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Los estudios de perfiles de disolucién se pueden utilizar en algunas ocasiones
para predecir y estudiar problemas de absorcion de farmacos, principalmente en
las etapas iniciales del desarrollo de un nuevo medicamento o para farmacos que

aln se encuentran en etapa de aprobaciont.

Los estudios de perfil de disolucion de farmacos a partir de una forma
farmacéutica, permiten la busqueda de correlacion entre los parametros de
disolucién in vitro con pardmetros in vivo, lo cual ayuda a pronosticar como los
cambios en la formulacion o el proceso de fabricacion pueden afectar la
biodisponibilidad del farmaco®. Los estudios de disolucién in vitro, son
importantes para establecer el perfil de disolucién de un farmaco puro (disolucién

Intrinseca), asi como del farmaco en forma farmacéutica (disolucién aparente).

La disolucion intrinseca de una sustancia o de un farmaco, es de vital importancia
en la busqueda y seleccién de nuevos candidatos a farmacos®:; la medicion de la
constante de velocidad intrinseca es una herramienta cada vez mas importante en
el laboratorio de investigacién y desarrollo farmacéutico™, ya que es uno de los
factores para caracterizar farmacos y excipientes, en condiciones tales que el area
expuesta permanece constante. La velocidad de disolucion intrinseca “es
independiente de los efectos de formulacion y mide las propiedades intrinsecas en

funcion de los medios de disolucion™®.

Se sabe que la velocidad de disolucion intrinseca del farmaco asi como su
biodisponibilidad se ven influenciadas por las propiedades del estado solido tales
como: forma cristalina, amorfismo, polimorfismo, area superficial, el grado de
hidratacién y el tamafio de particula®. La solubilidad y la velocidad de disolucién
intrinseca de un farmaco deben ser determinadas en funcién del pH dentro del
rango fisiolégico, en medios acuosos. Esta informacién es esencial para el
desarrollo de formas farmacéuticas que estén libres de problemas en cuanto a su

biodisponibilidad.

Kaplan, Wood y colaboradores propusieron que la absorcién de farmacos con

velocidades de disolucién intrinseca mayores a 1 mg/(cm?min) generalmente no

2|
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presentan problemas de absorcion y farmacos con velocidades de disolucién
intrinseca menores a 1 mg/(cm?min) generalmente presentan problemas de

absorcion®,

El presente trabajo pretende estudiar la velocidad de disolucién intrinseca del
farmaco Casiopeina® llFia en solucién amortiguadora a pH 7.4, el cual simula un
pH fisioldgico. En primera instancia se optimizo el método analitico cromatografico
disefiado por Huerta Palacios (2008) para la cuantificacién de la Casiopeina® ll-ia,
una vez obtenido el método analitico se procedié a realizar la validacién de esté,
utiizando los criterios de aceptacion que se mencionan la NOM-177-SSA1-
19989 Habiendo obtenido resultados dentro de especificaciones en la validacion,
se realizaron los perfiles de disolucion y la cuantificacion mediante HPLC y se
efectuaron los calculos necesarios para obtener el valor de la constante de
velocidad de disolucion intrinseca de Casiopeina® ll-ia en solucién amortiguadora
de fosfatos pH 7.4.

31
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CASIOPEINAS®()

Con el inicio de la busqueda de moléculas que compartan caracteristicas quimico-
estructurales a las que se les atribuye la actividad biolégica parecida a la del cis-
platino (cis[Pt(NH3)2CI2], complejo con platino hidrosoluble, inorganico vy
divalente), cuya actividad anticancerigena ha sido demostrada en pacientes con
cancer de vejiga, cabeza y cuello, cancer ovarico avanzado y de endometrio, pero
que no produzcan la toxicidad renal, auditiva y sobre sistema nervioso central que
acompafa la terapia con este farmaco, se ha abierto un amplio campo de
investigacion dentro del disefio de moléculas bioinorganicas con ndcleos

metalicos.

La bUsqueda de compuestos que demuestren una mayor eficacia y seguridad en
su aplicacion terapéutica ha conducido al disefio, sintesis y posterior evaluacion
de una familia de compuestos de coordinacién llamados Casiopeinas®, por la
doctora Lena Ruiz Azuara y su equipo de trabajo en la Facultad de Quimica de la
UNAM.® 9

Esta familia se compone de compuestos de coordinacién con centro metalico
(Cu(lh)), que en la esfera de coordinacion presentan un ligante bidentado tipo
diimina (N-N) y otro aminoacidato (N-O) o donador (O-O) siguiendo una geometria

cuadrada plana o piramide de base cuadrada.

Durante el desarrollo de estas moléculas se tomaron en cuenta tres aspectos

fundamentales:

1. La inclusién de un metal, distinto al platino, lo que disminuye su toxicidad,
su estado de oxidaciény su nimero de coordinacion,

2. La formacién de quelatos que favorecen la orientacion “cis™ alrededor del
ion metélico,

3. La asociacion de moléculas con capacidad quelante que le confiere
diferentes niveles de hidrofobicidad con sustituyentes periféricos que

pueden modificar las propiedades de los compuestos.

