UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“ESTUDIOS DEL PERFIL DE DISOLUCION DE CAPSULAS DE
5-0-[B-D-APIOFURANOSIL-(1-56)-B-D-GLUCOPIRANOSIL]-7-
METOXI-3’,4’-DIHIDROXI-4-FENILCUMARINA A pH 4.5 POR
CLAR”.

T ES TS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA

PRESENTA:

NANCY MONTSERRAT PEREZ NAVARRO

MEXICO, D.F. 2009




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

Presidente: Dra. Inés Fuentes Noriega

Vocal: Dra. Helgi Helen Jung Cook

Secretario: M. en C. Maria de Lourdes Mayet Cruz
Primer suplente: M. en C. Lauro Misael Del Rivero Ramirez
Segundo suplente: M. en C. Roberto Carlos Canas Alonso

El presente trabajo se desarroll6 en los laboratorios 112 y 113, Departamento de
Farmacia, Conjunto E, Facultad de Quimica, Ciudad Universitaria, UNAM.

Asesor del tema

Dra. Inés Fuentes Noriega

Supervisor técnico

M. en C. Roberto Carlos Canas Alonso

Sustentante

Nancy Montserrat Pérez Navarro



AGRADECIMIENTOS

Dra. Rachel Mata Essayag

Facultad de Quimica PAIP 6390-05




AGRADECIMIENTOS

A Dios, Madre Naturaleza, Vida o como quiera que se llame
aquello sorprendente que me ha mostrado muchas veces la parte
“magica” de las cosas.

A la Universidad Nacional Auténoma de México,
especialmente la ENP No0.9 “Pedro de Alba” y la Facultad de Quimica,
por abrirme sus puertas y brindarme conocimientos, por permitirme
disfrutar de sus instalaciones y dentro de éstas encontrarme con
grandes personas Yy sobre todo pasar muchos de los mejores
momentos de mi vida en ella.

A la Dra. Inés Fuentes Noriega por la confianza y apoyo
brindados para la realizacion de este proyecto y por darme la
oportunidad de pertenecer a su equipo de trabajo.

Al M. en C. Roberto Carlos Canas Alonso por su apoyo,
paciencia, ayuda y tiempo brindados para la realizacibn de este
proyecto; sin él no habria sido posible.

A mis sinodales: la Dra. Helgi Helen Jung Cook, asi como la
M. en C. Maria de Lourdes Mayet Cruz por dedicar parte de su tiempo
a la revision de este trabajo, asi como por las sugerencias y
comentarios para su mejora.

A mis compaiieros de los laboratorios 112 y 113, a la M. en
C. Sofia Margarita Rodriguez A. por la ayuda recibida y en especial
a Yukie Lee y Roberto Rodriguez por hacer mas ligero el trabajo en el
laboratorio y por conformar un buen equipo para que esto resultara
favorable.




DEDICATORIA

A mi FAMILIA: Pablo, Victoria, René y Alan; quiénes a pesar de las
dificiles circunstancias que el destino ha puesto como prueba no se dan por
vencidos, han sido mis principales ejemplos de lucha y son mi mayor
impulso para seguir adelante y esforzarme por lograr mis sueios. Gracias
por cada esfuerzo realizado para beneficio de mi persona, espero de esta
forma gratificarlos, en cierto modo, por ello. No me queda mas que decirles
que “LOS AMO Y LE AGRADEZCO A LA VIDA POR PONERLOS EN MI
CAMINO”.

A “L@s Lok@s”: Fab, Eli, Ale, Luis y por supuesto Tuti (que aunque
no este fisicamente siempre guia con su luz mi camino): porque me han
ensefado el verdadero significado de la palabra AMISTAD, porque han sido
un gran apoyo y son pieza fundamental para haber llegado a este
momento, GRACIAS por todo y espero me brinden la oportunidad de seguir
compartiendo con ustedes mi vida como hasta el dia de hoy.

A aquellos que me ensefiaron que los “Titulos familiares” no son
suficientes para unir a las personas, sin embargo son una excelente excusa
para acercarse a la gente y descubrir grandes seres humanos, buenos
consejeros, pero sobre todo amigos sinceros: Mi adorada Pachita, Tios: Isa,
Justo, Car, Lena, Juve, Pilar y Maria; Mis primos: Erika, Omar, Melina,
Miguel, Manuel, Beto, Carmelita, Dulce, Memo y Daniel.

A aquellos que comprenden perfectamente lo que significa llegar a
este momento, con los que no solo me senté en la biblioteca a sufrir con
alguna tarea sino con los que ahi mismo comparti platicas que me
permitieron conocerlos mas, quienes a través de una sonrisa, una palabra o
algun detalle me brindaron apoyo y han permitido llevarme de esta facultad
no solo conocimientos sino buenos amigos, que espero conservar con el
paso del tiempo: Angeles F., Carmina S., Carlos M., Alejandra H., Sandra
M., Carlos R., Ivan L., Paulina Q. y Lluvia D.

A cada una de las personas que han cruzado por mi camino y que han
dejado huella en mi vida.




INDICE

Abreviaturas

Introduccién

Objetivos

Generalidades

indice General

2.1 La medicina herbolaria en México

2.2 Copalchi

2.3 Propiedades fisicoquimicas de la 5-O-[f3-D-apiofuranosil-(1—6)-

B-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina

2.4 Generalidades de la diabetes mellitus

2.4.1 La Insulina

2.4.2 Ladiabetes mellitus como problema social

2.5 Laformulacion de medicamentos y la Biofarmacia

2.5.1 Desintegracion

2.5.2 Disolucién

2.5.2.1 Factores que afectan la disolucion de formas

farmacéuticas solidas

2.5.2.2 Factores que impactan en la velocidad de disolucion

25221

25222

25223

25224
25225

Factores asociados a las propiedades
fisicoquimicas del farmaco

Factores asociados a la formulacién y al
proceso de fabricacion

Factores asociados al equipo de disolucion
Factores asociados al medio de disolucién

Factores asociaos al medio ambiente

2.5.2.3 Equipos utilizados para llevar a cabo las pruebas de

disolucioén in vitro

25231
25232

Aparato I: Canastilla giratoria

Aparato II: Paletas giratorias

Pagina

10
11
12
13
14
17
17

20
21

22

23
25
26
27

28
29
30




INDICE

3

4

5
6

Metodologia
3.1 Equipo y material
3.2 Reactivos
3.3 Preparacion de soluciones
3.3.1 Medio de disolucién: Solucién amortiguadora de acetatos
0.05M, pH 4.5 £ 0.05
3.3.2 Agua acidificada (0.1% TFA)
3.3.3 Solucion stock de estandar de AG-4-fenilcumarina 1000
pg/mL
3.4 Procedimiento Experimental
3.4.1 Eleccién de condiciones cromatograficas
3.4.2 Prueba de control de calidad (peso promedio)
3.4.3 Validacion del método analitico
3.4.3.1 Validacién del sistema
3.4.3.2 Pruebas de estabilidad
3.4.3.3 Linealidad
3.4.3.4 Exactitud
3.4.3.5 Precision (reproducibilidad y repetibilidad)
3.4.3.6 Prueba de influencia del filtro
3.4.4 Evaluacion del perfil de disolucion
Resultados y anélisis de resultados
4.1 Determinacion de condiciones cromatograficas
4.2 Prueba de control de calidad (peso promedio)
4.3 Validacion del método analitico
4.3.1 Pruebas de estabilidad
4.3.2 Linealidad
4.3.3 Exactitud
4.3.4 Precision (repetibilidad y reproducibilidad)
4.3.5 Prueba de influencia del filtro
4.4  Evaluacion del perfil de disolucién
Conclusiones

Bibliografia

31
32
33
34

34
35
35

35
35
36
36
36
36
38
40
40
41
42
45
46
49
50
50
53
54
55
56
57
59
61




INDICE

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9

Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

Tabla 13

indice de Tablas

Tipos de equipos oficiales utilizados en la prueba de disolucién
Preparacion de la curva patrén

Preparacion de la solucién para la prueba de influencia del

filtro
Resultados para determinar el peso promedio de las cdpsulas

Areas obtenidas para la AG-4-fenilcumarina durante la prueba

de estabilidad a temperatura ambiente (mAU*s)

Areas obtenidas para la AG-4-fenilcumarina durante la prueba
de estabilidad a 37° C (mAU*s)

Resultados obtenidos para determinar la linealidad del método

con datos de areas de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

Resultados obtenidos para determinar la exactitud del método

con datos de areas de AG-4-fenilcumarina (MAU*S)

Resultados obtenidos para determinar la repetibilidad del

método con datos de &reas de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

Resultados obtenidos para determinar la reproducibilidad del

método con datos de &reas de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

Resultados obtenidos para determinar la influencia del filtro
Promedio del porcentaje retenido por los filtros probados

Resultados obtenidos durante el desarrollo del perfil de

disolucién. % Disuelto

Pagina

28

39

41

49

50

52

53

54

55

55

56

56

57




INDICE

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Gréfico 1

Gréafico 2

Gréafico 3

indice de Figuras

Hintonia standleyana Bullock (Rubiaceae)

Proceso por el cual un farmaco llega a circulacion sistémica
Esquema del equipo desgasificador

Equipo disolutor utilizado durante el desarrollo experimental

Cromatograma  obtenido  aplicando las  condiciones

cromatogréficas establecidas por Diaz Huerta (2007)

Cromatograma obtenido con las condiciones cromatogréficas
elegidas (Fase movil: ACNAgua acidificada (0.1% TFA) (19:81)
y Flujo: 1.0 mL/min)

Cromatografo de Liquidos utilizado durante la etapa

experimental

Cromatograma obtenido con el control de AG-4-fenilcumarina
en el tiempo de muestreo = 0, durante la prueba de estabilidad

a temperatura ambiente

indice de Gréficos

% Promedio no degradado de AG-4-fenilcumarina durante la
prueba de estabilidad a temperatura ambiente por 24 h

% Promedio no degradado de AG-4-fenilcumarina durante la
prueba de estabilidad a 37° C por 5 h

