionaria. o : R e

g L

AEPT =
N

3.5.1.9 Factor de Simetria (T)

Se refiere a la simetria del pico. Para uﬁ'picd,siméfricd‘el
factor de simetria tiene un valor igual a 1, por . lo. que ‘a. medida
que aumenta este valor , la simetria comienza a ser mids pronuncia -
da. R B

Wo.05
2 f

donde: W0.05= Ancho del pico a2l 54 de la altura del pico en
centimetros.

f = Se mide trazando una linea perpendicular del
vértice a la base del pico, f es la longitud
medida desde la linea izquierda del pico
hasta la bisectriz del pico al 5% de su -
altura.

3.5.1.10 Selectividad (x)

La selectividad es una medida de la distribucién diferencial
de dos compuestos en la fase estacionaria. La selectividad es
medida por la separacidn de los picos de los solutos y depende de
los coeficientes de distribucion. E}l 6ptimo de dicho pariametro debe
encontrarse entre un intervalo de 1 a 2.



donde:
a = Factor de selectividad
kK'z y [ = Factor de capacidad del soluto 1 y 2

respectivamente.

3.5.1.11 Resolucidan

La resolucion .es wuna medida cuantitativa del gradeo de
separacién obtenida entre dos compuestos, es decir  la separacidn
miaxima de los picos eluidos. Se expresa como el cociente entre la

distancia de los miximos de los dos picos y el valor medio del
ancho del pico en la base.

2 {tre - tp
Wz o+ by

donde: R = Resolucién oo
tra ¥y tre = Tiempos de retencion de los solutos 1.y 2
respectivamente en minutes,

Wi ¥ W=z = Ancho de los picos en minutos.

Se considera que un valor de resolucién de 1.5 corresponde. a
una buena separacion, valores mayores indican -~ separacicnes
excelentes y valores pequefios representan separaciones deficientes.

En la figura 10 se realiza una representacion- gra-fu:a de los ’
parédmetros cromatograficos descritos anteriormente.
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Pico del Solvente :

= Cah d.gl s:ol\{ente;

Respuesta del Detector
anuixuestn na retenido

— lhyecnﬁrl
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Ti emﬁo‘—’f——'f—"' S

Figura 10. Representacién de un cromatograma.

3.5.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

ta cromatografia de liquidos de alta resolucidn es un tipo de
cromatografia liquida que se lleva a cabo en columnas de didmetro
muy pequefo) rellenas de materiales pulverizados cuyas particulas
tienen un tamafio de 3 a 40 micras con una distribucion de tamafo no
mayar a * 2 micras. Por lo tanto tienen una alta eficiencia pero
una alta resistencia al flujo. Como la cantidad de fase
astacionaria es muy peguefia se hace necesario que la cantidad de
muestra también lo sea (par lo general menor de 1 mg).

Una caracteristica importante de 1a CLAR es que las columnas
son reutilizables por bastante tiempo y ademds se cuenta con equipo
de deteccidn altamente especializado, que proporciona un registro
continuo de la composicién del afluente de la columna. :

En cuantn a los detectores utilizados en la CLAR, no existe un
detector ideal y laos que hay disponibles sdlo son aplicables para

casos particulares. Los mis utilizados normalmente sonj
ultraviocleta-visible (de longitud de onda fija o variable o arregleo
de fotodiodos) , electroquimico, de indice de refraccidon,

fluorescencia y un acoplamiento a un espectrofotametro de masas.

Como en nuestro estudio el tipo de detector por utilizar es el
de arreglo de fotodiodos, a continuacién se describird brevemente.
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I.5.2.1 Detector de Arreglo de Fotodiodos. (25 242

£s el principio de deteccidn miés moderno con que cuentz la
cromatagrafia de liquidos. Tiene un intervalo de longitud de onda
desde UV., hasta cerca del IR. Obtiene absorciones UV/VIS
simul tineamente por 1lo que se pueden construir cromateogramas en
tres dimensiones (absorbancia vs. tiempo vs. longitud de onda). Ver
figura 11,

Utiliza una lampara de deuterio, !a cual emite una luz que
pasa a través de un lente y de una abertura (la cual limita 1la
cantidad de luz que penetra al sistema proveniente de la ldmpara),
y luego entra en la celda. Toda la luz proveniente de la limpara
pasa a través de la celda, y viaja hasta el monocromador de optica
inversa donde es dispersada en todas sus longitudes de onda y es
asi como llega hasta el arreglo de fotodiodos. Cuando la luz incide
sobre os fotodiodos, la energia 1luminosa para cada longitud de

onda no llega a un fotodiodo en particular, sino que éstos estin
dispuestos en tal forma que sélo reciben la energia luminosa
correspondiente a un intervalo pequefo de longitud de anda del
total del especiro. Los fotodiodoes al recibir la seffal luminosa se
descargan en una cierta medida, la descarga de los fotodiodos es
directamente proporcional a la cantidad de muestra y por lo tanto a
la absorbancia.
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Figura {i. Espectro UV con Detector de Arregleo de Fotodiodos

3.6 Técnica de Reflectancia Difusa 2037.302nm3%,30
3.6.1 Generalidades

La reflectancia difusa ha sido desarrollada para 21 uso en:
espectrascopia UV/‘Uisihle, despuéds se utilizd en la espectroscopia
de Infrarroje.” Can 1la introduccion de 1la espectroscapia: de
infrarraojo con transformadas de Fourier dsta técnica: ha temda un
gran auge, TR ) .

Las determinaciones realizadas con accesoria de*;r‘ef}ectan:’ia
difusa al infrarrojo con transformadas de Fourier,permitena
muchas muestras ser analizadas, can pequelas cantida; ) S
ninguna preparacién de éstas. . o

Esta técnica es utilizada cominmente par-a 'polvns,
puede ser usada para el andilisis dxr-ect'u de supevﬂ
camo papel abrasivo, fibras, ete. K

La ventaja de esta técnica es Gue [“na»s'e necesita arequisre
presion; de aht  la  importancis. para - el: ané.nsxs de 'j formas
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cristalinas (Polimorfos) y que una amplia gama de muestras puedan
ser analizadas por esta técnica.

La primera dificultad asociada con 1las determinaciones con
reflectancia difusa, es la distorsidn del espectro, causada por la
mezcla de los componentes difusos y especulares en la medicion de
la radiacidn; realizando una dilucién con bromure de potasio, se
reducen las distorciones espectrales. 0Otra dificultad, es el baijo
nivel de energia reflejada, que ocurre conh muestras que absorben
fuertemente., Esta baja razédn de sefal ruido, puede ser superada,
incrementando los tiempos de obtencidn de datos (Tiempo de
barrido}), o por la utilizacidén de detectores sensibles tales como
Mercurio-Cadmio-Telurio (MCT).

3.6.2 Teoria

Un rayo incidente del espectrofotometro es dirigido sobre 1la
superficie de la muestra y la energia reflejada es colectada. La
energia reflejada pued: ser clasificada como especular o
reflectancia difusa. La reflectancia especular aumenta ya que. es
reflejada por las particulas que no abserben. La energia la cual
penetra en una o mi&s particulas y es recolectada es 1llamada
reflectancia difusa.

La matriz que se utiliza es bromuro de potasio, cloruro de
potasio, c«lorure de sodio o polvo de diamante, ya que estas
sustancias son transparentes al infrarrojo y al diluir con estas
favorecen la penetracidn de los rayos y por lo tanto incrementan la
reflexidn,

El espectro de reflectancia obtenido es anidlogo al de
transmitancia.

E}l espectro obtenido por la técnica de reflectancia difusa,
alqgunas veces aparece de forma diferente a un espectro normal de
transmisidn., La intensidad de los picos a altas longitudes de onda
tienden a decrecer en intensidades relativas, comparable con el
espectro de transmision y éstos suelen ser muy agudos. Por esta
razén, el espectro es usualmente transformado en -unidades de
Kubelka-Munk, las cuales compensan estas diferencias y de esta
manera puede ser analizado de una manera andloga a un espectro de
absorbancia, la cual es lineal a la concentracidn de la muestra
(Ley de Lambert y Beer).