5]
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Estas caracteristicas se reflejan en las propiedades de los complejos en términos
de su solubilidad, potencial electroquimico, capacidad de transporte a través de
membranas y estabilidad, de tal manera que se lleve a cabo una interaccion de

estos compuestos con el ADN, propuesta como mecanismo de accion® Y.

Este compuesto demostré actividad anticancerigena en modelos in vitro, al evaluar
la inhibicion del crecimiento de un cultivo celular empleando las lineas tumorales y

murinas.
MONOGRAFIA DE CASIOPEINA® llI-ia*?

[Cu(4,4’-dimetil -2,2’- bipiridina)(acetilacetona)]NOs, su férmula condensada es
CuC17N30s H19*2H,0, polvo cristalino color azul, con peso molecular de 444.93

g/mol (con dos moléculas de agua) y un pka de 8.25.

N o | T T NO,

Figura 1. Estructura de Casiopeina® ll-ia®®

Presenta un centro metdlico de Cu®*, acetilacetonato como ligante bidentado
donador de oxigeno y 4-4’-dimetil bipiridina como ligante bidentado donador de

nitrbgeno con una geometria cuadrado plano.
Solubilidad

A temperatura ambiente (19-22°C) tiene una buena solubilidad en los siguientes

disolventes (en listados de mayor a menor):

6]
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Agua, metanol, etanol, solucion salina al 9%, soluciones fisioldgicas pH=7.4.

Estabilidad

Inestable en presencia prolongada a la luz. Se descompone a pH muy &cido
(pH<2) o0 a pH muy basico (pH>8).

Bajo condiciones de congelacion y protegida de la luz es estable en plasma
humano y en sangre por 72 horas, en orina por 24 horas, en metanol por 96 horas
y en solucién amortiguadora de fosfatos 64mM a pH= 7.4 es estable por un lapso
de 10 dias.

Disuelta en metanol, a temperatura ambiente y protegida de la luz, es estable por
24 horas.

En solucién acuosa y en refrigeracion durante 16 dias, solo tuvo un 3.8% de

degradaciont®.
DISOLUCION

La disolucion puede ser definida como, el paso de las moléculas o iones del
estado sdlido a una solucion. En una disolucién solido-liquido el soluto pasa al
disolvente para dar origen a una solucion, existiendo una transferencia de masa,
generalmente a través de un proceso de difusion®®. De manera simple la

disolucion es el proceso durante el cual una sustancia sélida se disuelve.

El proceso de disoluciéon conlleva en primera instancia la difusion del soluto,
seguido de la mezcla del soluto con el disolvente, después las moléculas del
soluto vencen las fuerzas cohesivas, que las mantiene unidas en el estado liquido
y las moléculas de disolvente se separan lo suficiente para crear cavidades donde

se acomodan las moléculas de soluto. Por Ultimo las moléculas de soluto se
insertan en las cavidades y se produce la solvatacién del soluto™.

La “velocidad de disolucién” se define como la cantidad de farmaco que se

disuelve por unidad de tiempo bajo condiciones estandarizadas, es un parametro

7]
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gue expresa la mayor o menor rapidez con la que un soluto se disuelve en un
disolvente bajo determinadas condiciones de agitacion, temperatura y pH del
medio entre otros factores™. Es decir que la velocidad de disolucién es un
proceso, que evalla los cambios de concentracion del soluto en la solucién con

respecto al tiempo® 19,
LEY DE DIFUSION DE FICK

La velocidad de disolucion cumple la primera Ley de difusion de Fick: la
velocidad del cambio en la concentracidon del material disuelto a lo largo del tiempo
es directamente proporcional a la diferencia de concentracion entre ambos lados

de la capa de difusion®®:

dw dcC
dt B dX[l]

Doénde:

d
d—‘: = Cantidad de soluto que difunde a través de un area en un tiempo

S = Superficie
dC = Cambio de concentracion
dx = Distancia

D = Constante de difusion
TEORIAS DE DISOLUCION
Teoria de Noyes y Whitney

En 1897 Noyes y Whitney establecieron a partir de la primera Ley de Fick, la
ecuacion fundamental que permite estudiar la velocidad de disolucion de un sélido
en el seno de un liquido” 5 31,

dc

8|
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Doénde:
dc . . .,
i Velocidad de disolucién

K = Constante de disolucién que depende de las condiciones experimentales
Cs = Concentracion de saturacion del soluto en el disolvente (solubilidad)

Ct = Concentracién del soluto en la disolucion a un tiempo t

Noyes-Whitney, al presentar su teoria, sugirieron que la velocidad de disolucion
estaba condicionada por la difusion de las moléculas del soluto que pasan desde

un estado sélido a la disolucion®.

Teoriade Nersty Brinner

Nerst y Brinner (1904) en su teoria de la capa estacionaria, plantean que cuando
una particula solida se introduce en un liquido y no intervienen fuerzas quimicas,

se producen dos procesos® %)

» Se forma una capa estacionaria delgada de disolvente alrededor de la
particula, cuya concentracién es maxima o de saturacion.

» A continuacion se produce la difusién del soluto disuelto desde esta capa
hacia el seno del disolvente, el gradiente de concentracién existe entre

ambas.