Perfil de disolucién de AG-4-fenilcumarina a pH 4.5

Pagina

16

34

43

46

47

48

51

Pagina

51

52
58




ABREVIATURAS

EMEA

FDA

SS

COFEPRIS

UNAM

BCS

FEUM

FHEUM

USP

OMS

EUA

NOM

ANDA

NDA

CLAR

AG-4-
fenilcumarina

g

mg

Hg

European Medicines Agency
Food and Drug Administration
Secretaria de Salud

Comisioén Federal para la Proteccién contra
Riesgos Sanitarios

Universidad Nacional Autdnoma de México
Biopharmaceutics Classification System
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos

Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos
Mexicanos

United States Pharmacopeial
Organizacién Mundial de la Salud
Estados Unidos de América

Norma Oficial Mexicana

Abbreviated New Drug Application

New Drug Application

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

5-0O-[B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosil]-7-
metoxi-3',4’-dihidroxi-4-fenilcumarina

Gramo
Miligramo
Microgramo

Litro




ABREVIATURAS

mL

°C

nm

mm

rpm

min

CVv

DE

DEA

ERR

uv

TFA

ACN

SA

Mililitro

Microlitro

Grados Celsius

Nanoémetro

Milimetro

Revoluciones por minuto
Hora

Minuto

Coeficiente de Variacion
Desviacion Estandar
Desviacion Estandar Absoluta
Error Relativo a la Regresion
Ultravioleta

Acido Trifluoroacético
Acetonitrilo

Solucién Amortiguadora




INTRODUCCION




INTRODUCCION

En México, las plantas medicinales forman parte esencial de las estrategias
generadas por la poblacién para enfrentar sus enfermedades cotidianas. Esta practica
no es nueva y se da en nuestro pais no solamente en el medio indigena y rural, sino
también en zonas urbanas y suburbanas, como resultado de la considerable diversidad
biol6gica del pais, de la naturaleza pluriétnica de su poblacién y de la necesidad de

recursos accesibles frente a muy diversos padecimientos.

En la actualidad, nuestro pais dispone de la Famacopea Herbolaria de los Estados
Unidos Mexicanos, publicada en 2004, sin embargo la informacion que en ella
encontramos corresponde a la publicada en las farmacopeas espafola y europea. La
utilidad de estas monografias en el control de calidad de las plantas introducidas, pero
de gran consumo en el México actual, puede ser cuestionada ya que las plantas que se
cultivan en distintas regiones del mundo varian en composicion, eficacia y toxicidad;
estas variaciones deben considerarse al establecer las pruebas de calidad a dichas
plantas. Por otro lado, las monografias de plantas autéctonas son practicamente
inexistentes en esta primera edicion de la Farmacopea Herbolaria. La razén es que no

se dispone de la informacién cientifica necesaria para integrarlas.




INTRODUCCION

Antes de su puesta en el mercado, todo nuevo medicamento debe probar su
eficacia y su seguridad. Organismos de regulacién como la EMEA (European Medicines
Agency), la FDA (Food and Drug Administration) en Estados Unidos o la SS (Secretaria
de Salud) en México se encargan de establecer los procedimientos de pruebas para
medicamentos y de velar por su aplicacion. La Secretaria de Salud, a través de la
COFEPRIS, que es un 6rgano descentralizado, actualmente se encuentra en proceso
de cambio, estableciendo nuevos reglamentos para el control de medicamentos

herbolarios.

Cabe recordar que una vez que un medicamento es considerado prometedor,
pasa a la fase de investigacion preclinica, donde se analiza “in-vitro” (es decir, en
laboratorio, por ejemplo, en cultivos celulares) y a continuacién “in-vivo” en animales de
laboratorio. Esta etapa es indispensable para asegurar la seguridad de las primeras
fases de ensayos en el hombre. Si el medicamento pasa con éxito la fase de pruebas
preclinicas, entra en fase de investigacion clinica, en la cual el medicamento es

evaluado en humanos.

Como parte de la investigacion preclinica, durante el desarrollo de la formulacién
es fundamental establecer el perfil de disolucidén del farmaco en la forma de dosificaciéon
seleccionada. Dicha etapa es importante ya el proceso de absorcion de un farmaco
contenido en una forma farmacéutica solida, después de la administracion oral,
depende, entre otros aspectos, de la liberacion del principio activo del producto y de la
disolucién o solubilizacion en las condiciones fisiolégicas. Debido a la naturaleza de
estos factores, la evaluacién de la velocidad de disolucion in vitro puede ser una
prediccion del comportamiento in vivo, siempre y cuando el paso limitante para la

absorcién sea la disolucion.
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Con base en lo antes expuesto, Guerrero Analco y colaboradores desarrollaron la
investigacion cientifica (2005, 2006 y 2007), con el fin de elaborar la monografia
correspondiente a la especie H. standleyana, la cual es una especie ampliamente
utilizada en México con fines terapéuticos, principalmente para el tratamiento de la
diabetes mellitus, padecimiento que afecta a gran parte de la poblacién mexicana y que
va en aumento. Entre sus resultados, comprobaron que un extracto integro preparado a
partir de la corteza de H. standleyana ocasiona un decremento significativo de la
concentracion de glucosa en sangre de ratas normales y diabéticas. El fraccionamiento
biodirigido del extracto antihiperglicémico permitio el aislamiento y la caracterizacion de
cinco compuestos, entre los que se encuentra la 5-O-[3-D-apiofuranosil-(1—6)-3-D-
glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina, cumarina identificada como el
principio activo responsable de la actividad antihiperglicémica del extracto. El preparado
fitofarmacéutico, desarrollado a partir del extracto acuoso de la corteza de arbol, se

encuentra contenido en cipsulas de gelatina dura para continuar con su estudio.

Con el fin de continuar el trabajo de investigacion realizado por Guerrero Analco y
colaboradores, el presente trabajo tiene como principales objetivos desarrollar y validar
un método analitico para cuantificar mediante CLAR el compuesto 5-O-[B-D-
apiofuranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina
presente en las capsulas de gelatina dura; asi como desarrollar el perfil de disolucion de
dichas capsulas a pH 4.5 para determinar su comportamiento en ese pH.
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GENERALIDADES

2.1 LA MEDICINA HERBOLARIA EN MEXICO

Las plantas medicinales juegan un papel primordial en los sistemas de salud de
numerosas regiones del mundo, en particular en los paises en vias de desarrollo,
algunos de los cuales cuentan con sistemas de medicina tradicional milenarios. En el
caso especifico de México, las plantas medicinales han constituido desde épocas
precolombinas, el recurso mas importante con el que cuenta la poblacion para procurar
alivio a sus enfermedades. Al igual que en otras regiones del mundo, muchas especies
se explotan y comercializan de manera irracional, muchas veces bajo la creencia que
son inocuas. Aun mas, estas plantas y los productos derivados de ellas no son sujetos
a control de calidad alguno, por lo que en muchas ocasiones el usuario consume
productos adulterados o de mala calidad. A pesar de ello a la fecha no se han

elaborado monografias para este tipo de productos de manera rigurosa

En México, las plantas medicinales forman parte esencial de las estrategias
generadas por la poblacion para enfrentar sus enfermedades cotidianas. Esta presencia
relevante se da en nuestro pais como resultado de la considerable diversidad biologica
del pais, de la naturaleza pluriétnica de su poblacién y de la necesidad de recursos
accesibles frente a muy diversos padecimientos. Lo anterior se enmarca en el término
herbolaria que no refiere exclusivamente al conjunto de especies medicinales utilizadas
empiricamente, sino también al saber que articula la aplicacion de esos recursos y que

es motivo de creciente interés.
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La riqueza floristica de México, la abundancia y diversidad de su flora medicinal,
fueron reconocidas desde la época precortesiana. Durante las jornadas mismas de la
conquista, los espafioles se percataron de la presencia y eficacia de la medicina nativa.
Las plantas medicinales de México fueron pronto objeto de comercio hacia Europa, y
han motivado desde entonces numerosas Yy diversas investigaciones en varias de sus
facetas. Sin embargo, su aplicacion empirica ya llevaba implicita desde antes de la
conquista un profundo saber, resultado de una investigacion sistemética desde la
perspectiva de las ciencias autdctonas.

Las plantas medicinales no son inocuas; tienen un efecto terapéutico sobre el ser
humano e implican riesgos cuando se emplean de forma inapropiada. Por ello, es
necesario establecer lineamientos oficiales relacionados con el control de calidad,
destinados a asegurar en la medida de lo posible la idoneidad de las plantas utilizadas

en nuestro pais.

La atraccion en ascenso por el uso de las plantas medicinales en México, y
también su creciente promocién mercantil, no son privativas del pais, sino comunes en
diversas regiones del mundo, dicho interés en aumento tiene implicaciones sanitarias
no desdefiables tanto positivas como negativas, las cuales forman parte de los factores
gue han orillado a la Secretaria de Salud a generar una regulacion en cuanto a dichos
productos; sin embargo dicha regulacion es muy pobre en comparacion con la existente
para los medicamentos aislados y quimicamente definidos, por lo que los esfuerzos por
atender dicha area, asi como el impulsar el aprovechamiento del potencial terapéutico

de la flora en México contindan.
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2.2 COPALCHI

La palabra “copalchi” proviene de dos palabras del nahuatl “copal” y “chichic” que
significan “incienso amargo o0 resina de incienso amargo”, respectivamente. Este
término se utiliza para designar al menos a 11 especies de arboles o arbustos que
pertenecen a las familias Rubiaceae y Euphorbiaceae y que de acuerdo a algunos
autores conforman un complejo de plantas medicinales. Las plantas del complejo
copalchi se caracterizan por sus cortezas extremadamente amargas y Uutiles en el

tratamiento del paludismo y de la diabetes.

Dentro de la familia Rubiaceae existen cinco géneros que son los mas utilizados y
comercializados: Hintonia latiflora (Sessé et Mocifio ex DC) Bullock, Exostema
caribaeum (Jacqg.) Rom. Et Schult., E. Mexicanum Gray e Hintonia standleyana Bullock;
a su vez el género Hintonia esta constituido por cuatro especies: H. latiflora, H.
standleyana, H. octomera (Hemsley) Bullock y H. lumaeana (Baillon) Bullock.