Para el desarrollo del método analitico para cuantificar las
microesferas de 178-Estradiol (Cromatografia de Liquidos de' Alta
Resolucidn), se tomarin como base los criteriocs de validacidn de
compendios oficiales, tales como los descritos por la USP. XXII.
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S.7 Validacidn <=z, s

En los ultimos afos la validacidn de métodos analiticos ha
adquirido gran importancia en 1la industria Tarmacéutica. En la
actualidad se han desarrollado una serie de procedimientos que
permiten validar los métodos.

ta FDA (Food and Drug Administration, USA; Administracidn de
Farmacos y Alimentos) define la validacién de un método, como 1la
recopilacién de un conjunto de datos que permitan asegurar con una
confianza razonable que el proceso o método estudiado realizard,
aquello que tiene como fin, por medio de una evidencia documentada,
y comprobar con esto que el proceso se desarrcllard tal como se ha
previsto.

ta forma de validar un método analitico depende de las
necesidades de cada laboratorio, de la aplicacidn que tenga, de los
requerimientos gubernamentales y algunas veces, del criterio del
analista que realiza la validacion.

En la validacidn, los pariémetros a evaluar son los siguientes:

3.7.1 Especificidad

La especificidad de un método analitico es 1la capacidad de
éste parz cuantificar exactamente y de manera exclusiva al (las)
principio (s) activo (s) en presencia de componentes presentes en
la matriz de 1la muestra (impurezas, productos de degradacidn,
compuestos relacionados quimicamente Q ingredientes de la
foraulacidn), 1la especificidad es una medida del grado de
interfterencia o carencia de 1la misma al nalizar una muestra
compleja.

La ospecificidad ecs determinada por la comparacidn de 1los
resultados del andlisis de muestras que contengan sgolamente al
{los) principic (s) activo (s), contra muestras que cantienen
impurezas, ingredientes de la formulacién, productos de degradacidn
o de formaciong estas Gltimas no deben interferir en la respuegsta
del compuesto de interés (no debe haber diferencias en 1los
resul tados entre estos dos grupos de muestras).

Cuando las impurezas o productos de degradacidn o de formacién
no son conocidos, la especificidad se demuestra obteniendo los
principales y mids importantes productos de degradacidn a través de
raacciones simuladas y controladas de degradacidn. Esto se lleva a
cabo sometiendo a degradacion al (los) principio activo, placeba y
formulacidny por las vias miés comunes como sonit hidrélisis acida y
alcalina, oxidacion, calor y fotdlisis.
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3.7.2 Linealidad e Intervale Lineal

La linealidad de un método analitico se define como la
capacidad de obtencidn de resultados directamente a través de una
respuesta, ©o por medio de una transformacion matemitica bien
definida. Esta respuesta es proporcional a 1la concentracion del
principio active dentro de un intervale. La linpealidad es
usualmente expresada en términos de la varianza de la pendiente de
1z regresidgn lineal, calculada acorde a2 una relacian matemdtica
establecida, de los resultados obtenidos por el andlisis de
muestras conteniendo cancentraciones variadas del principio activo.

€1 intervalo lineal de un método analitico se define como el
intervale entre los niveles alto y bajo del principio activo
(incluyendo estos niveles), que deben de cumplir con lo establecido
para precision y exactitud.

La linealidad de un método analitico es determinada por
tratamientos matemdticos de 1lps resultados obtepidos de las
muestras, conteniendo concentraciones del principio active dentro
del intervalo 1lineal del método. El1 tratamiento matemdtico
normalmente utilizado es el de la regresian linal, por el métado de
minimos cuadrados, en el cual se establece una proporcionalidad
entre la respuesta y la concentracion de la muestra y se deben
correlacionar de farma lineal, de acuerdo a la ecuacion de una
recta: y = mx + b , donde la pendiente (m), no debe ser
ectadisticamente diferente de 1, el intercepto (b), no de ser
estadisticamente diferente de 0 y el coeficiente de determinacidn
(r2)> 0.98. (En algunos casos, para obtemer la proporcionalidad
entre las respuestas y las concentraciones de la muestra, los datos
de la prueba tienen que ser sometidos a transfarmaciones
matemidticas antes de reazlizar el andlisis de regresidn).,

3.7.3 Exactitud

La exactitud de un metodo analitico se define como 1la
prosimidad de los resultados obtenidos por dicho método con
respecto a su valor verdadero, generalmente reportada como
desviacion o porciento de desviacion, tambien es expresada como el
porciento de recobro en 1la prueba, de cantidades adicionadas vy
conocidas del principio activo.

La exactitud de un método analitico se determina al aplicar el
método a muestras o mezclas de excipientes conteniendo cantidades
del principio activeo, cuyas concentraciones se encuentren dentro
del intervalo lineal establecido., La exactitud se caleula a partir
de los resultados del porciento de activo recobrado por el método.

3.7.4 Precision
La precisién de un método analitico es el grado de

concordancia entre resultados individuales de prueba, cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos de una
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muestra homogénaa del producto, usuzlmente se expresa en términos
de desviacidn estandar o coeficiente de variacién., Se puede
exprasar en térninos de repetibilidad o repreducibilidad.

3 Es la precisién de un método analitico,
expresada como la concordancia entre determinaciones independientes
realizadas por un solo analista (precision intradiad, se evalua por
@l coeficiente de variacién, que para este caso el criterio
establecido debterd ser £ 2 4.

b t Es la precision de un meétodo analitico,
expraesada como 12 concordancia entre determinaciones independientes
realizadas por diferentes analistas en diferentes dias (precision
inter-dia e inter-analista)y, se evalua por el coeficiente de
variacion y/o por un modelo estadistico apropiado.

3.7.5 Estabilidad de la Muestra

Es la prueba que determina el tiempo en el cual una muestra
preparada y lista para ser analizada, demuestra no habar sufrido
alteraciones o cambios significativos, bajo condiciones dadas de
almacenamiento. Se determina cuantificando muestras preparagas para
su andlisis después de un tiempo razonable, almacenadas &
diferentes condiciones. Se establece en cuanto tiempo y bajo que
condiciones los resultados analiticos no ditieren de los efectuados
inicialmente, El criterio estahlecido es que no debe haber mis del
2 % de diferencia en la cuantificacién de cada una de las muestras,
a las condiciones probadas, con respecto al andlisis inicial.

J3.7.6 Toleranciz del Sistems

Son pruebas que se le realizan al sistema de medicidn para
asequrar asi sus Optimas condiciones de operacitn.
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PARTE EXPERIMENTAL

E1  trabajo se desarrolld en tres  partes: . 1a. primera
correspondiente al estudio espectroscapico. (poriinfrarrojo), la
segunda- por andlisis térmico diferencial y ' la- tercera, el desarro-
l1lo de un método por CLAR, de las microesferas de 17B—Estradxol

4.1 Reactivos, Material y Eqdipo‘
4.1.1 Reactivos

- Sustancia Patron de Referencia USP: 178-Estradiol 1lote I.
- Materias Primas: 178-Estradiol y 17a-Metiltestosterona.
~ Como formulacion: Microesferas de 178-Estradiol.

— Alamina Estdndar para DTA. Shimad:zu Corporation.

- Hidréwido de sodio, grado reactivo ACS. Merck.

- Bromuro de potasio, grado espectroscopico ACS. Merck.

- Acido clorhidrico, grado reactivo ACS. Mallinckrodt.

— Peroxido al 30 %, grado reactivo. Merck.

— Metanol, grado reactivo ACS. Mallinckrodt.

- Acetonitrilo, grado HPLC ACS. Fisher.

— 2-Propanol, grade HPLC ACS. Merck.

- Agua, grado HPLC.

— Agua deuterada.

~ Dimetilsulfoxido.

4.1.2 Material

— Crisoles y tapas de aluminio para sellar Shimadzu, modelo P/N
201 .53090.

= Pinzas para crisoles de aluminio.

— Pipetas Eppendorf de descarga multiple.

~ Equipo de filtracion Millipore. . -

— Membranas de filtracidn Millipore tipo EVNP de 0.22 micras.

4.1.3 Equipo

- Calorimetro de barrido diferencial Shimadzu modelo DSC-50.

~ Espectrametro de masas Mewlett Packard modelo 5988A.