Fig. 2. Modelo de Nernst y Briiner de la “capa estacionaria”?

B "
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Si se considera que la disolucion del soluto se mide por el aumento de su
concentracion en la solucién, la ecuacién [1] se transforma en la siguiente:

dw DS (Cs— )

—_— — S —

dt Vh 13]
Se observa que si, k = cociente del coeficiente de difusion, volumen de disolvente
y grosor de la capa estacionaria (condiciones constantes para un sistema dado).

La ecuacion [3] es idéntica a la propuesta por Noyes-Whitney [2].

En condiciones sink (cuando la concentracion del soluto en el medio de
disolucién, una vez disuelta la totalidad del mismo, corresponde a no mas del 10%
de la concentracion de saturacion), un volumen y un area superficial constantes, la

ecuacion de Noyes-Whitney se reduce a®®:

dc
K

Esta ecuacion indica que en condiciones de dilucion infinita, el proceso de
disolucién estara caracterizado por una constante de velocidad K de orden cero,

es decir, el proceso es independiente de la concentracién de soluto®.

En base a la ecuacién [3], se puede observar que al graficar cantidad disuelta del

farmaco contra tiempo, se obtendrd una linea recta, cuya pendiente dividida entre
el area superficial constante sera la Constante de velocidad de disolucion

intrinseca (Fig. 3).

N
L4

Fig. 3.
Representacion
grafica de la

m = KS ecuacion [3]

K =m/S

Cantidad disueltadel farmaco (mg)

A\ 4

Tiempo (min)

10|
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Doénde:

K = Constante de velocidad de disolucién intrinseca.
S = Area constante del farmaco comprimido.

m = Pendiente de la recta.
En 1972 Kaplan aseguré que si:

K > 1 mg/(cm?min): en general los farmacos con este valor no presentaran una
velocidad de disolucion limitante para su absorcion, no deberian presentar

problemas con la biodisponibilidad o la disolucion®®.

K < 1 mg/(cm®min): los farmacos que presentan valores inferiores a uno, tienen
una velocidad de disolucion lenta, que es limitante para su absorcion. Es decir
tienen probabilidad de presentar problemas con la biodisponibilidad y con la

disolucion®®.

Para los farmacos con valores dentro de los limites, deberan considerarse otros
factores, para establecer si potencialmente presentardn problemas de

disolucion®.

En general, la velocidad de disolucion intrinseca puede ser definida como ‘la
velocidad de disolucion de sustancias puras bajo la condicién de area superficial

»(3, 16)

constante , es decir, mide las propiedades intrinsecas del farmaco en funcion

de los medios de disolucion®.

Sin embargo la velocidad de disolucion intrinseca de un farmaco se ve afectado
por las propiedades en estado solido (cristalinidad, amorfismo, polimorfismo,
hidratacion, solvatacién, tamafio de particula y superficie de particula) y por
factores extrinsecos como son: hidrodinAmica (velocidad de rotacion, aparato de
prueba) y condiciones de la prueba (temperatura, viscosidad del liquido y pH)\®.

Por lo que manteniendo un medio de disolucién apropiado, temperatura constante,
velocidad de agitacion y pH se puede determinar la velocidad de disolucion

intrinseca.

11|
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METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA DISOLUCION INTRINSECA

Para la determinaciéon de la velocidad de disolucion intrinseca, en la literatura®®

se reportan diversos métodos donde se asume que se mantiene constante la
superficie a partir de la cual se puede producir la disolucién®, entre los mas

empleados se encuentran los siguientes:

Método de la tableta suspendida

Nelson E. J., disefio una técnica conocida con el nombre de “método de la tableta
suspendida”, éste fue empleado para estudiar la velocidad de disolucion de ciertos
compuestos sin cuantificar la cantidad disuelta. El farmaco se comprime utilizando
una presion de 1000 Kg/cm?. El comprimido obtenido se monta sobre una placa de
aluminio que forma parte del brazo de una balanza, la cual registra la pérdida del
peso del comprimido. Para montar el comprimido sobre la placa se emplea cera de
tal manera que los bordes y una cara queden cubiertos y solamente una cara esté

expuesta al liquido®.
Método del disco rotatorio

Este método fue disefiado por Eino Nelson y descrito por Levy y Sahl®?, en el
cual el farmaco se comprime utilizando una prensa hidraulica modificada,
aplicando una fuerza de compresién de 50 000 Lb/in? y se fija a un soporte de
acrilico con ayuda de parafina de tal manera que solamente una cara del
comprimido queda expuesta al medio de disolucion. El soporte se une a una barra
de metal conectada a un motor de agitacién. La tableta fijada al soporte, se
sumerge en un matraz de tres bocas, conteniendo el medio de disolucion a 37 °C.
Dicho sistema fue modificado por Lewy y Tanski®® para proporcionar una mejor
precision en el control de rotacion en un intervalo de 3 a 200 rpm, esta
modificacion es Util para determinar velocidades de disolucién a bajas velocidades

de agitacion.