H. standleyana se conoce popularmente con los nombres de copalchi, falsa quina,
cocostic-quina y quina amarilla. La corteza de la planta se utiliza principalmente en la
medicina tradicional para el tratamiento de fiebres asociadas al paludismo, para tratar la
diabetes y otros padecimientos. Su distribucién geogréfica abarca el centro y sur de
México (cuenca alta del rio Balsas). Morfoldgicamente se observa que los l6bulos y la
corola de H. standleyana son pubescentes y blancos, la superficie de las hojas también
es pubescente y en el envés se presentan vellosidades a lo largo de las venas.
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Figura 1. Hintonia standleyana Bullock (Rubiaceae)

El primer estudio fotoquimico y farmacoldgico orientado a establecer la inocuidad,
eficacia y la composicién quimica de la especie H. standleyana se realizé por Guerrero
Analco y colaboradores en las instalaciones del conjunto E de la Facultad de Quimica
de la UNAM en el afio 2007. En dicho estudio se identificaron compuestos de
naturaleza glicosidica, a partir del extracto de la corteza de H. standletyana, los cuales
constituyen nuevos productos naturales y algunos de los cuales se identifican como los
principios antidiabéticos de dicha especie, tal caso es para la 5-O-[3-D-apiofuranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina.
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2.3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA 5-O-[B-D-APIOFURANOSIL-
(1—6)-B-D-GLUCOPIRANOSIL]-7-METOXI-3',4’-DIHIDROXI-4-FENILCUMARINA

Férmula estructural:

1
\fﬂ’n ' ‘T
OR O “‘u""s m-
Ho ]
HO o | OH CIhd
=t H:T M

Lo 12

Nombre quimico: 5-O-[B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-

dihidroxi-4-fenilcumarina.

Formula condensada: Cy7;H30015

Peso Molecular: 594 g/mol

Punto de fusion: > 250° C

Descripcién: Polvo cristalino de color amarillo
Soluble en: agua, etanol, metanol, isobutanol
Insoluble en: acetonitrilo, cloroformo, acetato de etilo
pKa: no determinado

A maxima de absorcion UV (6mg/ml de agua): 255.7 nmy 326.9 nm

10
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2.4 GENERALIDADES DE LA DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica debida a que el pancreas no
produce insulina suficiente o a que el organismo no la puede utilizar eficazmente. La
insulina es una hormona que regula el azicar en la sangre (glucemia). La hiperglucemia
(aumento de la glucemia) es un efecto frecuente de la diabetes no controlada, y con el
tiempo produce importantes lesiones en muchos sistemas organicos, y en particular en

los nervios y los vasos sanguineos.

La diabetes mellitus se clasifica principalmente en tres tipos:

=Diabetes Tipo 1. antes conocida como diabetes insulinodependiente, se

caracteriza por una ausencia de la produccion de insulina debido a la destruccion de las
células beta del pancreas por procesos autoinmunes o idiopaticos. Sin la administracion
diaria de insulina exdgena, este tipo de diabetes lleva rapidamente a la muerte.

Sin suficiente insulina, la glucosa se acumula en el torrente sanguineo, en lugar de
penetrar en las células. El cuerpo es incapaz de utilizar la glucosa como energia a
pesar de los altos niveles en el torrente sanguineo, lo que lleva a que aumente el
hambre. Ademas, los altos niveles de glucemia causan aumento de la miccién y esto

lleva a que se presente sed excesiva.

=Diabetes Tipo ll: antes conocida como diabetes no insulinodependiente, se debe

a que el organismo no utiliza eficazmente la insulina. EI 90% de los diabéticos del
mundo padecen diabetes de tipo 2, que se debe en gran parte a la inactividad fisica y al

peso corporal excesivo.
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La diabetes es causada por un problema en la forma en que el cuerpo produce o
utiliza la insulina. Puede haber una resistencia a la insulina o una produccién
insuficiente de insulina para la utilizacion en las células del cuerpo. Por lo general, este
tipo de diabetes se desarrolla gradualmente, debido a que el pancreas se va
deteriorando con el tiempo, por la sobreproduccién de insulina en primera instancia y el
posteriormente el déficit. Los sintomas pueden ser similares a los de la diabetes de tipo
|, pero menos acentuados. En consecuencia, es posible que la enfermedad soélo se
diagnostique varios afios después de su inicio, una vez que ya han aparecido sus
complicaciones. Hasta hace poco este tipo de diabetes s6lo se observaba en los

adultos, pero ahora también empieza a verse en nifios obesos.

=Diabetes gestacional: es la hiperglucemia que se identifica por vez primera

durante el embarazo. Sus sintomas son similares a los de la diabetes de tipo Il, pero
suele diagnosticarse por las pruebas realizadas durante los examenes prenatales, mas

gue por la manifestacion de sintomas.

A diferencia de la diabetes de tipo I, la diabetes gestacional no es causada por la
carencia de insulina, sino por los efectos bloqueadores de las otras hormonas en la

insulina producida, una condicion referida como resistencia a la insulina.

2.4.1 LA INSULINA

La insulina es una hormona polipeptidica, producida por las células beta de los
islotes de Langherhans de una glandula denominada péancreas. Estas células la
producen en forma de un precursor activo denominado proinsulina que posteriormente
pasara al aparato de Golgi donde se elimina un parte y se unen los dos fragmentos
restantes mediante puentes de disulfuro.
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Al viajar por la sangre la glucosa necesita combinarse con insulina para penetrar
en las células. Al no existir insulina (Diabetes Mellitus tipo 1) o al no ser esta reconocida
por las células (Diabetes Mellitus tipo 1), la glucosa no ingresa a las células y su
concentracion aumenta, elevando la glicemia y dando lugar a lo que se denomina
hiperglicemia. Mantiene la concentracion de glucosa en la sangre. Lo consigue porque
cuando el nivel de glucosa es elevada el pancreas la libera a la sangre. Su funcién es
favorecer la absorcion celular de la glucosa. Es una de las dos hormonas que produce
el pancreas junto con el glucagon (al contrario de la insulina, cuando el nivel de glucosa

disminuye es liberado a la sangre).

2.4.2 LA DIABETES MELLITUS COMO PROBLEMA SOCIAL

La incidencia de la diabetes, que causa cada afo la muerte de 3,2 millones de
personas en el mundo, se incrementard hasta llegar a afectar a 366 millones de
ciudadanos en el afio 2030 si la poblacion no cambia los habitos de vida que conducen
al sobrepeso y la obesidad. Este es el alarmante panorama que muestra un informe
presentado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2004). Actualmente existen
al menos 171 millones de diabéticos en el mundo y esta cifra podria aumentar un 150%
para el afio 2030, segun sefiala el informe. En concreto, segun estas estimaciones,
cada minuto se producen en el mundo seis muertes por diabetes o afecciones conexas,

cifra que triplica los céalculos precedentes.

A diferencia de lo que sucede en los paises ricos, en los pobres las dos terceras
partes de diabéticos estan en edad de trabajar (entre 35y 64 afios), mientras que en el

mundo industrializado méas de la mitad de enfermos tiene més de 65 afos.
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Los primeros lugares en la lista de los diez paises con el mayor numero de
personas que sufren diabetes en el mundo lo ocupan India, China y EUA. Les siguen,
en orden descendente, Indonesia, Japon, Pakistan, Rusia, Brasil, Italia y Bangladesh.
La OMS ha observado que el incremento mas dramético de casos se ha producido en
Asia, especialmente en China y la India, pero la situacion se agrava rapidamente
también en Africa y América Latina. En este Gltimo lugar Brasil cuenta con el mayor
namero de enfermos con 4,5 millones de casos, seguido de México con 2,1 millones,

Argentina con 1,4 millones, Colombia con 883.000 casos y Peru con 754.000 casos.

2.5 LA FORMULACION DE MEDICAMENTOS Y LA BIOFARMACIA

La formulacién de los medicamentos generalmente incluye el principio activo y
una seleccion de ingredientes (excipientes) que conforman la forma de dosificacion
(tabletas, capsulas, etc.). Los medicamentos son disefiados para liberar el farmaco para
efectos sistematicos o locales. El disefio y formulacion de medicamentos requiere una
profunda comprension de los principios fisicoquimicos y biofarmacéuticos en la

liberacién de farmacos.

La Biofarmacia es el estudio del impacto in-vivo de las propiedades fisicoquimicas
del farmaco y del medicamento en la liberacién del farmaco en el cuerpo bajo
condiciones normales o patoldgicas. El principal interés de la Biofarmacia es la
biodisponibilidad de los farmacos. La biodisponibilidad se refiere a la cantidad y

magnitud de principio activo que esta disponible en el sitio de accion.
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Los estudios biofarmacéuticos permiten el disefio racional de medicamentos

basandose en:

1) Las propiedades fisicas y quimicas del farmaco.

2) La via de administracion del medicamento, incluyendo la naturaleza anatémica
y fisiol6gica del sitio de aplicacion.

3) El efecto farmacodinamico deseado (accion inmediata o prolongada).

4) Propiedades toxicologicas del farmaco.

5) Seguridad de los excipientes.

6) Efecto de los excipientes y de la forma farmacéutica en la liberacion del

farmaco.

Cada via de administracion de farmacos presenta consideraciones
biofarmacéuticas especiales para el disefio de un medicamento. Para elegir la via de
administracién de un farmaco vy realizar un disefio conveniente de un medicamento, la
biodisponibilidad del principio activo puede variar de una rapida y completa absorcién a
una lenta y sostenida velocidad de absorcién o inclusive practicamente no absorberse,
segun el objetivo terapéutico. Una vez que el farmaco es absorbido sistémicamente,
ocurren los procesos fisiolégicos normales para la distribucion y eliminacion, que por lo
general no estan influenciados por la formulacion del medicamento. La velocidad de
liberacién del farmaco del medicamento, asi como el grado y tipo de absorcién del
farmaco, son importantes para determinar la intensidad y duracién de la accion del

farmaco.

15



GENERALIDADES

La absorcién sistémica del farmaco consiste en la sucesién de ciertos procesos,
tales procesos para los medicamentos solidos orales de liberacion inmediata son: (1) la
desintegracion del medicamento y la subsecuente liberacion del farmaco, (2) la
disolucion del farmaco en un ambiente acuoso y (3) la absorcion a través de las

membranas celulares.