— Espectrometro de resonancia magnética nuclear Varian modelo VXR-
3005.

- Espectrometro infrarrojo Beckman Acculab 10,

— Espectrdmetro infrarrojo con Transformadas de Fourier Nlcolet
205.

- Espectrofotometro UV/VIS. Hewlett Packard con arreglo de
fotodiados modelo B8452A.

-~ Horne preogramable Fisher Scientific modelo 838F.
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-.Balanza analitica Mettler AE 260. . )
Sistema cromatografico compuesto por:

Bomba

- Bomba Waters modelo 510 y 610 acoplada a un controlador Waters
modelo &00 E.

Invector

- Inyector automitico Wisp modelo 712.

- Inyector automitico Wisp modelo 712D.

- Inyector automitico Satélite Wisp medela 700.
- Inyector manual Waters modelo U&K.

Dectector

- Detector UV. de longitud de onda variable Waters modelo 4é1.
- Detector UV. de longitud de onda variable Beckman mepdelo 163.
- Detector de arreglo de fotodiodos Waters modelo 990.

Integrador

- Integrador Hewlett Packard modelo HP33%6A.
- Integrador Waters modelo 740.
- Sistema Waters 990 que consiste ens
Hardware: Computadora NEC APC-IV Power Mate-2.
Impresora/graficador de alta velocidad waters 5“00.
Impresora a color NEC Pinwriter CPé&. Yy B
Software: Waters 990 PAD Millipore 89. : L

Columna

~ Columna Ultrasphere 0DS Beckman No. de serie 1UE309U de 4 & mm de
didmetro interno, 25 cm de 1longitud, rellepa’
particulas de 5 micras de silica de fnrma
quimicamente a una cadena Cims N
— Columna pBondapack Cim Waters de 3.9 mm de dxémetro nternn, 36
cm de longitud, rellena con empaque. de particulas. . de: 10" micras de
silica de forma irreqular unidas quimiCamente a-upa- cadena C;g-




4.2 Condiciones Experimentales

En el presente trabzjo los andlisis se realizan en forma
comparativa. entre una sustancia de referencia (178-Estradiol
materia prima) y las microesferas elaboradas mediante 1la teécniza de
racio—-congelacidn.

Para tener un2 sustancia de referencia plenamente identificada
para el anidlisis espectroscopico (espectroscopia al infrarrojo del
173~-Estradiol), se debe de contar con una técnica adecuada para el
proposito del presente estudio, el cual consiste en la caracteriza-
cién de las diferentes formas cristalinas del 178-estradiol y un
seguimiento de la estabilidad de las micreoesferas, ya que éstas al
presentar diferentes formas cristalipnas durante el proceso de
fabricacion, con el tiempo (en el presente estudio el tiempo
estimado sera de un mes a temperatura ambiente), tienden a adoptar
la forma m3s estable, la cuzl es la forma A (forma hemidratada).

La determinacidn del espectro se realizd por la técnica .de
reflectancia difusa, la cual permite analizar muestras directamente
o dispersas en soportes sin absorcion, y ademis no necesita
compresion, ya que ésta puede modificar la estructura cristalina de
la muestra, en el presente trabajo se utiliza bromuro de potasio
como agente dispersante ya que es transparente al infrarrojo.

Las condiciones utilizadas para la determinacidn del espectra
=0n las siguientes:

Se utiliza wuna ganancia automdtica, con 200 numeros de
barridos y una sensibilidad de 2 cm—*, realizando un barrido de
4000 cm—* a 650 cm~*. Una vez determinado el espectro se analiza.

A continuacion se ilustra en las figuras 12(a) y 12(b) el
espactro del 178-Estradiol determinado, en una dispersidn en nujot
y en una dispersién en bromuro de potasio respectivamente.
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Otros métodos empleados en el presente estudio para el control
de las microesferas de 178-Estradiol, obtenidas bajo el procesoc de
rocio-congelacion sons

Absorcidn al ultravioleta: La cual nos asegura 1la integridad
estructural de la molécula (conservacion de sus grupos cromoforas).

Las condiciones utilizadas para la determinacidn del espectro
de absorcion al ultravioleta tanto a la sustancia de referencia de
178~Estradiol, como a las microesferas son las siguientes:

Una solucidon etandlica de concentraciédn de .05 mg/mL de la
muestra, utilizando una celda de 1 cm de paso optico, realizando un
barrido de 120 nm a 3I4&0nm.

Resonancia maqnética protdnicas En la determinacidn del espec-—
tro de resonancia 'H, tanto para las microesferas como para la sus—
tancia de referencia de 178-Estradiol, se pesan 20 mg de muestra,
se disuelven en 3 mL de Dimetilsuféxido (DMS0) como disolvente y en
un experimento posterior se adiclonan unas gotas de agua deuterada
para evidenciar la presencia de los protones unidos a las
heterodtomos, en este caso los grupaos O0-H, el aromdtico y el
alifatico.

La calorimetria de barrido diferencial: Las microesferas y la
sustancia de referencia de 178-Estradiol se analizan en 155 mismas -
condiciones las cuales son las siguientes:

Se pesan de 2 a 3 mg de muestra y alumina rEspectivamenté por
separado, esta Gltima como referencia, utilizdndose ' -crisples
cerrados. . Cae

Flujo de nitrdgeno 30 mL/min, tiempo de muestreo 1 segundo, . un
intervalo de flujo de caler de 20 mW y utilizando un programa 'de
temperatura de 10 °C/min Hasta 200 <C. Una: vez: finalizado,
determinar el punto y calor de fusidn. : e -

Espestroscopia de masag: Los espectros de masas de las micro-
esferas y de la sustancia de referencia de 178-Estradiol, son ana-—
lirados bajo las mismas condiciones de operacidn, 1 mg de muestra
es sometido a impacto electronico en un espectrofotometro de masas.

Cromatografia de liquidos  de alta resolucidn: Para la
cuantificacién del 173-Estradiol, se partid de un método reportado
en bibliografia el cual se describe en la USP XXII.

En estudies preliminares no resultd especifico ya gque no era
capaz de separar un producto de degradacidén (obtenido por el
calentamiento del 178-Estradiol a 200 =C por 1 hora) de éste. Por
la tanto se modificaron las condiciones cromatogrdaficas de tal
manera, para separar el producto de degradacion y asegurar la
especificidad de la respuesta del 178-Estradiol.
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Las condiciones cromatogrdficas establecidas por la USP XXII
son las siguientes:

Fase mvil: Acetonitrilo @ Agua (55 ¢ 45),

Flujo: 1 mL/min .

Longitud de onda: 205 nm.

Columna: pBondapack Cie de 30 cm de longitud y 3.9 am de
didmetro interno, con particulas irregulares de 10 micras unidas
quimicamente a3 una cadena Cims.

Volumen de inyeccién: 25 ul.

Modo de integracidn: Areas.

En la figura 13 se representa el cromatograma del 178-
Estradiol con las condiciones establecidas por la USP XXII, en
presencia de su producto de degradacidn.

Producto de deuadacitn
9,327

763

F

IF
loa46
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2.141
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Figura 13. Cromatograma del 178-Estradiol (Método USP XXII)

Tomando como base las condiciones cromatogrificas descritas
por la USP XXII, se modificéd la proporcion de los componentes de la
fase movil, a2l no consequirse una separacidn adecuada del producto
de degradacion, se cambid la mezcla del eluente, en este caso se
cambiéd la selectividad de la fase mavil como tambien la velocidad
de flujo, quedando las candiciones como sigue:
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Fase movil: Acetonitrilo : Agua : 2-Propanol (20 : &40: 20).

Flujoz 2 mL/min .

Longitud de onda: 205 nm.

Columna: pBondapack Cie de 30 cm de longitud y 3.9 am de
didmetro interno, con particulas irregulares de 10 micras unidas
quimicamente a una cadena Cim.

Voluman de inyeccién: 25 i .

Mado de integracliéns Areas.

Dando como resultado una buena resolucidn (separacion del
praducto de degradacidn del 178-Estradiol). En la figura 14 se
representa el cromatograma con las condiciones anteriormente
mencionadas.