12
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Método del disco rotatorio modificado

Dicho método modificado por Singh®®® y colaboradores se basa en el reportado
por Wood™®®, fue utilizado para el desarrollo de nuevas formulaciones en el estudio
de la disolucion de ibuprofeno y ketoprofeno mezclado con N-metilglucamina. Las
variantes al aparato de Wood fueron las dimensiones de la matriz y por lo tanto del
comprimido, asi como las condiciones de trabajo. El trabajo de Sing P. y sus
colaboradores fue hacer un estudio de la influencia de la solubilizacion de micelas
y factores hidrodinamicos en la disolucién de farmacos usando diferentes

velocidades de agitacion y concentracion de polisorbato 80.

Otro método muy similar empleado por Lowter N. y colaboradores®® consistié en
que se empled el aparato nimero | de la USP. Se comprimié el farmaco y se peg6
a la superficie inferior de este aparato dejando expuesta una sola superficie de la

tableta ya que el resto se recubrié con parafina wax BP.

Método del disco estéatico

Este método fue descrito por Levy en 1963, es una modificacion del método del
disco rotatorio, en el que al igual que en el anterior, el farmaco comprimido se fija
a un soporte de acrilico y se introduce en un recipiente que contiene el medio de
disolucién a una temperatura de 37°C, las alicuotas son retiradas a tiempos
diferentes para el andlisis de la cantidad disuelta. En este método no hay agitaciéon

del sistema®,

Método del disco estatico modificado(®> 2

Este método fue empleado para la caracterizacion de polimorfos y clorhidratos de
algunos farmacos. Para el caso de GK-128%%, fue empleado este método, en el
cual se utilizo una fuerza de compresién de 300 kg/cm? durante 3 minutos a 1 g de
cada forma cristalina utilizando un punzén de 20 mm de didmetro, después de
obtener la tableta, esta se recubrié con resina epdxica de forma que solo se
tuviera una cara expuesta al medio de disolucion. El disco fue colocado en el

fondo del vaso con 500 mL de solucion amortiguadora de acetatos pH 4.0 a 20,

13|
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25, 30 y 37°C. El medio de disolucion se agitdé a 50 rpm con paletas, a una
distancia de 3 cm del fondo del vaso. Se retiraron alicuotas a diferentes intervalos
de tiempo con una bomba peristaltica y se determind la concentracion por medio

de un espectrofotometro.

En el caso de la caracterizacién de polimorfos y clorhidratos de carbamazepina‘®,

el método solo varié en la velocidad de agitacion que fue de 150 rpm.

Otro método empleado fue el que utilizd6 Viegas®” T. y Brinker G. en el que fue

empleado el sistema de disco estacionario Distek (Figura 4).

Vaso de disolucion —\\ /— Eje de rotacion

| p— F—

Tapa de plastico —,
Presion ( )

Juntag —,

Matriz ~ /’_ Embolo

Embolo rn—L Jﬁ Paleta
N Pellet /"~

Matriz Farmace [polvo) Ifrmaca) \ /
}

Matriz ~ f.[,l'grerﬁf:::o /I}J 2.5* cm
FPlaca de

superficie Junta
Topa de plastico Embolo

Fig. 4 Sistema de disco estacionario, Distek inc.

El estudio consistio en una comparacion de las constantes de velocidad de
disolucion intrinseca de lotes de diclofenaco soédico, isoniacida, dibucaina,
peldesina, ibuprofeno y acetaminofen obtenidas mediante el método anteriormente
descrito y el de sistema de disco rotante de Wood, a una velocidad de rotacién de
50 rpm a 37 °C en 900 mL de medio de disolucion, las alicuotas fueron tomadas a
diversos intervalos de tiempo y analizadas por espectrofotometria de ultravioleta
visible, las conclusiones fueron que el disefio de los dos equipos permite obtener
resultados que no presentan diferencias significativas unos de los otros, pero los
autores refieren que las ventajas que tiene el sistema estacionario Distek sobre el

sistema de disco rotante de Wood son que no se forman burbujas de aire en la
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matriz que puedan interferir en los resultados, y que no hay cambio en la
temperatura del medio de disolucion porque la matriz en el sistema Distek se
sumerge desde el principio de la prueba y con el aparato de Wood, primero el
medio se equilibra a la temperatura deseada y después se baja el dispositivo

provocando una minima disminucién de temperatura del medio de disolucion.

Los métodos de disolucidén de disco rotatorio y disco estacionario son lo versatiles
para permitir el estudio de las caracteristicas de los compuestos de interés
farmacéutico bajo una gran variedad de condiciones de prueba. Las

caracteristicas comunes a ambos aparatos incluyen®:

1) Adaptables al uso de aparatos de disolucion estandar y ambos utilizan una
matriz para contener el compacto durante la prueba.

2) Dependen de la comprension del compuesto.

3) Una superficie Unica de geometria y dimensiones fisicas conocidas.

4) Matriz en posicién fija, lo cual disminuye variacibn de condiciones

hidrodinamicas.

Dentro de estos métodos el del disco rotatorio es el mas utilizado, el cual esta

basado en el método de Wood.
Método de Wood

En 1963 el Doctor John Wood, disefio una técnica para la prueba de disolucion
intrinseca®. El llamado método de Wood, consiste en compactar con alta presion,
una cantidad dada del farmaco puro, la cual se coloca en una matriz que gira a
traves de una flecha a determinado nimero de revoluciones por minuto en el

medio de disolucion.