. T l o o

Figura 2. Proceso por el cual un farmaco llega a la circulacion sistémica

En el proceso de desintegracion, disolucidén y absorcién del farmaco, la velocidad
a la cual el farmaco llega a la circulacion sistémica se determina por la etapa mas lenta
de la secuencia. Excepto para los medicamentos de liberacion controlada, la
desintegracion de un medicamento oral solido es usualmente mas rapida que la
disolucion y la absorcion del farmaco. Para farmacos que tienen una solubilidad acuosa
muy pobre, la velocidad a la cual se disuelve el farmaco (disolucion) es a menudo el
paso mas lento, por lo tanto, ejerce un efecto limitante en la biodisponibilidad del
farmaco. En contraste, para un farmaco que tiene una alta solubilidad en agua, la
velocidad de disolucién es rapida, y la velocidad a la cual e farmaco atraviesa las

membranas celulares puede ser el paso limitante.
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2.5.1 DESINTEGRACION

Para las formas farmacéuticas orales de liberacion inmediata, el medicamento
debe desintegrarse en pequefias particulas para liberar el principio activo. El proceso
de desintegracién no implica la completa disolucién de la forma farmacéutica y/o del
principio activo. Una completa desintegracion es definida por la USP como “el estado en
el cual ningun residuo de la unidad, excepto fragmentos del recubrimiento insoluble o
capsulas permanecen en la malla del equipo como una masa insoluble”. Sin embargo la
prueba de desintegracion permite la medicidén precisa de la formacién de fragmentos,
granulos o agregados de las formas farmacéuticas solidas; a partir de éstos ensayos
no se obtiene informacién sobre el grado de disolucién del principio activo. A pesar de
lo anterior, ha habido un cierto interés en utilizar la prueba de desintegracién para poder
clasificar los farmacos dentro del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS).

En general la prueba de desintegracién sirve como un componente del control de

calidad durante la produccién de formas farmacéuticas sélidas.

2.5.2 DISOLUCION

Disolucion se define como el proceso por medio del cual una sustancia se
dispersa en otra, a nivel molecular. Dicho proceso esta determinado por la afinidad
entre ambas especies, dando como origen a una solucion, la cual es una dispersién

molecular homogénea.

17



GENERALIDADES

El proceso de absorcién de un farmaco contenido en una forma farmacéutica
solida, después de la administracion oral, depende, entre otros aspectos, de la
liberacién del principio activo del producto y de la disolucion o solubilizacién en las
condiciones fisiolégicas; debido a la naturaleza de estos factores, la evaluacion de la
velocidad de disolucién in vitro puede ser una prediccion del comportamiento in vivo,
siempre y cuando el paso limitante para la absorcion sea la disolucion. En base a esta
consideracién, se utilizan las pruebas de disolucion in vitro para las formas de
dosificacion oral sélidas, como comprimidos y capsulas, para evaluar la calidad de un
producto medicinal lote a lote; asi como para guiar el desarrollo de nuevas
formulaciones (para determinar si existen interferencias de los excipientes o del proceso
de manufactura y en su caso aplicar medidas correctivas pertinentes); asegurar la
calidad y el rendimiento continuo del producto después de ciertos cambios, tales como
modificaciones en la formulacién, el proceso de fabricacion, el sitio de fabricacion y el
aumento en escala del proceso de fabricacién y en algunos casos, para predecir la

biodisponibilidad y bioequivalencia de los productos.

El perfil de disolucion es la determinacion experimental de la cantidad de farmaco
disuelto a diferentes tiempos, en condiciones experimentales controladas, a partir de la
forma farmacéutica y se representa graficamente como la velocidad de disolucion

(tiempo), contra el porcentaje de farmaco disuelto.

En México, la Secretaria de Salud a través de la NOM-177-SSA1-1998, establece
los lineamientos para llevar a cabo un perfil de disolucion como prueba de
intercambiabilidad de medicamentos. En dicha norma se especifica que para realizar el
perfil de disolucion, deben seleccionarse por lo menos cinco tiempos de muestreo
(excepto el tiempo cero) que permitan caracterizar apropiadamente la curva ascendente
y la fase de meseta. Unicamente dos puntos estaran en la meseta de la curva y los
otros tres distribuidos entre la fase ascendente y de inflexion. Cuando el 85
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por ciento del farmaco se disuelve en un tiempo menor o igual a quince minutos, no es
necesario caracterizar la curva ascendente, pero los tiempos de muestreo deben estar
suficientemente espaciados a lo largo del perfil de disolucién; los muestreos deben
realizarse, dentro de los tiempos establecidos en el método de evaluaciéon con una
variaciéon que no afecte los resultados de la prueba. Puede utilizarse una curva de
calibracidn de la sustancia de referencia para calcular por interpolacion la concentracion

del farmaco disuelto.

El método analitico que se utilice para construir el perfil de disolucién debe estar
debidamente validado, y cumplir al menos con los siguientes parametros: linealidad, y
precision. Los criterios y requisitos que deben cuidarse en cuanto al equipo para la
realizacion de perfiles de disolucion en formas farmaceéuticas orales de liberacion
inmediata son: verificar que el equipo cumpla con las dimensiones y especificaciones
descritas en el método general de andlisis de la FEUM o de la farmacopea utilizada, asi
como con la normatividad aplicable. Evaluar la magnitud de la vibracion del equipo en
condiciones estaticas. Calibrar el equipo de disolucién realizando las pruebas de
confiabilidad del equipo con tabletas calibradoras cuya certificacion sea trazable y los
resultados de estas pruebas deben estar dentro de los limites de aceptacion.

En Estados Unidos de América, la instancia encargada de la regulacién en cuanto
a la fabricacion, distribucion y venta de Medicamentos es la FDA (Food and Drug
Administration), a la cual se le hacen llegar las solicitudes de farmacos nuevos (NDA),
las cuales contienen datos de biodisponibilidad y de disolucién in vitro que, junto con
los datos de quimica, fabricacion y controles, caracterizan la calidad y el rendimiento del
producto terapéutico. Se requieren datos de bioequivalencia aceptables y datos
comparables de disolucion in vitro para la aprobacion de las solicitudes abreviadas de
farmacos nuevos (ANDA) (21 CFR 314.94). Las especificaciones in vitro para los
productos genéricos deberan establecerse en base a un perfil de disolucion. Una vez
establecidas las especificaciones en wuna NDA, se publican las
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especificaciones de disolucion para la seguridad cualitativa de lote en lote en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) como normas en compendio, que se
convierten en las especificaciones oficiales para todos los productos genéricos.

2521 FACTORES QUE AFECTAN LA DISOLUCION DE FORMAS
FARMACEUTICAS SOLIDAS

Para determinar la velocidad de disolucion en los preparados sélidos en
condiciones estandarizadas, deben considerarse diversos procesos fisicoquimicos
como los procesos de humectacién, la capacidad de penetracion del medio de
disolucion, el proceso de hinchamiento, la desintegracion y la disgregacion.

La humectacion de la superficie de los preparados solidos controla el acceso de
liquido hacia la superficie del sélido y muchas veces es el factor limitante en el proceso
de disolucién. La velocidad de la humectacion depende directamente de la tensién
superficial en la interfase y el angulo de contacto entre la superficie del sélido y el
liquido. Ademas, la presencia de aire en el medio de disolucién hace que las burbujas
de aire sean atrapadas en los poros de los comprimidos y actien como barrera en la
interfase. En el caso de las capsulas, la capa de gelatina es extremadamente hidrofilica
y por lo tanto no existen problema en cuanto a la capacidad de humectacién del

preparado (si bien pueden existir en cuanto a los polvos en su interior).

Una vez que el preparado soélido se ha desintegrado en granulos o agregados, las
caracteristicas de penetracibn desempefian un papel primario en el proceso de
disgregacion. Los lubricantes hidrofébicos disminuyen la velocidad de penetracién y por
lo tanto el proceso de disgregacion. El gran tamafio de los poros facilita la
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penetracion, pero si es demasiado grande puede inhibirla por disminucion de la tension
interna causada por el hinchamiento del desintegrante.

Cuando se produce la disgregacion y dislocacién, las particulas del farmaco
guedan expuestas al medio de disolucion y la disolucién tiene lugar como lo marca la
teoria de la pelicula que indica que una particula sélida sumergida en un liquido es
sometida a dos pasos consecutivos: el primer paso, la solucion, es casi instantaneo; el
segundo la difusién, es mucho mas lento y por lo tanto es el paso limitante de la
velocidad. La velocidad de la disolucién se define como la cantidad de farmaco que se
disuelve por unidad de tiempo bajo condiciones estandarizadas de la interface

liquida/sdlida, la temperatura y la composicion del solvente.

2.5.2.2 FACTORES QUE IMPACTAN EN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION

Se clasifican en 5 categorias:

1) Factores asociados a las propiedades fisicoquimicas del farmaco
2) Factores asociados a la formulacién y al proceso de fabricacion
3) Factores asociados al equipo de disolucion

4) Factores asociados al medio de disolucién

5) Factores asociados al medio ambiente
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2.5.2.2.1 FACTORES ASOCIADOS A LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL
FARMACO

Las propiedades fisicoquimicas del farmaco desempefian un papel primario en el

control de su disolucion a partir de un preparado, como son:

» Estado amorfo o cristalino. Las formas amorfas de un farmaco usualmente presentan

mayor solubilidad y por lo tanto mejor grado de disolucién en comparacion con la que

presenta una forma cristalina.

» Grado de hidratacion. El grado de hidratacién es un factor importante ya que se ha

encontrado que las formas anhidras tienen una solubilidad y disolucion acuosa mayor

gue las formas hidratadas.