Figura 14, Cromatograma del 178-Estradiol (Método propuesto)

Ya que en la formulacidn de acciéon controlada, estén presentes
dos principios activos, 178—-Estradiol y Progesterona, se
modificaron las condiciones cromatogrdficas de tal manera que se
pudieran cuantificar simultaneamente los dos esteroides con una
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buena resolucion (para utilizar este método en estudios
posteriores), tales modificaciones son las siguientes:

Lag concentraciones determinadas para este método son de 20
ug/ml para el 178-Estradiol y 600 pg/ml. pera la Progesterona.

Se cambi® de columna, de una pBondapack Ciw con particulas
irregulares de 10 migras, a unma Ultrasphere 0DS con particulas
esféricas de B micras, consiguiendo asi mayor resolucicn.

Para la seleccion del estdndar interno, se escogid un
compuesto gue cromatogrdficamente eluya con un tiempo de retencion
adecuado, de tal manera que no interfiera con los principios
activos, praductos de degradacidn y que se resuelva
satisfactoriamente.

Se escogid un compuesto andlogo a los principios activos y que
cumple con los requisitos antes mencionados, tal compuesto es el
17x-Metiltestosterona, a una concentracidn de 250 pg/mL.

El modo de integracidn se cambid de areas a alturas y2 que los
esteroides; particularmente el 178-Estradiol presentan problemas en
la integracién por areas, ya que éstos tienden a colearse al final
de su elucidn.

lLas condiciones cromatogridficas son las gsiguientes:

Fase m6vils Acetonitrilo : Agua t 2-Propanol (20 =z 40r 20).

Flujo: 2 mL/min .

tongitud de anda: 205 nm.

Columna: Ultrasphere 0DS de 23 cm de longitud y 4.6 mm de
diimetro interno, con particulas de silica de forma esférica de 5
micras de tamafo unidas quimicamente a una cadena Cie.

Voluman de inyeccidn: 20 pl.

Modo de integracion: Alturas.

El cromatograma se presenta en la figura 13.
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Figura 15. Representacion del Cromatograma del Método para la
Cuantificacion Simultinea del 178-Estradiol y Prngesterona. R

Establecimiento del Método Analitico (CLAR)
El método analitico propuesto para la cuantificacion de 178-
Estradiol (microesferas) es el siguiente:

Solucion de_Refere a tern

Preparar una solucion metandlica de concentracion de 2.5 mg/ml
de 17a-Metiltestosterona.

Preparacién de ta muestra

Preparar una solucion metandlica de la muestra (microesferas),
conteniendo 32 pg/al. de  178-Estradiol ¥y 400 pg/ml de  t7«-
Metiltestosterona y comparar con una solucitin estiéndar conteniendo
las mismas concentraciones, analizadas bajo el siguiente "sistema -
cromatogrdficao. LRI : '

Fase moAvil: Acetonitrilo : Agua : 2—Prnpanol (202 60320,
Fluja: 2 mL/min . . L

Longitud de onda: 205 nm. R :
Columna: Ultrasphere 0DS de 23 cm de 1nngltud -4 6 mm de

Y
didmetra interne, con particulas de silica de forma: esfémca de 5
micras de tamafo unidas quimicamente a una cadena Cxa. o
Volumen de inyeccion: 20 pl. .
Moda de integracién: Alturas,
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4.3 Evaluacidn del Método Analitico

Para la evaluacidn del método analitico se tamardn los
critérios de validacidn establecidos por normas oficiales. ¢=?

4.3.1 Linealidad del Sistema

Se evalud la linealidad de la relacidn respuesta (altura del
pico cromatogrdfico), contra la concentracidon de 178-Estradiol, a
través del andlisis de uma solucidn de 178-Estradiol y realizando
diluciones para obtener concentraciones de 8.0, 16.0, 24.0, 32.0,
40.0 y 42.0 pg/mL, equivalentes al 25%, 3504, 75%, 100%, 1254 y
150%, de la concentracion elegida come 100% (32 pg/ml). Se realizo
por triplicado cada nivel de concentracidn, exceptuando el 100%, el
cual se realizd por sextuplicado.

4.3.2 Precision del Sistema

Se determind 1la precisidn del sistema de cuantificacien (a
través de la altura de los picos cromategrdfices), al hacer 6
replicas de una solucién de 178-Estradiol a la concentracidn 100 %
(32 ug/mL), preparadas a partir de una solucién concentradaj
analizidndolas bajo las condiciones cromatogrdficas indicadas en el
método.

4.3.3 Especificidad del Método Analitico

Como en el proceso de microesferizacidn se somete a la muestra
(178-Estradiol) a condiciones altas de temperatura, lo cual puede
dar origen a productos de degradacidn, se debe de contar con un
métaodo que asegure la egpecificidad de la .respuesta, por lo tanto
se somete a la materia prima ({178-Estradiol) a condiciones
simuladas de degradacidn por calor.

Ademds se realizan otras condiciones simuladas de degradacidn
para que en estudios posteriores este método pueda ser utilizado
como meétodo indicador de estabilidad.

Debido a que se tiene un sistema cromatocgrdfico adecuado para
la cuantificacion del 178-Estradiol, se procedid a la degradacidén
de éste y la formulacidn (microesferas). Las condiciones de
degradacion a las cuales se sometieron las muestras son las
siguientes: calor, dcida, bidsica, oxidaciéan y luz ultravioleta.

En 1la tabla 7 se ilustran las condiciones y el tiempo de
exposicion del agente degradante.
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Tabla 7. Condiciones Simuladas de Degradaciﬂp.

MUESTRA - - /T1PD DE DEGRADACION - [ - TIEMPO DE EXPOSICION

Acida (60 =C) : .42 horas

. Bdsica (40 <C) et 72: horas |

178-Estradiol Oxidacian (45 =C) oo 10 heras
Luz UV. : : " 72 horas -

Calor (200 =C) :lvhora

Acida- (60 =C) A 42 horas

. Bacica (&0 =C) G ‘72" horas
Microesferas Oxidacion (45 =0) e 10 horas ' .
(Formulacidn) Luz UV, o <72 horas |

Calor (200 <C) LT hora s

Una vez establecidas las condiciones de: . degradacidén, -se
procedi® a repetirlas para asegurar que. el porciento degradado se
debe exclusivamente a la accién del agente “degradante y. no por
casualidad. R PR

Las muestras degradadas de 178-Estradiol 'y  microesferas
(Formulacidn), se inyectaron en el sistema cromatogridfico
establecido, Jjunto con patrones de referencia de 178-Estradiol y
microesferas para determinar si algunos de los productos de
degradacion no interfieren en la respuestz del principio activoe.

El andlisis de las muestras se realizéd utilizando un detector
de arreglo de fotodiodos, el cual consistit en el registro de las
sefales detectadas en la regidn UY. (195 a 340 Am.) y la longitud
de onda de trabajo (205 nm.). Luego se tomaron espectros UV. de
diferentes tiempos de elucion distribuidos 2 lo largo del pico de
interés y se realizd upa sobreposicion de cada uno de ellos para
establecer la completa identidad del compuesto, esto quiere decir
que si el compuesto es puro la sobreposicion debe ser completa, si
esta no es campleta guiere decir que existe un compuesto (posible
producto de degradacidn) que eluye junto con €1 compuesto de
interés, esto no seria posible si la deteccidn se realizara a una
sola longitud de onda. Posteriormente se comparan los espectros asi
obtenidos contra un espectro patron de referencia, obtenido en las
mismas condiciones para definir 1la pureza e identidad del pico.

4.3.4 Linealidad del Método Analitica

La linealidad del Método analitico se determind analizando
microesferas a-los niveles de &0%, 80%, 904, 100%, 110% y 120% de
la cantidad- seleccionada como’ 100% (20 mg para obtener una
concentracion de 32 pg/mL). Posteriormente se evalud la pendiente,
la ordenada al origen, el coeficiente de determinacién de la recta
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de regresién. .y la desviacion ,esbéhdar' relativa de ‘la relacién
miligramos adicionados contra miligramos cuantificados.