Durante la prueba, el comprimido debe conservarse siempre integro y presentar
una superficie constante de contacto con el disolvente. Dicho método ha sido
altamente difundido por sus caracteristicas para realizar estudios de disoluciéon

intrinseca. En la Fig. 5 se observa el disefio del aparato de Wood®®).

15|
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METODO OFICIAL DE LA USP 30119

Este método para determinar la velocidad de disolucion intrinseca se encuentra
descrito en el Capitulo General <1087>. Este consiste como se observa en la Fig. 5
de material de acero inoxidable. Este aparato fue el empleado para el presente

estudio.

Aparato

La base es una placa de acero inoxidable que tiene tres orificios con rosca, en
esta placa es donde se coloca la matriz para comprimir el farmaco la cual tiene un
didmetro que puede ser hasta de 1.0 cm, para este caso es de 0.8 cm de
didmetro, dicho dato es importante ya que con el determinamos el area superficial
del farmaco para determinar la constante de velocidad de disolucion intrinseca. El
punzon es introducido en la matriz y de esta manera se puede comprimir el
farmaco contenido en ésta, formando una tableta en el fondo de la matriz con una
sola cara expuesta al medio de disolucién. Entonces la parte inferior de la matriz

con la tableta formada se enrosca en otra pieza que a su vez se sujeta en la flecha

o
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del disolutor. Al final de colocar las deméas matrices con las tabletas formadas se

sumergen en posicion vertical las flechas con el motor de agitacion encendido.
Preparacion del compacto

Conectar la placa de superficie lisa a la cara inferior de la matriz. Pesar la cantidad
del farmaco a ensayar, y vaciarlo dentro de la matriz, colocar el punzon dentro de
la matriz y comprimir el polvo con la ayuda de una prensa hidraulica durante 1
minuto con una fuerza de compresion necesaria para formar tabletas no
desintegrantes. Separar la placa de acero inoxidable y atornillar la matriz con la

boquilla superior. Retirar el polvo restante con aire o nitrdgeno comprimido.
Procedimiento

Colocar la matriz con la boquilla y atornillar a la flecha del disolutor.
Posteriormente iniciar la prueba. La superficie inferior de la matriz debe de
encontrarse a una distancia de 3.8 cm del fondo del vaso. La superficie inferior de
la matriz debe de estar libre de burbujas de aire, debido a que esto influye en la
disolucion del farmaco al no permitir el contacto con el medio de disolucion. (Se
puede utilizar un disco construido en forma vertical para evitar la formacioén de
burbujas de aire). Si es posible se deben de mantener las condiciones “sink”

durante la prueba.
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Fig. 6. Aparato para disolucién intrinseca®.
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OBJETIVOS
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s Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacion de
Casiopeina® lll-ia en solucién amortiguadora de fosfatos a pH 7.4, el cual

simula un pH fisiologico, por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

% Realizar el perfil de disolucion de la Casiopeina® ll-ia para obtener el valor
de la constante de velocidad de disolucion intrinseca (Ki,) y en base a esta

definir si presentara problemas de absorcién.
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EQuIPOS

e Cromatografo de liquidos marca Shimadzu

e Bomba Shimadzu, modelo LC-10ADVP

e Detector UV-Vis Shimadzu- modelo SPD-10AVP

e Autoinyector Shimadzu- modelo SIL-10ADVP

e Integrador Shimadzu modelo SCL-10AVP

e Computadora, Compagqg-presario, modelo 4102

e Software Shimadzu, Class-vp 500

e Aparato de disolucion de la USP 30 (aparato de Wood)

e Disolutor Hanson Research

e Sonicador Fisher-scientific FS60

e Vortex Thermolyne modelo m37615

e Balanza analitica Sartorius A210P

e Potencidometro Orion 410 A Plus

e Equipo de purificacion de agua Milli-Q

e Sistema de filtracion para disolventes (Equipo de filtracion Millipore,
membrana Millipore tipo HVLP 0.45 um para filtrar disolventes organicos
y tipo HA 0.45 pm para filtrar solventes acuosos)

e Columna XTerra RP1g 5um 4.6x150mm Waters®. No. serie 186000492,
Lote T92704

MATERIALES

e 1 probeta de 1000 mL

e 1 espatula metélica (Cromo-Niquel)

e 1 gradilla

e 6 jeringas de plastico 10 mL provistas de muestreadores de plastico y
filtros de teflon 0.35 pm

e 3 mangueras de hule delgadas de 8 cm

e 36 tubos de ensayo de 13x100 cm

e 1 crondmetro

22|
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e 1termémetro

e 1 parrilla de calentamiento

e 2 naves de pesado

e 1 matraz Erlenmeyer de 4000 mL

e 1 matraz volumétrico de 100 mL

e 18 matraz volumétricos de 10 mL

e Micropipetas de 200, 1000 y 5000 pL

¢ Viales para equipo cromatografico color ambar con tapones y capacidad
de 1.5 mL