» Estado quimico (acido, base o sal). La formacion de sales tiene por objetivo tener una

forma ionizada del farmaco, para aumentar su disolucién, el pKa del compuesto

también influye significativamente.

e Tamafio de particula. Dado que el area de superficie aumenta con la disminucion del

tamafio de particula, pueden lograrse velocidades de disolucién mayores.

o Solubilidad. La solubilidad es un pardmetro termodinamico que representa la
concentracion de la solucion de un farmaco en equilibrio con el soluto, segun la
ecuacion de Noyes-Whitney, la solubilidad de una sustancia representa el factor mas
importante en la velocidad de disolucion, ya que si la superficie del sélido permanece
constante durante todo el proceso, la velocidad de disoluciébn es directamente
proporcional a la solubilidad.
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2.5.2.2.2 FACTORES ASOCIADOS A LA FORMULACION Y AL PROCESO DE
FABRICACION

Se ha demostrado que la velocidad de disolucién de un farmaco puro puede ser
alterada en forma significativa cuando se mezcla con diversos aditivos durante el
proceso de elaboracion de preparados solidos. Estos aditivos se agregan para
satisfacer ciertas funciones farmacéuticas como diluyentes, tinturas, fijadores, agentes

de granulacién, desintegrantes y lubricantes; por ejemplo:

 Diluyentes y desintegrantes. Uno de los diluyentes mas utilizados es el almidon, el

cual puede aumentar la velocidad de disolucién en farmacos hidréfobos al formar una
capa fina de particulas de almidon impartiéndole una propiedad hidrofilica al preparado

y por ende mejora la velocidad de disolucion.

 Compactadores y agentes de granulacidn. Pueden darle caracteristicas hidrofilicas a

la superficie hidrofobica de un farmaco, mejorando su solubilidad.

* Lubricantes. Los lubricantes hidréfobos como el estearato de magnesio, estearato de
aluminio, acido estearico y el talco reducen el area de la interfase del farmaco con el
disolvente por la modificacion de las caracteristicas de la superficie del comprimido,
dando una disminucion en la capacidad de humidificacién, la prolongacion de su tiempo

de desintegracion y disminucién de su disolucién.
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Los numerosos factores de procesamiento involucrados en la elaboracién de los
comprimidos influyen mucho sobre las velocidades de disolucion. ElI método de
granulacién, el tamafio, la densidad, el contenido de humedad y la antigiiedad de los
granulos asi como la fuerza de compresién utilizada en el proceso de formacion de los
comprimidos, contribuyen a las caracteristicas de la velocidad de disolucion del
producto final.

El proceso de granulacion en general aumenta la velocidad de disolucion de los
farmacos poco solubles. El proceso de granulacibn humeda ha sido considerado
tradicionalmente como un método superior al procedimiento de doble compresién o de
compresidn en seco. En general la granulacion humeda mejora la velocidad de
disoluciéon por medio de proporcionar propiedades hidrofilicas a la superficie de los
granulados.

Sin embargo con los nuevos equipos y materiales para la elaboracion de
comprimidos, resulta mas evidente que una cuidadosa preparacién, una apropiada
secuencia de mezclado y el tiempo en que se agregan los diversos ingredientes son los
criterios principales que afectan las caracteristicas de disolucion.

También se ha encontrado que la fuerza de compresion tiene un gran efecto sobre
la disolucion, ya que de esta depende la densidad aparente, la porosidad, la dureza y el
tiempo de desintegracion; el efecto inhibidor es debido al aumento de la unién entre las
particulas produciendo un aumento en la densidad y dureza y por lo tanto la reduccion

de la penetrabilidad del disolvente.
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2.5.2.2.3 FACTORES ASOCIADOS AL EQUIPO DE DISOLUCION

La mayoria de los métodos oficiales construyen sus equipos de la misma manera,
sus principales componentes son: contenedores, agitadores, controles de temperatura y
sistemas de deteccion analitica. El disefio y la geometria de los equipos han estado
cambiando con el tiempo y se pueden clasificar de acuerdo a la hidrodinamia asociada
al equipo; se reconocen dos categorias principales: los métodos de vaso que son
sistemas cerrados y los sistemas de flujo continuo de compartimentos abiertos, siendo
los aparatos | (canastas) y Il (paletas) los mas utilizados.

Respecto a la geometria de los aparatos | y Il, la desviacibnque presenten los
parametros a calibrar, afectan los valores de porcentaje disuelto originales, los

parametros son:

Parametro % de desviacidon permitido
Horizontalidad del equipo -25a+2
Centrado de los vasos -13a+2
Alineamiento y excentricidad -8a+4
Vibracion -10a +5
Agitacion + 10
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2.5.2.2.4 FACTORES ASOCIADOS AL MEDIO DE DISOLUCION

La eleccion del medio apropiado para las pruebas de disolucion depende
ampliamente de la solubilidad del farmaco, asi como de motivos econdémicos y
practicos. Existen factores que afectan la disolucion del farmaco relacionados con el

medio de disolucién como son:

» Agitacién. Es la forma de asemejar los principales movimientos peristalticos en el
tracto gastrointestinal. La relacion entre la intensidad de la agitacion y la velocidad de
disolucién varia en forma considerable con el tipo de agitacion usado, el grado de flujo
laminar y turbulento en el sistema, la forma y el disefio del agitador y las propiedades
fisicoquimicas del sélido. Cuando se usa un dispositivo agitador como una paleta, la
agitacion genera un flujo que continuamente modifica la interfase liquido-sélido entre el

disolvente y el farmaco, mejorando la velocidad de disolucion.

» Temperatura. Dado que la solubilidad de los farmacos depende de la temperatura, su

control cuidadoso durante el proceso es muy importante y debe mantenerse dentro de
un intervalo de = 0.5 de grado. En general se mantiene la temperatura a 37 °C durante

las determinaciones de disolucioén.

* pH. El pH del medio de disolucién es muy importante en el desarrollo de una prueba
de disolucion, ya que dependiendo del pKa del soluto, el pH determinara la carga de la
molécula en solucion. La estabilidad del medicamento enmedios de disolucién puede
limitar el rango de pH, que se debe mantener en +0.05.
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» Tensidén superficial. Debido a que las sustancias tensoactivas y los agentes

humectantes reducen el angulo de contacto y por lo tanto mejoran el proceso de
penetracion de la matriz por el medio de disolucion, lo cual produce un aumento de la

velocidad de liberaciéon del farmaco.

» Gases disueltos. La cantidad de gas disuelta en equilibrio con el liquido disminuye la

temperatura, y el aire disuelto en los medios puede formar burbujas, al depositarse
burbujas de aire en la forma farmacéutica produce la disminucion de la disolucion
debido a que la superficie de contacto del sdélido con el disolvente es modificada. Por tal
motivo es importante deaerear el medio de disolucién ya sea por filtracién al vacio,
burbujeo con Helio, agua caliente colocada a vacio con o sin sonicacion o el uso de un

dispositivo dosificador de medio, comercialmente disponible.

* Viscosidad. El coeficiente de difusién, y por lo tanto, la movilidad de las particulas
disueltas a través de la capa de difusion es inversamente proporcional a la viscosidad
del medio, por lo que si se cuenta con una solucion viscosa, se afectara negativamente

la velocidad de disolucion.

2.5.2.2.5 FACTORES ASOCIADOS AL MEDIO AMBIENTE

» Almacenaje y empaque. La temperatura y humedad son factores importantes en el

almacenaje y empaque, ya que estas condiciones pueden alterar el contenido de
humedad permisible para el farmaco, o bien sensibilizar la afinidad por la humedad de
los excipientes, alterando con ello el proceso de disolucién.
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2.5.2.3 EQUIPOS UTILIZADOS PARA LLEVAR A CABO LAS PRUEBAS DE
DISOLUCION IN VITRO

Existen diversos equipos de disolucién, los cuales estan disefiados para evaluar
diferentes formas farmacéuticas. La Farmacopea de cada pais, contiene la descripcién
detallada de las caracteristicas de los equipos, la metodologia y los criterios de
aceptacion para los productos farmacéuticos que deben ser sometidos a esta prueba.
Dentro de los equipos oficiales para realizar pruebas farmacopéicas oficiales se

encuentran:

Tabla 1. Tipos de equipos oficiales utilizados en la prueba de disolucion

No. de Nombre del Tipo de Forma Referencia
Aparato Aparato Farmacéutica Farmacopéica

| Canastilla Giratoria Solidos FEUM, USP

Il Paletas Giratorias Solidos y Suspensiones FEUM, USP
Solidos USP

Il Cilindro Reciproco (medicamentos de

(BIO DIS) liberacion prolongada)
Solidos USP
Celda de Flujo (medicamentos que contengan
v Continuo farmacos poco

solubles en agua)

\Y, Paleta Sobre Disco Parche transdémico USP
VI Cilindro Giratorio Parche transdémico USP

Solidos USP
i Disco Reciproco (medicamentos de

liberacién prolongada)

Como podemos observar en la Tabla 1, en México la FEUM hace referencia a los

aparatos | y Il, por lo cual se detallaran a continuacion.
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2.5.2.3.1 APARATO I: CANASTILLA GIRATORIA

Consta de un vaso cilindrico de vidrio inactivo transparente, de fondo esférico de
160 a 175 mm de alto y de 98 a 106 mm de diametro interno con capacidad de 1000
mL, con una tapa que debe estar ajustada para retardar la evaporacion y que permita la
insercién de un termdémetro, asi como la toma de muestra, el vaso firmemente ajustado
debe estar sumergido en un bafio de agua de tamafio adecuado que tenga un ligero
movimiento constante y que mantenga la temperatura del medio de disolucién a 37° C +

0.5° C. El eje transmisor debe girar suavemente y sin bamboleo.

El regulador de velocidad de rotacion debe mantener la velocidad constante. La
velocidad de rotacion mas comunmente usada es 100 rpm. La canastilla consta de dos
partes: la parte superior esta unida al eje transmisor del movimiento y es de acero
inoxidable; se ajusta a la parte inferior por medio de tres ganchos para permitir que se
coloque la muestra en el interior de la canastilla y la sostenga firmemente, permitiendo
que gire en forma concéntrica al eje del vaso durante la rotacion. La canastilla es de

acero inoxidable y la malla es del nUmero cuarenta.