4.3.5 Precisidon
Se realizéd un estudio de reproducibilidad, el cual consistié
en ‘el ‘andlisis por triplicado de una manera independiente de una
misma muestra, por dos analistas en el mismo dia, realizando un
andlisis de varianza, utilizandeo un modelo estadistico Jjerdrguico
con dos efectos aleatorios, para evaluar el efecto de una posible
interaceion (analista - dia) sobre la medicién de la respuesta y
" determinar  si ‘la  respuesta se ve influenciada por alguna
interaccién analista-dia, amalista—-equipo, columna, reactivo etc.

4.3.6 Exactitud del Método

Para tener confiabilidad en los resultados se determind Jla
esactitud, utilizando 1los porcentajes recuperados .en todo . el
intervalo de estudio (exactitud en todo el 1ntervaln) y los del
100% (exactitud al 100%). :

4.3.7 Estabilidad de 1a muestra

Se determino realizando andlisis: 1ndependien a
almacenadas durante 24, 48 y 72 horas’
condiciones: Temperatura ambiente en :1:1
obscuridad y Refrigeracion a 5 '=C. :

3 muestras,
siguientes
de.. luzy

.4.3;5 Tolerancia del Sisteﬁa

Se investigd la ‘influencia de posibles alte
mévil sabre los pardmetros cromatografico
cuantificacitn del 178-Estradiol. :

Se realizé comparando los resulta&ms de'” una..’solucian de

referencia en cada una de las modificaciones Eumu la cuantificac;én.i‘

de tres muestras independientes en cada una: de ellés




Tabla 8. Fases Moviles Utilizadas en el Estudio.de Tolerancia.

Proparcién de ‘ . ldentificacisn
Acetonitrilo: Agua: 2-Propanol U RN .
20 "1 602 20 RS (Fase mevil 1

21 : 60 2 190 - T dFdse mavil 2

22 1 60z 18 ] pase movil 3

18 s 61 £ '}2';'5' g \,FE‘SE.; moyil g
19 + .59 s 2200 Fase movil 5




5&

CAP ITLILO T

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Métodos Espectroscopicos.

Absorcidn _al Ultravioleta.

El espectro de absorcion al ultravioleta de una disolucian de
178-Estradiol sustancia de referencia, presenta los mismaos maximos
v minimos 1 las mismas longitudes de onda que el obtenido en una
disolucion similar de microesferas, bajo las mismas condiciones de
andlisis.

Por lo que se puede concluir que las microesferas abtenidas
mediante el procesc de esferizacion no sufren un cambio
significativo que se pueda ocbservar bajo esta técnica de andlisis.

Figuras 1., y 2 del anexo I.

Absorcion al Infrarrojo.

En bibliografia, tales como compendios oficiales (USP XXII),
la determinacidn del espectro se realiza en una dispersian en
nujol, para el propdsito del estudio esta técnica no es adecuada,
yd que lo que se pretende as caracterizar por esta metodologia las
posibles modificaciones cristalinas del 178-Estradiol obtenidas
bajo el proceso de roclio-congelacién, Yy en una dispersidn en nujol
éste presenta bandas muy intensas y no permite adecuadamente la
identificacién de cada una de ellas. .

El espectro de absorci®n al infrarrojo de 1la sustancia  de
referencia de 178-Estradiol presenta la forma polimorfica A. ¢153
siendo ésta la forma mds estable. Figura 3 del anexo I. ol

Las microesferas recien elaboradas presentan ' 1a: '_'fvurma:

polimorfica D ‘*=’, cuyas bandas caracteristicas son: banda de.baja: .
intensidad aproximadamente a 143%2 cm~*, debida a..un:hidrogeno::

enlazado 2 un grupo carbonilo cuando éste, estd sufriend
vibracidén de estiramiento, también aparece. una
apro:imadamente a 886 cm™* en una regidn asociada con.la
C - H (unz vibracidn de deformacidn), y las formas: de;
entre 1200 cm—* y 1000 cm~*. Figura 4 del anexo I. o

Como las microesferas asi obtenidas . (Forma:=D¥;

inestables en el vehiculo en el cual van a estan suspend:ldas, S-1-N

les realize un tratamiento térmico, consxguxendu Tiasis Tmayor
estabilidad de éstas en el vehiculo.  Las mxcrnesferas~asi
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estabilizadas presentan la forma polimérfica A; pero con bandas
caracteristicas de la forma polimérfica C ¢i®*, 1las cuales son
debidas a las vibraciones de estiramiento y de doblez del enlace 0O-
H libre, las bandas se encuentran aproximadamente a 3525 cm~* y
10456 cm—* respectivamente. Figura 5 del anexo I.

Con el tiempo (aproximadamente un mes) estas microesferas
tienden a adoptar la forma mids estable, es decir la forma A. Ver
figura & del anexo 1.

Como se puede notar en 1los resultados el proceso de
microesferizacion favorece 1la formacidén de la forma poliméorfica D,
las cuales al ser inestables en el vehiculo donde van a estar
suspendidas, son sometidas a un tratamiento térmico, con lo que se
pretende proporcionar energia a las particulas y adoptar una forma
cristalina mis estable, de tal forma que las microesferas asi
estabilizadas dan origen a una mezcla de ltas formas A Y C, las
cuales sop estables en el vehiculo. Como se menciond anteriormente,
esta mezcla con el tiempo trata de adoptar la forma mds estable, lo
que se comprueba facilmente a través de 1la comparacion de los
espectros determinados de las microesferas recién estabilizads y
estas mismas después de un mes de almacenamiento a temperatura
ambiente.

Por lo tanto 13 espectroscopia de infrarrojo es una herramien-
ta rapida y sencilla, que nos proporcina mucha informacion acerca
del comportamiento quimico de la muestra (178-Estradiol), y puede
ser utilizada como técnica de rutina por el laboratorio para tener
un control de las microesferas elaboradas.

Resonancia Magnética *H

E1 euspectro de resonancia de las microesferas no presenta
sefales inherentes al del 178-Estradiol sustancia de referencia,
abtenidos bajo las mismas condiciones de operacidn (20 mg disueltos
en DMSO), por lo tanto mediante esta técpnica no se cbservan cambios
significativas del 178~Estradiol sometido al proceso de
micraesferizacion, tanto los desplazamientos quimicas como 1lis
constantes de acoplamiento (como se ilustran en las figuras 7, 8, 9
y 10 del anexo 1), son los mismos. Por esta técnica no podemos
observar las diferentes modificaciones cristalinas del 178~
Estradiol, pero si nos aseguranos de la integridad e identidad de
éste.

Espectroscopia de Masas

EL espectro de masas del 178-Estradiol sustancia de referencia
y de las microesferas siguen el mismo patrdn de fragmentacidén, por
lo gue no le es atribuible una descomposicidn al 178-Estradiol en
el proceso de microesferizacién, esta técnica nos sirve como
complementacion de los resultados obtenidos por resonancia
magnetica protonica. Figuras 11, y 12, del anexo I.
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S.2 Calaerimetria

En el andlisis calorimétrico, la sustancia de referencia de
170-Estradicl, presenta una endoterma aproximadadmente a 104°=C,
debida a la cantidad de agua de absorcidn y una posterior endoterma
a 179=C, debida al punto de fusion de 1la muestra. Figura 13 del
anexa I.

Las microesferas sin tratar (recién elaboradas), presentan upa
endoterma aproximadamente 3 99°C, debida a 1la cantidad de¢ agua
absorbida durante el proceso de microesferizacidn, ademds presentan
una exoterma aproximadamente a 118=C (exoterma de cristalizacion)
por lo que probablementae parte de la microesfera pasa de un
polimorfo a otro o estando en formz vitrea libera energia para
adoptar una forma mds estable. Posterior a esta exoterma presenta
un pequednc hombro antes del punto de fusicon aproximadamente a 173°C
y la endoterma debida a la fusion aproximadamente a 17%.3%C. Figura
[4 del anexo I.

Las microesferas tratadas {(estabilizadas térmicamente) .no
presentan la exoterma de cristalizacidn, solamente aparece la
endoterma debida a la cantidad de agua absorbida durante el proceso
de fabricacion y recoleccidn aproximadamente a 104.3°C y wuna
posterior endotermz aproximadamente a 179=C, debida a 1la fusion.