REACTIVOS

e Estandar Casiopeina® lllqia (2.0g) Lote: 206MBG290609

e Metanol grado HPLC Tecnolab Lote: MET C-5 06-09-10 4L BT 29

e Agua Desionizada

e Fosfato monobasico de sodio monohidratado (NaH,PQO4-H>0), J.T.
Baker. Lote: K15460

e Fosfato dibasico de sodio anhidro (Na;HPQ,), J.T. Baker. Lote: H34C14

e Solucion reguladora (biftalato) pH 4, grado RA, J.T. Baker. Lote:

H39C19

e Solucién reguladora (fostatos) pH 7, grado RA, J.T. Baker. Lote:
H43C08

e Solucion reguladora (boratos) pH 10, grado RA, J.T. Baker. Lote:
H44C20

e Acido fosférico J.T. Baker. Lote: 38362
e Hidroxido de sodio (escamas) J.T. Baker. Lote: B13C54

PREPARACION DE SOLUCIONES
Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.7 £ 0.05

Pesar por separado, en naves de pesado, 1.2543 g de Fosfato dibasico de sodio

anhidro (NazHPO,) y 0.1607 g de Fosfato monobasico de sodio monohidratado
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(NaH,P0O4-H20), transferir a un matraz volumétrico de 1000 mL. Disolver con agua
desionizada hasta un volumen aproximado de 900 mL, ajustar el pH utilizando
NaOH 0.01 M o acido fosférico 0.01 M, una vez ajustado llevar a volumen con

agua desionizada.
Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.4 + 0.05

Pesar por separado, en naves de pesado, 0.7581 g de Fosfato dibasico de sodio
anhidro (NapHPO,4) y 0.2037 g Fosfato monobasico de sodio monohidratado
(NaH.P0O4-H20), transferir a un matraz volumétrico de 1000 mL. Disolver con agua
desionizada hasta un volumen aproximado de 900 mL, ajustar el pH utilizando
NaOH 0.01 M o &cido fosférico 0.01 M, una vez ajustado llevar a volumen con

agua desionizada. Desgasificar por medio de un sistema de vacio.

Solucién Stock de Casiopeina® lll-ia

Pesar con exactitud 0.010 g de Casiopeina® llFia y colocar en un matraz

volumétrico de 100 mL y aforar con agua desionizada. Concentracién (100ug/mL).
PREPARACION DE LA CURVA DE CALIBRACION

En la tabla 1 se muestran las alicuotas empleadas para la preparacion de la curva

de calibracion de Casiopeina® llFia en solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4.

Tabla 1. Curva de calibracién de Casiopeina® llia en medio de disolucién.

Stock: 100 [pg/mL]
Punto | Concentracion [ugmi] | Cantidad de Stock ) | Aforo mv)
1 2 200 10
2 6 600 10
3 10 1000 10
4 14 1400 10
5 18 1800 10
6 25 2500 10
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METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE CASIOPEINA® Ill-ia POR HPLC

EN SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PH 7.4

Se toman como base las condiciones cromatograficas reportadas por Huerta
Palacios (2008).

Fase movil: Metanol HPLC: Solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 8.0
(40:60).

Fase estacionaria: Columna Xterra RP 18® 5 pm 4.6 x 150 mm Waters®

Velocidad de flujo: 1 mL/min.

Longitud de onda: 296 nm

Volumen de inyeccién: 20 pL

Tiempo de corrida: 4.5 minutos

Se probaron distintas condiciones, variando velocidad de flujo, la proporcién y pH
de la solucion amortiguadora de fosfatos con el fin de optimizarlo. Obteniéndose

como condiciones Optimas las siguientes:

Fase movil: Metanol HPLC: Solucion amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.7
(40:60). (Sonicado por 30 min)

Fase estacionaria: Columna Xterra RP 18® 5 pm 4.6 x 250 mm Waters®

Velocidad de flujo: 0.8 mL/min.

Longitud de onda: 296nm

Volumen de inyeccién: 20 uL

Tiempo de corrida: 4.5 minutos
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VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA DETERMINACION DE CASIOPEINA® Ill-ia

POR HPLC EN SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS PH 7.4

La validacion del método analitico se realiz6 de acuerdo a los criterios que se
describen en la NOM-177-SSA1-1998%  que establece las pruebas 'y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos
a que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas. Los
parametros se establecen en el apartado correspondiente a la validacion de

métodos analiticos para perfiles de disolucion.

VALIDACION DEL SISTEMA

Para realizar la validacion del sistema se realizaran 2 curvas del analito en el
medio de disolucién, las cuales se preparan y se cuantifican el mismo dia de
trabajo, en el intervalo de concentraciones establecido anteriormente (Tabla 1).

Con estos datos se evalla:

Linealidad

Se entiende por “linealidad” a la capacidad que tiene un método analitico de
obtener una respuesta directamente proporcional a la concentracion del analito en
una muestra tomada en el intervalo de trabajo. Se calcula pendiente (m),
intercepto (b) y coeficiente de correlacion (r); error relativo debido a la regresion
(EER%). Criterio de aceptacion el valor de r debe ser mayor a 0.99 (utilizar no
menos de 4 decimales), error relativo no mayor al 2%.