Se encuentran disponibles estandares calibradores para asegurar que la
operacion mecanica y operativa son correctas. Las tabletas calibradoras que contienen
prednisona son hechas para pruebas de disolucibn que requieren tabletas
desintegrantes; mientras que las que contienen acido salicilico son utilizadas como
estandar de tabletas no desintegrantess. El aparato | se utiliza preferentemente para
capsulas formas de dosificacion que tienden a flotar o a desintegrarse lentamente.
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2.5.2.3.2 APARATO II: PALETAS GIRATORIAS

Consta de un vaso cilindrico de vidrio inerte transparente, de fondo esférico de
160 a 175 mm de alto y de 98 a 106 mm de diametro interno con capacidad de 1000
mL, con una tapa que debe estar ajustada para retardar la evaporacion y que permita la
insercién de un termémetro, asi como la toma de muestra, el vaso firmemente ajustado
debe estar sumergido en un bafio de agua de tamafio adecuado que tenga un ligero
movimiento constante y que mantenga la temperatura del medio de disolucién a 37° C +
0.5° C. El regulador de velocidad de rotacion debe mantener la velocidad constante y
con una variacion de + cuatro por ciento. La hélice agitadora es una paleta. Para su uso
se debe colocar el volumen del medio de disolucién, en el vaso del aparato, permitir que
la temperatura del medio se equilibre. Se deben colocar las unidades de dosis en el
aparato, sin provocar burbujas, y operar inmediatamente a la velocidad y tiempos
indicados. Tomar las alicuotas necesarias a los tiempos establecidos, en la zona
intermedia entre la superficie del medio de disolucion y la parte superior de la paleta, y
filtrarlas o dar el tratamiento para determinar la cantidad de principio activo disuelto en

las muestras.

Utiliza el mismo tipo de estandares de calibracion que el aparato |. Las
velocidades mas comunmente utilizadas son 50 rpm para formas farmacéuticas sélidas
y 25 rpm para suspensiones. Generalmente se prefiere este aparato para tabletas. Un
sinker, como lo son unas cuantas vueltas con alambre de platino, puede ser usado para
prevenir la flotacion de la capsula o tableta. El sinker no debe alterar las caracteristicas

de disolucién de la forma farmacéutica.
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METODOLOGIA

v

AN N N N NN

AN Y N N N U N N Y N N N

3.1 EQUIPO Y MATERIAL

Cromatografo de liquidos de alta resolucion Agilent Technologies 1100
0 Detector UV-Vis de arreglo de diodos (DAD)

Sistema de desgasificacion en linea

Bomba cuaternaria / isocréatica

Automuestreador

O O O O

Sistema de recoleccién de datos HP-Chemstation para sistemas Agilent
LCy LC/MS

Columna Phenomenex Synergi 4U MAX-RP 80A, C12, 150 x 4.6 mm
Balanza analitica Sartorius

Disolutor Pharma Alliance Tdt-08|

Sonicador Transsonic T70014

Sistema de purificacion de agua Milli-Q

Sistema de filtracién para disolventes (Equipo de filtracién Millipore, Membrana
Millipore tipo HVLP 0.45 um para filtrar solventes organicos y acuosos)
Potenciémetro Thermo Orion Modelo 410

Lavador ultrasonido Fisher Scientific

Termometro

Cronometro

Espatula como-niquel

Naves de vidrio para pesar

Probeta de vidrio de 500 mL

Probeta de plastico de 1000 mL

Pipetas Pasteur de plastico

Viales de vidrio para equipo cromatografico con tapones

Micropipetas con puntas intecambiables de plastico

Matraces aforados (5, 10, 20, 50, 250, 500 y 1000 mL)

Vasos de precipitado (250, 500 y 1000 mL)

Tubos de ensaye

Gradilla para tubos de ensaye
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v Piseta de plastico

<

Filtros swinex

v' Membrana de nylon 0.45 pm (membrana Millipore HAWP04700, Lote:
R1BN78967)

v’ Filtros de teflon en forma de cubeta poro 10 pm

v' Papel aluminio

3.2 REACTIVOS

Agua desionizada

Agua destilada

Acetonitrilo grado CLAR

Hidréxido de sodio perlas: JT Baker Lote No. A38C62

Acetato de sodio trihidratado, cristal: JT Baker Lote No. B19C15

Acido acético glacial: JT Baker Lote No. Y45C60

Acido trifluoroaético concentrado: Aldrich T62200-500G, No de Lote: 06830AE
ESTANDAR: AG-4-fenilcumarina. Lote RM86-DG0001. Obtenido en el
Laboratorio 124, Edificio E, Facultad de Quimica, UNAM.

AN NNV N N NN

v" MUESTRA: Céapsulas con preparado fitofarmacéutico de corteza de arbol
Hintonia standleyana. Lote: 1506-D, encapsuladas en el Laboratorio de
Tecnologia Farmacéutica, Edificio A, Facultad de Quimica, UNAM.

NOTA: No existe marbete en las cépsulas, solo se cuenta con los siguientes
datos:
% 1 g del preparado fitofarmacéutico contiene 143.4 mg AG-4-fenilcumarina
% Peso promedio del contenido de las capsulas: 223.7 mg
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3.3PREPARACION DE SOLUCIONES

3.3.1 MEDIO DE DISOLUCION: SOLUCION AMORTIGUADORA DE ACETATOS
0.05 M, pH 4.5 + 0.05

= Pesar 3.0 g de acetato de sodio trihidratado (CH3;COONa-3H,0) y colocar en un
matraz volumétrico de 1L que contenga aproximadamente 100 mL de agua destilada.

= Medir 1.8 mL de &cido acético glacial (CH3COOH) y verter al matraz que

contiene el agua y el acetato de sodio.

= Aforar con agua destilada.

= Verificar el pH. En caso de ser necesario ajustar con una solucién de NaOH
saturada o con acido acético (1:1) segun el caso.

= Desgasificar al vacio como se describe a continuacion: Colocar el medio de
disoluciéon dentro del garrafén de vidrio B del equipo desgasificador, colocar las
conexiones como se muestra en la Figura 1, tapar ambos garrafones y conectar al
vacio. Esperar a que todo el contenido del garrafén B pase al garrafon A cerrar la llave
de vacio e invertir las conexiones entre garrafones. Repetir el procedimiento por

triplicado.

vacio

A B

Figura 3. Esquema del equipo desgasificador
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3.3.2 AGUA ACIDIFICADA (0.1% TFA)

= En un matraz volumétrico de 500 mL que contenga aproximadamente 100 mL

de agua desionizada colocar 500 uL de &cido trifluoroacético concentrado.

= Aforar con agua desionizada.

= Desgasificar en el sonicador.

3.3.3 SOLUCION STOCK DE ESTANDAR DE AG-4-FENILCUMARINA

1000 pg/mL

» Pesar exactamente 0.005 g de estandar de AG-4-fenilcumarina y transferir a un

matraz aforado de 5 mL.

= Aforar con medio de disolucién.

3.4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 ELECCION DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Establecer las condiciones cromatograficas de trabajo para la deteccidon y
cuantificacion de AG-4-fenilcumarina, tomando como base lo reportado por Diaz Huerta
(2007).
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= Probar con distintas condiciones, variando la proporcion de fase mévil y/o la
velocidad de flujo. Para cada condicion probada se utiliza una solucion 50 pg/mL de
AG-4-Fenilcumarina preparada a partir de solucion stock de estdndar de AG-4-

fenlcumarina 1000 pg/mL.

3.4.2 PRUEBA DE CONTROL DE CALIDAD (PESO PROMEDIO)

= Se tomaron al azar 20 cépsulas, se obtuvo el peso individual de cada una y se

determind el peso promedio.

3.4.3 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

3.4.3.1 VALIDACION DEL SISTEMA

En la NOM-177-SSA1-1998 se menciona que se debe realizar la validacion del
sistema en cuanto a linealidad y precision. Experimentalmente no se realizo esta etapa
ya que en el trabajo realizado por Diaz Huerta (2007) se llevo a cabo y se obtuvieron

datos satisfactorios, por lo que Unicamente se llevé a cabo la validacion del método.

3.4.3.2 PRUEBAS DE ESTABILIDAD

= Determinar las condiciones de temperatura y tiempo, en las que el compuesto

permanece estable.
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Procedimiento:

a) Temperatura ambiente en el equipo cromatografico / 24 h

= Por triplicado se prepara una solucién 50 pg/mL de AG-4-fenilcumarina a partir
de solucion stock de estdndar de AG-4-fenlcumarina 1000 pg/mL y se transfieren a un

vial.

= Los viales se colocan en el equipo cromatografico, cubiertos con papel aluminio

para evitar contacto con la luz.

= Se hace la primer corrida cromatografica, tomando los datos obtenidos como
tiempo cero; posteriormente se realiza la corrida cromatografica a cada tiempo de
muestreo (1, 2, 3,5,7,9,11y 24 h).

b) 37°C/5h

= Por duplicado se prepara una solucion 50 pug/mL de AG-4-fenilcumarina a partir
de solucion stock de estandar de AG-4-fenlcumarina 1000 pg/mL y se transfieren las
soluciones a un tubo de ensayo (cada una a un tubo distinto), los cuales se someten a

un bafo de agua a 37° C (Sistema abierto).

= 1 mL de cada solucion se transfieren a un vial. Se realiza la primer corrida

cromatografica (tiempo cero). Se mantiene el resto de la solucién en el bafio de agua.

= Posteriormente se repite el paso anterior a cada tiempo de muestreo (15, 30,
45, 60, 120, 180 y 300 min).
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3.4.3.3 LINEALIDAD

Para evaluar la linealidad se debe preparar una curva con al menos 5 puntos (que
incluya los puntos extremos excepto cero) por triplicado. El coeficiente de regresién
debe ser mayor o igual que 0.99 y el error relativo debido a la regresién no mayor al
3%.

Procedimiento:

= Se prepara una solucién stock 1000 pug/mL con el preparado fitofarmacéutico

contenido en capsulas, a partir de ésta se prepara por triplicado la curva patrén.

= Realizar la corrida cromatogréafica de cada una de las muestras.

» Realizar los célculos pertinentes con las areas obtenidas para cada muestra.