Como se puede observar el tratamiento térmico, realizado a las
microesferas recién elaboradas elimira por completo la exoterma de
cristalizacion dando origen a 1la forma mds estable del 178-
Estradiol la cuzl es la forma hemihidratada, (forma polimérfica A).
Figura 1% del anesxo 1.

Mediante esta técnica y por espectroscopia de infrarrojo se
observa, que por medio del tratamiento térmico las microesferas
tienden a adoptar la forma mids estable lo cual es lo que se
pretende para la elaboracidn de la suspensidn.
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5.3 Evaluacian del Método Analiticeo
5.3.1 Linealidad del Sistema
En la tabla 9. se encuentran los resultados de las respuestas

para los diferentes niveles y concentraciones del intervalo lineal
de trabajo.

Tabla 9. Respuesta para los Diferentes Niveies y Concentraciones

CONCENTRACION NIVEL ‘," RESPUESTA
Cpg/mL) (%) : | o ALTURAS
($.9] S Yy

172324
171737
171135

I42335
344620
3374617

517886
516946
510897

&87617
687182
676654
&B84762
- 683787
677552

836456
847321
8528538

1013473
1011440
1011435




LINEALIDAD DEL SISTEMA
178-ESTRADIOL
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Figura 14. Representacitn Grifica de la Regresion Lineal.

Cdlculos de la Linealidad del Sistema

n =21 m = 21086,0289

% = 28.6 b = 5933.4505

y = 608391.619 r2 = 0.9997
Swry = 4B21.756 Sy = 0.0079

mey = 0,902 b = 0.0097
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Encontrdndose la -0.02 < by < 0.02, se afirma gue la ordenada
al origen no es significativamente diferente de cero.

Debido a3 que. la 0.98 < mim £ 1.02, se dice que e)uste una‘
relacion propur‘clonal con pendiente aproximada a 1.

Sienda que’ el r® > 0.98, se dice que el modelo . lineal
representa correctamente la relacion que existe entre la
concentracion ¥y la altura en el intervalo de estudio.

Siendo el Swywm < 0.03 se tiene suficiente evidencia para
aceptar la variabilidad encontrada en el intervalo estudiado.

Cilculos de la Precision del Sistema

n -3

*® &82927.333

C.V. = 0.69%

Debido a que el coeficiente de variacion es menor al 1.5Y% se
establece que el sistema de medicion es preciso en las :ondlcxcnes_
experimentales.

Con los pariametros anteriormente mencionados es ‘suficiente
para asegurar la linealidad y presicion del sistema.de medicion
para la cuantificacion del 178-Estradiol en concentraciones que van
desde 8 pg/mL hasta 4B pg/mbl equivalentes al  25% y 150‘/. 7 tomando
como 100% la concentracidn de 32 pg/mbL. .



5.5.2 Especificidad

En la tabla 10 se muestran los resultados obten1dos en los
estudios de degradacién descritos en 1a tabla 7.

Tabla 10. FDrcentgjesrdé‘begpadgéiéﬁ:

PORCENTATE®

MUESTRA EDNDICID“ DEGRADADO
Acida
178-ESTRADIOL Bdsica
MATERIA Oxidacién
PRIMA Luz UV. : B e
Calor.
Acida. JESCEEURE Y D e e ———
Basica | mem—e e I
MICROESFERAS Oxidacion 23.33 - 22.88° Q.45
Luz UV. “——4—— ——————————
Calor ] 29.52 .. 29,78 -0.26

.S realizo el anilisis espectral correspondiente al pico
cromatogrdfico de 178-Estradiol, de cada una de las muestras en las
cuales se obtuvo degradacidn. Se realizaron. barridos desde 195 nm a
360 nm, ‘el cual abarca toda la zona de absorcion del 178-Estradiol.

Encontrdndose que en condiciones &cidas, basicas y con luz
uv., tanto la materia prima como las micrecesferas no presentan
degradacidn, aan en condiciones dristicas, por lo que no presenta
ningin producto de degradacion que interfiera en su cuantificacion.

En condiciones de oxidacién, tanto la materia prima como las
microesferas presentan degradacion apreciable, pero no encontrdan—
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dose asi ningin producto de degradacidn que pudiese interferir en
su cuantificacidn., Realirzands Bl analisis espectral para la materia
prima (Figuras 16, y 17. del anexoc 1.) y para las microesferas
(Figuras 18. y 19, del anexp 1.} se demuestra la especificidad del
sistema y ésto se ve reforzado con la alta identidad de cada uno de
los espectros del 178-Estradiol en las muestras anteriores con el
de un estindar USP obtenido en las mismas condiciones de andlisis,
Fiqura 20. del anexe I., para la materia prima y Figura 21. del
anexo I, para las microesferas.

Por accidn del calor, tantp 1z materia prima como las microes—
feras presentan degradacion apreciable, encontrdndose dos productos
de degradacion con tiempos de retencidn aproximades de 3.5 y 4.8
min., (Figuras 22. y 2335. del anexo I.), los cuales no interfieren en
la cuantificacion. Realirande el anilisis espectral para la materia
prima (Figuras 24. y 25. del anexa 1.) y para las microesferas
{Figuras 2&. y 27. del anexn 1.), ademds la comparacidn de cada uno
de los espectros del 178-Estradiol en las muestras degradadas con
el de un estiandar USP, s& demuestra la especificidad del sistema.
Figura 28 del anexo !., para la materia prima y Figura 2% del anaxo
1., para las microesferas.

Al no encontrarse interferencia en la cuantifigacidn del {78~
Estradinl, se puede concluir que este método es especifico para la
cuantificacidn del 178-Estradiol caomo microesferas, el que junta
can las métaodos espectreoscopicos nos sirve para asegurar asi el
comportamiento quimico del esternide sometide al proceso de
microesferizacion utilizando la técnica de rocio-congelacion.



5.3.3

. En la tabla 11. se muestran los porcientpos de recobros de las
cantidades adicionadas, en cada uno de los niveles en.el intervalo

lineal.

Linealidad del Método

"Téblé i;; Cantidad Recuperada Expresada en Porcentéje.

“NIVEL CANTIDAD CANTIDAD oo
S (R) ADICIDONADA RECUPERADA % DE RECOBRO
T (mg) img) L . )
60 12.0 12.4 2 100.83
&0 . 12.0 11.7 97.50
60 12.0 11,8 " 98.33
©H0 .'12.0 12.1 100.83
40 L 12.0 11.7. 7.%0
&0 1240 -11.8

110 -

120

120
120
120
120

120 -




LINEALIDAD DEL METODO
178-ESTRADIOL
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. —
10 /
e

o N 1
0 2 4 -] a b ] 12 14 : ] 8 20 22 24
CANTIDAD ADICIONADA (mg)
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X REFLICA 4 ¢ REPLICA @ 4 REPLICA S

Figura 17. Representacidn Grafica de la Regresién lineal.

Cdlculo a ealidad de t
n = 36 r2 = Q,9973
m = 0.9893 b = 0.0583
LSICa = 1.0073 LSIC, = 0.4022
LIIC. = 0.9713 LIICw = ~.02B856
fenr. = —1.214 te. = 0.346 -
E vk, 30w, = 2.042 t v .un."—" 2.042

S.y = 0.2089 T B = 020113
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Siendo el r? mayor a 0.98 se establece que mds del 98% de la
variabilidad es explicada por la recta ajustada, por lo tanto la
relacidn entre la cantidad adicionada y la cantidad cuantificada es
representada por la funcion de 12 linea recta propuesta.

Debido a gue tem. < t wox , 34 . Para la pendiente y que en el
intervale de confianza estd incluwide e1 |, es evidencia sufi-
ciente para establecer que la pendiente no es significativamente
diferente de 1.

Debido a que tear. < t +x, sa . para la ordenada al origen y que
en el intervalo de confianza esta incluido el cero, es evidencia
suficiente para establecer que 1la ordenada al origen no  es
significativamente diferente de cero.

Siendo gque Seyiry €35 menor a Q.03 se acepta la variabilidad en
todo el intervalo estudiado.

Por los criterios anteriores se considera el método lineal a
cantidades comprendidas en el intervalo estudiado.