Calcular el EER% mediante la siguiente ecuacion:

Sy/x

EERY% = < ) x 100

En donde:

S \/Z y? — (pendiente x Y xy) — (ordenada x . y)
J’/ =
* n—2
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Sy/x = Desviacion estandar de la regresion

y = Valor promedio de la respuesta
x = Concentracion

y = Respuesta

n — 2 = Grados de libertad

Precision (Repetibilidad)

La “precision” es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto. Para evaluarla se calcula el factor de respuesta
(dividiendo la respuesta obtenida para cada uno de los puntos de la curva entre su
concentracion correspondiente), promedio (X), desviacion estandar (DE) y
coeficiente de variacion (CV%). Criterio de aceptacion, coeficiente de variacion
(CV%) del factor de respuesta no es mayor al 2%.

VALIDACION DEL METODO

Linealidad

Se realizan 3 curvas de la Casiopeina® llFia en la misma solucién de medio de
disolucion en el intervalo de concentraciones establecido en la Tabla 1, esto se
realiza en dos dias de trabajo. Con estos datos se calcula coeficiente de
correlacion (r), pendiente (m), e intercepto (b); error relativo debido a la regresion
(EER%). Criterio de aceptacion valor de r mayor a 0.99 (utilizar no menos de 4

decimales), EER% no mayor al 3%.
Precision

Se evalla como:

Repetibilidad

Expresa la variacion de un mismo analista, obtenida de determinaciones

independientes y realizadas bajo las mismas condiciones. De la respuesta
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obtenida de las 3 curvas de linealidad del método realizadas el mismo dia de
trabajo se obtiene promedio (X), desviacion estandar (DE) y coeficiente de

variacion (CV%), para cada una de las concentraciones de la curva. Criterio de

aceptacion CV% no mayor al 3%.
Reproducibilidad

Expresa la variacién de determinaciones independientes realizadas en diferentes
condiciones de andlisis, ya sean diferentes dias de andlisis, equipos o0 analistas.
De las respuestas obtenidas de las 6 curvas de linealidad del método en los dos
dias de trabajo se obtienen promedio (X), desviacion estandar (DE) y coeficiente
de variacion (CV%), para cada una de las concentraciones. Criterio de aceptacion

CV% no mayor al 3%.

Exactitud

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor nominal.
Se evalla por medio del calculo de la desviacién estandar absoluta (DEA%) a
partir de los datos obtenidos de 3 curvas de calibracion en el mismo dia de trabajo.
Criterio de aceptacion el promedio de los datos de linealidad expresados en
concentracion no deben variar con respecto a la cantidad nominal en mas de 3%

en cada punto.

Calculo DEA%:

(Concentracion nominal) — (Concentracidon experimental)
DEA%= x 100

(Concentracion nominal)
ESTABILIDAD

Las concentraciones a elegir para la prueba de estabilidad seran las de 6 pg/mL
(concentracién baja) y 18 pg/mL (concentracion alta), preparadas en medio de
disolucion, estos valores se consideraran como el valor del 100% en el dia cero;

Las temperaturas con las que se trabajara serd temperatura ambiente y 4° C
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(refrigeracién) siendo intervalos de muestreo peridédicos, para evaluar la
estabilidad, a las 2, 4, 6 y 24 h para cada temperatura, también se realizo una
determinacion a 37°C realizando el muestreo a las 2 h, todas las muestras se
analizaron por duplicado. Criterio de aceptacion el coeficiente de variacion (CV%)
y desviacion estandar absoluta (DEA%) de las muestras evaluadas bajo las

diferentes condiciones establecidas debe ser menor al 2%.

INFLUENCIA DEL FILTRO

Se prepararon 50 mL de una solucién de 10 pg/mL y 18 pg/mL, para ello se
tomaron, directo de la solucién stock de 100 pg/mL, alicuotas de 5 mL y 9 mL
respectivamente y se llevaron a un matraz aforado de 50 mL con el medio de
disolucion correspondiente. Posteriormente cada solucion se tratd de la siguiente
manera: se separaron 3 mL, considerando estos como una alicuota sin filtrar,
mediante un muestreador con filtro de teflon de 0.35 um se filtr6 la solucién 6
veces en porciones de 3 mL cada una. Estas alicuotas (sin filtrar y filtradas) se
analizaron mediante HPLC. Se compararon las respuestas obtenidas, y se
determina el porcentaje retenido en ambas concentraciones. Criterio de
aceptacion el filtro no ejerce influencia si el porcentaje retenido no es mayor al
2.0%.

Se calcula el promedio y el porcentaje retenido segun la siguiente ecuacion:

100 x (R .
%Retenido = 100 x ( ( Pfomedlo)>

R

sin filtrar

Dénde:

Rperomedio: €S la respuesta promedio de las muestras filtradas

Resin fitrar: €S la respuesta de la solucion sin filtrar
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PERFIL DE DISOLUCION INTRINSECA
Preparacion de las tabletas

Se realizaron pruebas de compactacién con el aparato de Wood y la ayuda de una
prensa hidraulica para conocer la cantidad minima de Casiopeina® ll-ia con la que

se podia trabajar.