Célculos para preparar la solucién stock 1000 pag/mL con el preparado

fitofarmacéutico:

Se parte de la siguiente igualdad: 10mg/10mL = 1mg/mL = 1000 pug/ mL

1.0 g de preparado fitofarmacéutico —» 143.4 mg AG-4-fenilcumarina

X — 10.0 mg AG-4-fenilcumarina

X = 0.0697 g » 0.07 g del preparado fitofarmacéutico

0.07 g del preparado fitofarmacéutico = 10.0 mg de AG-4-fenilcumarina
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= De acuerdo a los célculos anteriores, se pesan 0.07 g de preparado
fitofarmacéutico contenido en las capsulas y se transfieren a un matraz aforado de 10
mL y finalmente se afora con SA de acetatos pH 4.5 (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Preparacion de la curva patron

Alicuota de Aforo con _
Concentracion
_ solucion stock SA de acetatos pH 4.5
A partir de (ug/mL)
(HL) (mL)
25 10 2.5
Solucion stock 100 10 10.0
1000 pg/mL 250 10 25.0
400 10 40.0
500 10 50.0

Para establecer el rango de concentraciones de la curva patrén se tomo en cuenta

la siguiente relacion:

1.0 g de preparado fitofarmacéutico — 143.4 mg AG-4-fenilcumarina

0.2234 g de preparado fitofarmacéutico — Y

(Peso promedio del contenido de las capsulas)

Y = 32.03 mg ~ 32.0 mg AG-4-fenilcumarina

Cada cépsula contiene aproximadamente 32.0 mg de AG-4-fenilcumarina
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3.4.3.4 EXACTITUD

El promedio del porcentaje de la recuperacion de los datos de linealidad no debe

variar con respecto a la cantidad nominal en mas de 3% en cada punto.

3.4.3.5 PRECISION (REPRODUCIBILIDAD Y REPETIBILIDAD)

Repetibilidad: El coeficiente de variacion del porcentaje de recuperacion de los
datos de linealidad no debe ser mayor que el 3%.

Reproducibilidad: Evaluar el efecto de los eventos aleatorios en la precision del
método analitico, tales como los dias, los analistas o los equipos. Debe analizarse una
muestra homogénea del producto, al menos por triplicado para probar cada condicion.
El coeficiente de variacion global no debe ser mayor que el 3%.

Procedimiento:

= Reproducibilidad intralaboratorio; se preparan dos curvas patrén, cada una en
diferente dia.

= Realizar la corrida cromatogréfica de cada una de las muestras.

» Realizar los célculos pertinentes con las areas obtenidas para cada muestra.
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3.4.3.6 PRUEBA DE INFLUENCIA DEL FILTRO

Procedimiento:

= Se preparan una solucion de 25 pg/mL (concentracion intermedia de la curva
patrén), a partir de una solucion stock 1000 pug/mL con el preparado fitofarmacéutico

contenido en las c4psulas.

Tabla 3. Preparacion de las solucion para la prueba de influencia del filtro

Alicuota de Aforo con SA de
A partir de solucion stock acetatos pH 4.5 Concentracion
(uL) (mL) (Hg/mL)
solucién stock
1250 50 25

1000 pg/mL

» Se transfiere 1.0 mL de la solucién anterior a un vial y se obtiene su respuesta
cromatografica. La respuesta obtenida se consideran como el 100% al realizar los

calculos.

= 3.0 mL de la solucion inicial se hacen pasar por el filtro a probar y se determina
su respuesta cromatografica; éste procedimiento se realiza 6 veces utilizando el mismo

filtro.

= Con los datos cromatograficos obtenidos para las 6 muestras, se lleva a cabo la
relacion con respecto a la muestra sin filtrar y se obtiene el promedio del porcentaje
retenido por el filtro.

= Utilizando la misma solucién 25 pg/mL de preparado fitofarmacéutico, se repite
todo el procedimiento usando el segundo filtro a probar.
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3.4.4 EVALUACION DEL PERFIL DE DISOLUCION

Procedimiento:

= Encender el disolutor y establecer condiciones de trabajo en el controlador del

equipo.

= Verter 900 mL del medio de disolucién desgasificado en cada vaso del disolutor,

teniendo cuidado de que no se formen burbujas al momento de trasvasar.

= Colocar cada vaso en el en el bafio del disolutor, esperar a que se alcance la

temperatura de trabajo en cada uno de ellos y se mantenga constante.

= Colocar los vastagos del disolutor en su respectivo lugar; los vastagos deberan

tener colocada la canastilla con la correspondiente capsula en su interior.

= Bajar los vastagos y accionar las rpm

= En cada tiempo de muestreo, se toman 2 mL del medio que contiene cada

vaso, haciendo pasar la muestra por el filtro elegido.

= Colocar 1 mL la muestra filtrada en un vial cromatografico.

» Realizar la corrida cromatogréafica (Ver condiciones en el punto 4.1).

= Junto con las muestras problema se realiza la corrida cromatografica de una
curva patron, preparada de la misma forma que para la prueba de linealidad en la etapa

de validacion, pero utilizando estandar de AG-4-fenilcumarina en lugar del preparado

fitofarmacéutico contenido en las cdpsulas, asi como un blanco de acetatos.
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Condiciones de la prueba:

AN N Y N N N N N

No. de unidades: 12 capsulas

Medio de disolucién: SA de Acetatos, 0.05M, pH 4.5 + 0.05

Aparato: USP | (canastillas)

Velocidad de agitacion: 100 rpm

Volumen de medio de disolucion en cada vaso: 900 mL
Temperatura: 37°C £ 0.5

Volumen de muestreo a cada tiempo: 2 mL (sin reposicion de medio)
Tiempos de muestreo: 10, 15, 20, 30, 45y 60 min

Filtro: Swinex con membrana de nylon 0.45 pum

Método de andlisis: CLAR

Figura 4. Equipo disolutor utilizado durante el desarrollo experimental
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Célculos para determinar el perfil de disolucién:

» Graficar las &reas vs las concentraciones de AG-4-fenilcumarina para cada
punto de la curva patrén, obtener la ecuacion de la recta y el coeficiente de correlacion.

= Calcular la concentracion de cada muestra interpolando el area obtenida y
determinar la cantidad disuelta en cada tiempo de muestreo en cada vaso.

= Calcular el porcentaje disuelto en cada tiempo y determinar el promedio, la
desviacion estandar y el coeficiente de variacion en porciento a cada tiempo.

= Elaborar la curva del porcentaje disuelto versus tiempo de muestreo.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 DETERMINACION DE CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Resultados obtenidos aplicando las condiciones cromatograficas establecidas por
Diaz Huerta (2007):

= Fase Movil: Acetronitilo - Agua acidificada (0.1% TFA) (19:81)
= Velocidad de flujo: 0.4 mL/min

= Temperatura de la columna: 25° C

= Detector: UV a 327 nm

= Volumen de inyeccion: 20 pL

= Tiempo de corrida: 14.0 min

» Tiempo de retencion de AG-4-fenilcumarina: 11.073

DAD1 A, Sig=327,4 Ref=360,100 (TESIAM~1\PROYAG44\AG4FC005.D)

Figura 5. Cromatograma obtenido aplicando las condiciones

cromatograficas establecidas por Diaz Huerta (2007)
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Se modificaron tanto el flujo como la proporcion de fase mévil con el objetivo de
obtener un menor tiempo de retencion y elegir las mejores condiciones cromatograficas

de trabajo.

Las condiciones cromatograficas de trabajo elegidas son:

= Columna: Phenomenex Synergi 4U MAX-RP 80A, C12, 150 x 4.6 mm, empacada
con gel silice, Part No.: ODF-4337-EQO, Serial No.: 3417 99-22

= Fase Movil: Acetronitilo - Agua acidificada (0.1% TFA) (19:81)

= Velocidad de flujo: 1.0 mL/min

= Temperatura de la columna: 25° C

= Detector: UV a 327 nm

»= Volumen de inyeccion: 20 pL

= Tiempo de corrida: 8.0 min

= Tiempo de retencion de AG-4-fenilcumarina: 5.6 min

—= 1 i
—_—

B N T T S

k.
SR
-
-
~
L

Figura 6. Cromatograma obtenido con las condiciones cromatograficas elegidas (Fase
movil: ACN — Agua acidificada (0.1% TFA) (19:81) y Flujo: 1.0 mL/min)
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Figura 7. Cromatografo de Liquidos utilizado durante la etapa experimental
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4.2 PRUEBA DE CONTROL DE CALIDAD (PESO PROMEDIO)

Tabla 4. Resultados para determinar el peso promedio de las capsulas

No. de capsula | Peso de la cédpsula No. de capsula Peso de la c4psula
con contenido (Q) con contenido (Q)
1 0.2995 11 0.2970
2 0.2960 12 0.2969
3 0.2976 13 0.2977
4 0.2982 14 0.2972
5 0.2987 15 0.2979
6 0.2970 16 0.2982
7 0.2982 17 0.2969
8 0.2978 18 0.2987
9 0.2970 19 0.2977
10 0.2973 20 0.2979
PROMEDIO 0.2977
D.E. 0.0007
% C.V. 0.2423
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4.3 VALIDACION DEL METODO ANALITICO

4.3.1 PRUEBAS DE ESTABILIDAD

a) Temperatura ambiente en equipo cromatogréafico/ 24 h

Tabla 5. Areas obtenidas para la AG-4-fenilcumarina durante la

prueba de de estabilidad a temperatura ambiente (mAU*s)

TIEMPO[ CONTROL | MUESTRA [MUESTRATMUESTRAT _ _ _ TCONC PROM % NO DEGRADADO
(h) 1 2 3 (Mg/mL) PROMEDIO
0 356.47415 | 320.0629 |318.46345 | 325.08115 | 321.20 50.00 100
1 354.96835 | 320.23596 | 320.94333 | 324.03003 | 321.74 50.08 100.17
2 355.02816 | 319.99271 | 320.6936 | 323.03024 | 321.24 50.01 100.01
3 355.85822 | 319.08368 | 320.43323 | 324.6268 321.38 50.03 100.06
5 355.77914 | 320.40973 | 320.37857 | 324.20541 | 321.66 50.07 100.14
7 354.42624 | 319.76709 | 320.04269 | 324.16739 | 321.33 50.02 100.04
9 355.6795 | 320.07568 | 320.11462 | 324.11517 | 321.43 50.04 100.07
11 | 355.95065 | 320.62854 | 319.5816 | 324.49124 | 32157 50.06 100.11
24 356.2962 | 317.93671 | 318.56656 | 323.3472 319.95 49.80 99.61

PROMEDIO| 321.2778
D.E. 0.5306
% C.V. 0.1651
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Gréfico 1. % Promedio no degradado de AG-4-fenilcumarina durante la

prueba de estabilidad a temperatura ambiente por 24 h

DAD1 A, Sig=327,4 Ref=360,100 (EST_MON\07040802.D)
mAU _|

-—— - T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 min

Figura 8. Cromatograma obtenido con el control de AG-4-fenilcumarina en el tiempo

de muestreo = 0, durante la prueba de estabilidad a temperatura ambiente
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b) 37°C/5h

Tabla 6. Areas obtenidas para la AG-4-fenilcumarina durante la

prueba de estabilidad a 37° C (mAU*s)

CONC % NO
TIEMPO | MUESTRA | MUESTRA
. PROMEDIO PROM DEGRADADO
(min) 1 2
(ng/mL) PROMEDIO
0 317.57556 | 324.85901 321.22 50.00 100.00
20 318.09805 | 327.09048 322.59 50.21 100.43
40 314.19305 | 325.30048 319.75 49.77 99.54
60 318.56793 | 322.46011 320.51 49.89 99.78
80 317.31766 | 324.22354 320.77 49.93 99.86
120 |[312.25171 | 327.13788 319.69 49.76 99.53
180 |[314.86954 | 325.00256 319.94 49.80 99.60
300 |315.22842 | 324.25143 319.74 49.77 99.54
PROMEDIO 32.5262
D.E. 1.0045
% C.V. 0.314

Grafico 2. % Promedio no degradado de AG-4-fenilcumarina durante la prueba de
estabilidad a 37° C por5h
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Con los datos obtenidos en eta etapa podemos considerar que el compuesto en
estudio (AG-4-fenilcumarina) es estable en las condiciones de trabajo en el intervalo de
tiempo de 24 h a temperatura ambiente y durante 5 h a 37° C; ya que el coeficiente de

variacion global es menor al 2%.