Cédlculas de la Exactitud del Método

n = 36 X = 99,25 CV. = 1.15%
Exactitud al 100%
n=4s x = 100.08 CV. = 0.37%
LSIC = 100.48 LIIC = 99,48 tenrs = 0.0%90

t wsx ,8q1. 5 2.571

Al ser tca.{ t e, 0. €0 el nivel del 100% y la media de los
recobros, tanto al 100% come en todo el intervalo de estudio se
encuentra dentro del rango de 98B% a 102% y ademids de ser el
coeficiente de variacidn menor al 2%, en ambos casos se considera .
al metodo exacto y repetible, para 1la cuantificacidn de las
microesferas de 178-Estradiol. )



&7

5.3.4 Pre:151bn N ff B f"

En.la tabla 12 se representan
recuperados,” de los dos analistas:-en:

9

A 98.9% - 99.50
n = 12 ® = 99,41
S = 0.8357 . €V = 0.B4%.

En 12 tabla 13 'se presentan los resultadas del analxsxs de va—
rianza, de acuerdo al punto 4.3.5.

Tabla 13. Tabla de Anilisis de la Varignzé.

Fuente de | Grados de.| Suma de .Media de. | F cal. | F tea..
vériaqién libertad thdr;#ns cuadrados | - T Bt
Analista 1 1-3.s425 | ‘3.5425 19,41

Dias 2. . 71~ 0,5208 .| 0.2604 U143

Anal./Dia 4 ) 0w 1828 0.1825 | 0,42

Error

T 3.4371 1 o.4az9s

0,43

Se ut:lxﬁﬂ
aleator:ns. {

ademds de’ abtenerse ‘an el anélisls ‘de 1l
la Fuso. nupara evaluar El efecto “anal15ta
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efecto “analista/dia" N se considera al métaodo preciso y
reproducible por cualquier analista en cualguier dia, lo cual
quiere decir gque el resultado no estd condicionado por el apalista
ni por el dia, en el cual se efectue el anilisis.

5.3.5 Estabilidad de la Muestra
A continuacion se presentan‘losAresultadns'del estudio de es-—

tabilidad, descrito en el punto 4.3.7.

Tabla.14. Tiempo inicial

MUESTRA:| 0. %’ CUANTIFICADO
RS P 97.02
A 2 99.02
98.53

;Tabla 15. 24 horas

‘QJ CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO

OBSCURIDAD REFRIGERACION
e © 99,51 % 99.51.%
2 £ 99.02 % L 99,0204

299,02 %

. 9808 %

g : _MACENAMIENTO
MUESTRA 5 (SONPICTONES, R ARSI
' v 'AMBIENTE " :|OBSCURIDAD. | |*  REFRIGERACION
T S 99,815 % L g 99.51 %
2 . 99,02 % 99.02 %
3 : 98.53 % 98.53 %




Tabla 17.. 72 horas

&9

CDNDIEIDNES DE RLMAEENAMIENTG

MUESTRA ~
- AHBIENTE " REFRIGERACION
?9.5%.% 99.02 Y%
199,02 % 5] CPP.81 4 2.53 4
#8.53 %4 77.93 % 98.53 4

En nin

una de las condiciones probadas el porciento cuantifi-

cado no dif?ere mds del 2% con respecto al porciento cuntificado al

tiempo inicial,

por lo que se considera que las muestras de 178-

Estradiol san estables bajo éstas condiciones de estudio, o sea que
hasta 72 horas las- muestras pueden ser analizadas y sus resul tados
ser confiables.

3.3.6 Tolerancia del Sistema

A continuacidn se. presentan

Tabla 8.
. 17B—Est dlnl ‘en’

los resultados del
tolerancia de1~sistem;,qe;;ritns gn'el‘punto 4.3.8.

estudio

de

Parémetros Cramatogr&f::us y Porcientn Cuant;ficadn del

una da las Fases*ﬂb

ile

Empleadas.-

FASE | MUESTRA - N « T %
MoVIL T : _CUANT.
o 178-EST. | 2080.07 | 0.68 | 1.78°]-4.78 ] 3.91 99,83
- 170-MET. | 2389.32 | 1.00 | 1.4 | 7.08"}"
2 178-B5T. | 2017.82 | 0.467 | 1.73 | 4.46 | 3,78 | o9B.99
: 176=MET. | 2223.66 | 1.00 | 1.70 | 4.63
'3 178-EST. | 2314.71 | 0.48 | 1.44 | 4,75 | 4.27 98,50
17x-MET. 2713.37 1.00 1.97 7.10
4 17B-EST. 2364.73 0.48 1.76 5.20 4.15 98.33
! 17x-MET. 2623.14 1.00 1.78 7.67
S +78-EST. 1717.%0 0,468 1.67 3.90 3.42 oP. 14
17a-MET. | 2073.05 | 1.00 | 1.92 | 5.71
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Debido a que los parimetros cromatogrdficos no se comprometen
con los resultados, se considera que el sistema es adecuado Yy
‘tolerable en las condiciones probadas, por. lo tanto, al tener un
‘pequefio error al momento de preparar la fase movil, los resultados
obtenidos son confiables.
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CAPL ITIIO &
CONCLUSIONES

- Lag formas polimorficas A, C y D obtenidas en el desarrolle. de
la formulacién, pueden ser plenamente identificadas y evidenciadas
par espectroscopia infrarrojo, utilizando accesoric de refle:tan:xa
difusa.

- Por esta misma técnica se puede seguir o la: estabilidad'
eristalina del 178-Estradiol durante el tratamiento térml:a, ya que
presenta bandas muy caracteristicas dependxendn Ldes

cristalina.

- Dicha téecnica es fidcil y reproducible ﬁor lo . que:; s - buede
utilizar como andlisis de rutina en el laboratorio como cuntrol en
el procesa de microesferizacion. - E

- La calorimetria diferencial de barrido’ es . ot técnica que
permite caracterizar cada una de las modificaciones cr1stal1nas del
178-Estradiol originadas por el proceso de microesferizacisn y
posterior estabilizacion. Con esta técnica se observa,:al xgual que
la espectroscopia de infrarrojo, como las microesferas.al ‘ser some-
tidas a un tratamiento térmico tienden a estab111zarse tésta es,
tratan de adoptar la forma més estable), que es lo que-se pretende
para la elaboracion de la formulacion. Tn v

- Las otras técnicas empleadas en el presente estudio sirvieron
para asegurar la integridad de la molécula, después de ser sometxda~
al proceso de microesferizacion. . .

- La técnica de absorcidn al ultrav:oleta 1= puede utilizar como.
método de rutina de laboratorio, caso contrario- de-la’ resonan:la

magnética protonica y de la espectroscepia de masas, e'resultan.
ser tecnicas mas especializadas y ademds caras., L :

- Una de las técnicas mds confiables parayla de ermina:idn delf

polimorfismo es la difraccidn de rayos "X",
bastante costosa como para implementarse como método.d
ademis es una técnica muy especializada. :

- El método cromatogrdfico desarrollado . para
de 178-Estradiol resultd ser exacto, preciso:y
los tres pardametros mds importantes para el.pr

- Este método cromatogrdfico desarrollado ‘puede: tamarse como

base para la cuantificacion sxmulténea, rogesterona’ iy 178-
Estradial, que son  los prlnc1p105 actxvas;”prese tes en la
suspension de accion controlada. . ; ; ¢ ' :
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- La determinacion de la especificidad del método permitird qué
éste pueda ser tomado como base para el desarrollo de un método
indicador de estabilidad para la suspensicon de accion controlada.