4.3.2 LINEALIDAD

Tabla 7. Resultados obtenidos para determinar la

linealidad del método con datos de areas

de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

AG-4-FC
CONCENTRACION AREAS (mAU*S)
(Mg/mL) CURVA1l | CURVA2 [ CURVA 3
2.5 21.49817 | 25.11489 | 23.43969
10 86.26311 | 83.66632 | 84.3081
25 209.68854 | 206.35306 | 209.39821
40 328.7883 | 327.58102 | 322.91541
50 411.03113 | 408.03702 | 408.22388
INTERCEPTO (b) 3.2365 4.0655 4.1533
PENDIENTE (m) 8.1654 8.0818 8.059
CORRELACION (r) 0.9999 1 0.9997
% ERR 1.049940

La tabla anterior demuestra que el método analitico es lineal en el intervalo de 2.5

a 50 pg/mL, ya que el coeficiente de correlacién de cada curva es mayor al 0.99 y el

error relativo debido a la regresién es menor al 3.0%.
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4.3.3 EXACTITUD

Tabla 8. Resultados obtenidos para determinar la exactitud

del método con datos de areas de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

CONCENTRACION CONCENTRACION EXPERIMENTAL
NOMINAL (ug/mL)
(ug/mL) CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3
25 2.1821 2.6285 2.4218
10 10.1758 9.8553 9.9345
25 25.4097 24.9980 25.3738
40 40.1096 39.9606 39.3848
50 50.2605 49.8910 49.9140
CONCENTRACION % DEA
(ug/mL) CURVA 1 CURVA 2 CURVA 3 | PROMEDIO
25 12.7147 5.1412 3.1293 7.00
10 1.7579 1.4472 0.6551 1.29
25 1.6386 0.0081 1.4953 1.05
40 0.2741 0.0984 1.5381 0.64
50 0.5210 0.2181 0.1719 0.30

Con respecto a la exactitud podemos considerar que el método es exacto en el
intervalo de 10 a 50 pg/mL por presentar una desviacién estandar absoluta mayor al
3%.
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4.3.4 PRECISION (REPETIBILIDAD Y REPRODUCIBILIDAD)

REPETIBILIDAD

Tabla 9. Resultados obtenidos para determinar la repetibilidad

del método con datos con datos de areas de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

CONCENTRACION
CURVA1l | CURVA2 | CURVA 3 |PROMEDIO DE % CV
(ug/mL)

2.5 21.49817 25.11489 23.43969 23.3509 1.8100 7.75
10 86.26311 83.66632 84.3081 84.7458 1.3526 1.60
25 209.68854 | 206.35306 | 209.39821 | 208.4800 | 1.8476 0.89
40 328.7883 | 327.58102 | 322.91541 | 326.4282 | 3.1015 0.95
50 411.03113 | 408.03702 | 408.22388 | 409.0973 | 1.6773 0.41

En base a los resultados obtenidos se considera que el método es repetible en el

intervalo de concentraciones de 10 a 50 pg/mL.

REPRODUCIBILIDAD

Tabla 10. Resultados obtenidos para determinar la reproducibilidad

del método con datos de areas de AG-4-fenilcumarina (mAU*s)

CONC. DIA 1 DIA 2
(Mg/mL) | CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3 | CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3 PROMEDIO| DE ) %CV
2.5 | 23.10908 | 22.83004 | 22.46636 | 21.49817 | 25.11489 | 23.43969 | 23.0764 [1.2010|5.20
10 85.05016 | 88.70728 | 84.57635 | 86.26311 | 83.66632 | 84.3081 85.4285 [1.8263] 2.14
25 [203.32947 | 202.95692 | 192.81839 | 209.68854 | 206.35306 | 209.39821 | 204.0908 |6.2218| 3.05
40 [327.69531 |327.83554 | 323.87613 | 328.7883 |327.58102 | 322.91541 | 326.4486 [2.4222| 0.74
50 [401.69452 |398.65796 | 410.58029 | 411.03113 | 408.03702 | 408.22388 | 406.3708 [5.0399| 1.24

En cuanto a la reproducibilidad, se puede considerar que el método es repetible

en el intervalo de concentraciones de 10 a 50 pg/mL.
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4.3.5 PRUEBA DE INFLUENCIA DEL FILTRO

Tabla 11. Resultados obtenidos para determinar la influencia del filtro

AREAS (mAU*s)
TRATAMIENTO

MUESTRA 1 | MUESTRA 2| MUESTRA 3 | MUESTRA 4 | MUESTRA 5 | MUESTRA 6
SIN FILTRAR 206.71362

TEFLON (10 pm) | 195.17020
SWINEX (0.45 pm) | 205.78215

197.24318 | 197.35062 | 200.97191 | 194.97820 | 198.87364

200.17232 | 196.97603

202.39915 | 200.86079

198.90106

Célculos para obtener el porcentaje retenido por cada filtro:

Area de solucién sin filtrar (mAU*s) — 100%

Area de la solucion filtrada (mAU*s) —  x
% Retenido por el filtro = 100 — x

Por ejemplo (Filtro de prueba: Teflén, muestra 1):

206.71362 mAU*s — 100%

195.17020 mAU*s — X X =94.4157%

% Retenido por el filtro = 100 — 94.4157 = 5.5842 %

Tabla 12. Promedio del porcentaje retenido por los filtros probados

% Retenido Promedio

(n=6)

TEFLON (10 pm)
SWINEX (0.45pm)

4.49
2.84
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En la tabla anterior muestra que el porcentaje de farmaco retenido por el filtro
swinex supera, en pequefia proporcion, el limite especificado que corresponde al 2%;
sin embargo éste es menor al porcentaje de farmaco retenido por el filtro de teflon. Por
lo tanto se elige el filtro swinex como el filtro de trabajo en la etapa de desarrollo del

perfil de disolucion.

4.4 EVALUACION DEL PERFIL DE DISOLUCION

Tabla 13. Resultados obtenidos durante el desarrollo del

perfil de disolucion.

_ PROMEDIO

Tiempo
_ % DISUELTO D.E. %C.V.

(min)

(n=12)

10 27.81538 4.84 17.39
15 60.79355 7.73 12.71
20 82.25017 3.17 3.85
30 86.93392 0.77 0.88
45 87.54687 0.77 0.88
60 87.34571 0.84 0.97
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Gréfico 3. Perfil de disolucion de AG-4-fenilcumarina a pH 4.5

La Tabla 13 presenta la desviacion estandar y el coeficiente de variacién del
porcentaje de AG-4-fenilcumarina disuelto a cada tiempo de muestreo. En el primer
tiempo de muestreo, 10 minutos, el coeficiente de variacion fue menor al 20%, a
excepcion del segundo tiempo de muestreo, los subsecuentes tiempos de muestreo

presentaron coeficientes de variacibn menores al 10%.

Del Grafico 3 es posible deducir que para las capsulas en estudio el promedio de
porcentaje disuelto es del 86.9% a los 30 minutos a pH 4.5. La Guia para Industria
“Exencién de los estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia in vivo para formas
posoldgicas orales solidas de liberacién inmediata en base a su sistema de clasificacion
biofarmacéutica”, publicada por la FDA, considera que un producto es de rapida
disolucion cuando no menos del 85% de la cantidad total de principio activo se disuelve
en los primeros 30 minutos a 3 diferentes pHs que vayan de 1.2 a 6.8; por lo que se
propone llevar a cabo este mismo estudio en dos pHs diferentes para poder

llevar a cabo la clasificacion de este compuesto en base a dicho sistema.
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CONCLUSIONES

Con el fin de obtener méas informacion acerca del compuesto 5-O-[3-D-
apiofuranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina,
considerado como un posible farmaco con actividad hipoglucemiante que sea el
principal principio activo de medicamentos de origen herbolario en el futuro, se realizé el
estudio del perfil de disolucion a pH 4.5 de capsulas que contienen dicho compuesto,

obteniéndose lo siguiente:

e Se desarroll6 un método analitico para cuantificar mediante cromatografia liquida
de alta resolucién, el compuesto 5-O-[B-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-
glucopiranosil]-7-metoxi-3’,4’-dihidroxi-4-fenilcumarina presente en capsulas de

gelatina dura. Dicho método se validé en el rango de 2.5 a 50 pg/mL.

e Se desarrollé el perfil de disolucién de dichas capsulas a pH 4.5; del cual se
puede deducir que a los 30 minutos se disuelve méas del 85% del principio
activo. En las condiciones analizadas. el mayor porcentaje de disolucion del

farmaco corresponde al 87%.

¢ PROPUESTA: Se propone realizar el estudio de los perfiles de disolucién a los
pHs 1.2 y 6.8 para poder clasificar al compuesto en base al Sistema de

Clasificacion Biofarmacéutica.
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