- Este método desarrollado para cuantificar 178-Estradiol, puede
ser utilizado como método de rutina de laboratorio, por ser ficil y
economico.
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Figura 1. Espectro de absorcion ultraviclets del 175-Estradiol obtenido en un Espectrafoteetro V/VIS
Hewlett Packard con arreglo de fotodiodes modelo BA52A, utilizando ura celda de 1 ca de paso dptite, 3 um
concentricidn de 0.05 sg/al de 178-Estradiol en etanol, haciendo un barrido desde 190 ne a 330 na.
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Figurz 2. Espectro de absorcidn ultravioletz de las microesferas de 178-Estradio] obtenido en un
Espectrofotésetro WV/VIS Hewlett Packard con arreglo de fotodiodos sodelo B452R, utilizando una celda de ! ca
de paso dptico, a uma concentricion de 0.05 mg/al en etanal, haciendo un barrido desde 190 ra a 350 nm,
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Figura 3. Espectm de infra;r;.i:del 178-Estradiol materia primz (forea polisorfica A), obtenido en un
Espectrémeetro IR. con Transforsadas de Fourfer Nicolet 205, de ume dispersibn de 178-Estradiol en brosuro de
potasio, utilizando una celda de reflectancia difusa y realizando un barrido desde 4000 ca™t a &30 ca™t,
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Figura 4. Espectro de infrarrojo de las microesferas recien elazboradis de 176-Estradiol (forea
polisorfica D), obtenido en un Espectrimetro infrarojo Beckman fcculab 10, de una dispersion de lis
aicroesferas en brosuro de potasio, y realizando un barrido desde 4000 ca™? & 650 ca™t,
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. Figura 5, Espectro de infrarrojo de las microesferas tratadas termicmente de 178-Estradiol (eezcla de
las forms polisorticas A Y C), obtenido en un Espectrdmetro IR, con Transforsadas de Fourier Nitolet 205, de
una dispersion de las microesferas en brosurg de potisfo, utilizando uma celda de reflectancia difusa y
realizando un barrido desde 4000 ca™* & &30 ca™.
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Figura 4. Espectro de infrarrojo de las sicroesferas de 178-Estradiol, tratadas tersicasente y
alsacemadas durante un ses a tespoeratura azabiente. Obtenido en un Espectrdsetro IR. con Yransforsadas de
Fourier Nicolet 203, de una dispersién de las sicroesferis en brosuro de potasio, utilizando una celdz de
reflactancia difusa y realizando un barrido desde 4000 ca™* a 650 cat,
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Figura 7. Espectro de *H del 178-Estradiol sateria priss, obienida en un Espectntmetro de resomancia
magnética Varian sodelo VIR-3005. Utilizando IMSD como disolvente y THS coen referencia interm.
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Figura 8, Espectro de 'H del {78~Estradiol materia prisa, cbtenido en un Espectrdmetra de resomncia
wgnética Varfan sodelo VIR-3005. Utilizando DMSD como disolvente eas dqua deuterada y THS coso referencia

atern.
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Figura 10, Espectro de 'H de lis microesferss de 176-Estradiol, obtenido en un Espectrdsetro de
resonancia magnética Varian modelo VIR-3005. Utilizando DMSO como disolvente sis aguz dueuterada y TMS como
referencia interna.
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Figura 11, Espectrg de sasas del 178-Estradiol eateria prisa, obtenido en un espectrimetro de sasas
Heulett Packard modelo 59884,
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Figura 11, Espectro de masas de las sicroesferas de 178-Estradiol, obtenido en un espectrimetro de
#1525 Hewlett Packard sodelo 59684,
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Figura 18, Tersograme de las wicroesterss recien elaboradas de 178-Estradiol asteria primy, obtenida
en un calorisetro Shimadzu modelo IGC-30.
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Figura 15, Tersograma de lis sicroesferis de 178-Estradiol tratadas téraicasente, chtenido en un
calorisetro Shimdu sodelo DEC-50.
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Figura 14, Andlisis de contorno del i78-Estradiol materia prisa, sosetid: 1 condiciones de degradacitn
oxidativa,
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ANEXOG ITTa LISTA DE FORMUILAS

EMPLEADAS EN LA EVALLIACZION
METODO

‘Coeficiente de Determinacién.

(n Exy - Ex ELy)=

2 =

Cn (Ex3®) - (Ix)23 Cn (Zy2) - (Zy)=21

Coeficiente de Variacidn.

cVv= < > % 100

Desviacién Estidndar del Porciento Recuperado.

E(x ~x)a
§= € ——0 — 3 3
n—-1

Desviacidn Estidndar de la Recta de Regresion.

Zy=® - b (Ey) - m (Exny)
8 yon =2 C > 3
n=-2

Desviacidn Estdndar de Regresidn Relativa.

S yon
§ yosn trr g

y

Intervala de Confianza para la Media.

s

IC = %+ t yon n—= 1.

In

DE L

as



7. Limites de Confianza al 95% para la Grdenada al Origen.

x2
LB ¢w» = B % & aom A= g1. B 4ru <

nE (x-x)=

8. Limites de Confianza al 99% para la Pendiente.

S yIn
LE ¢my = M % £ wsw A=z g1. <

{Sx)» Jn

Z. Media del Porciento Recuperado.

- Ex
K =

n

10. Ordenada al D;‘tgen.
h = ; -m ;

11. Pendiente.

n Exy —"'!:x Ly

n Ix3 - (Ex)=

12. Pendiente Relativa.

M (r2 = M

13. Porciento Recuperado para cada Recobro.

b b4
< .

> * 100

X

89



14, ¢ cal. para la

T %0

Ordenada al Origen.

: "bhe = O
b - bo
t cal. = ——
- R X1 C
S yrnw (o > &
=0
i5. t cal. para la Pendienté.
- . ) mo = 1
(m ~ me) - (Bx) .(n)3
t cal. =
S »on
Donde:
n = Numero de replicaciones, (nuamero de recobras).
x = Cantidad adicionada, (concentracidn o mg agregados).
; = Promedio de la cantidad adicionada en x.
y = Propiedad medida, {respuesta o mg recuperados).
y = Promedio de la propiedad medida.
Sx = Desviacidn estandar de las "x" n-1 grados de libertad.
Ix = Sumatoria de la cantidad adicionada.
IZx2= Sumatoria de los cuadrados de la cantidad adicionada,
Ly = Sumatoria de la propiedad medida.
Zy2= Sumatoriz de los cuadrados de la propledad medida.
Eyx = Sumatoria del producto de la cantidad adicionada y la

t PO -

propiedad

er = t de

medida.

Student con un & 0.05 y n-2 gradeos de libertad,
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146. Modelo Estadistico Jerarquico.

yijk = + Ai + Dj + ADij + Eijtk).
H

Donde:

yijk = Porcentaje cuantificado con el iésimo analista dado
el jésimo dia o sistema de la késima replicacion.

“ = Porcentaje de sustancia de interés en la muestra.
P
Al = Efecto dal iésimo analista sobre el porcentaje cuan-
tificado. ’
Dj = Efacto del jesimn dia o sistema sobre el porcentaje
cuantificado.

ADij = Efecto cruzado del iésimo analista y la jésima condi—
cion sobre el porcentaje cuantificado.

Eij(k) = Error experimental.

Tabulacion de los resultados.

ANALISTA

1 2
y 111 Yy 211
1] y. 112 y 212
y 113 Yy 213
I -
. 'y.121 y: 221
A y 122° y 222
y 123 y 223
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TABLA DE ANALISIS DE LA VARIANZIA
FUENTE DE GRADOS DE |SUMA DE MEDIA DE F F
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS CUADRADGS cal _tgur
Z¥i..= Y..2 SCa MCa
ANALISTA gla = a—-1 [5Ca= - MCA= —— |Fas=
dr adr gla MCad
DIAS O IY.j.=  Y..= 8cd 7|y HEd!
SISTEMAS |qld =a(d-1)|SCd= - MCd= — |Fds—
ar adr ) gld - { MCad
SCad = {
Ifyij.= Eyi..
ANALISTA . ™ dr IR EL
DIA glad=(a—1) : : [ . IMCads=
L By.d.2 Yew o2
Lotd=1) " — A —— . |8Cad/glad
ST Loar adrl L
SCe =. L B
ERROR gle=ad(r-1) N T Byija=!
EByi k2 — "
S P
bDonde @
yijk = Porcentaje cuantificado pnr el iési apalista
jésimo dia en la iésima repli:acian :
a = Niémero de analistas.
- d = Nimero de factores. :
r = Namero de replicaciones.
Cyi..2 = (y111 + y112 4 ... + yldl + y1d2
(yall + yal2 + yaln-+ ... +-yadl
Ly.i.= = (yl11 + y112 "
yaln)= + ... +
+ yad2 + ...+
Ey...= = (yill + y1125+
EEyijk= = (y111= + y112= +
EEyif.® = (yiil + y112 4

+ yadn)=,°
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