Se determind que la cantidad 6ptima con la que podia obtenerse una tableta no
desintegrante era de 200 mg, usando una presién de 3500 Ib/pulg? durante 1

minuto.

Debido a la cantidad de materia prima con que se contaba el perfil se realiz6 solo

con tres vasos del disolutor Hanson Research, bajo las siguientes condiciones:

1. Medio de disolucion: solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4
2. Temperatura del medio: 37°C £ 0.5

3. Velocidad de agitacion: 75 rpm

4. Volumen de medio de disolucion: 900 mL

5. Tiempos de muestreo: 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos.

Se tomaron muestras de forma manual de 3 mL de cada vaso del disolutor, sin
reposicion del volumen retirado. Dichas muestras se diluyeron 1:5 utilizando el
medio de disolucion de trabajo, se tomo 1 mL y se deposito en un vial, las
muestras se analizaron mediante HPLC (296 nm) contra una curva de calibracion

preparada en el medio de disolucion de trabajo.

Ecuaciones para el calculo de la constante de velocidad de disolucion

intrinseca

De los valores de area obtenidos en los cromatogramas presentados por el HPLC
para cada tiempo de muestreo y los valores de la curva patron preparada el mismo

dia del andlisis se realizan los siguientes calculos:
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Para obtener los miligramos de Casiopeina® ll-ia disueltos en el volumen de la

muestra tomada al i-ésimo tiempo de muestreo, se utilizo la siguiente ecuacion:

= (XD Fd)()
_ (Yi-4)
- =

Donde:

Ei = Miligramos disueltos en el volumen de la muestra tomada al i-ésimo tiempo de
muestro

Xi = Concentracion al i-ésimo tiempo de muestreo

Fd = Factor de dilucion de la muestra

v = Volumen de muestra tomada

Yi = Respuesta (area) de la muestra al i-ésimo tiempo de muestreo

A = Ordenada al origen de la curva patrén

B = Pendiente de la curva patron

Con los datos obtenidos anteriormente se calcula la cantidad disuelta en

miligramos
(Xl)(F d)(Vl)
1000 Z ki
Vi =V, — [(N-1Dv]
Donde:

Di = Miligramos disueltos al i-ésimo tiempo de muestreo

Vi =Volumen del medio de disolucion al i-ésimo tiempo de muestreo
N = Numero de extracciones al i-ésimo tiempo de muestreo

Vo = Volumen inicial del medio de disolucién

v = Volumen de muestra tomada

Obtenida la cantidad disuelta en miligramos se graficaron los datos contra el

tiempo de los muestreos realizados para obtener la ecuacion de la recta. De la

31|



DESARRROLLO EXPERIMENTAL |32

ecuacion se toma el valor de la pendiente y se divide entre el area superficial de la

tableta, resultando la ecuacion:

int

23

Kint = Constante de disolucion intrinseca
m = Pendiente de la ecuacion de la recta

As = Area superficial de la tableta

Secuencia de anélisis en HPLC para el Perfil de Disolucién de Casiopeina®

l-ia
» Blanco del Medio de disolucion
» Cinco puntos de adecuabilidad [14 pg/mL]
» Blanco del Medio de disolucién
» Seis puntos de curva de calibracion
» Blanco del Medio de disolucién
» Tres muestras del primer tiempo de muestro (10 min)
» Blanco del Medio de disolucién
» Tres muestras del segundo tiempo de muestro (20 min)
» Blanco del Medio de disolucion
» Tres muestras del tercer tiempo de muestro (30 min)
» Blanco del Medio de disolucién
» Tres muestras del cuarto tiempo de muestro (40 min)
» Blanco del Medio de disolucion
» Tres muestras del quinto tiempo de muestro (50 min)
» Blanco del Medio de disolucion
» Tres muestras del sexto tiempo de muestro (60 min)

NOTA: Los puntos de adecuabilidad son tomados como criterio de aceptacion de
la corrida analitica, el dia que se realiza el perfil de disolucion. De la respuesta
obtenida en cada punto se calcula promedio (X), desviacion estandar (DE) y

coeficiente de variacién (CV%). Criterio de aceptacién valor de CV% menor al 2%.
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VALIDACION DEL SISTEMA

Linealidad

En la Tabla 2 se presentan los datos obtenidos para linealidad del sistema y en la

figura 7 se presenta la relacion entre la respuesta promedio (Area) y la

concentracion nominal.

Bioi

miacia

Area

Conc. [pg/mL]

32061

97519

10 166295

14 229090

18 294218

25 413235
Pendiente = 16520.9209
Intercepto -1108.5108

Tabla 2. Linealidad del sistema.

Correlacion 0.9999

EER%

500000
400000
300000
200000
100000

0

0.85

Curvade calibracion

Area Curva 1l  Area Curva?2

32277

97756
164162
230617
294430
415226

16606.8719
-1841.2326

0.9999
0.82

y = 16564x - 1474.9

R2 =0.9999

Promedio
32169
97638

165229
229854
294324
414231
16563.8964
-1474.8717
0.9999
0.77

0

10 15
Conc. [ug/mL]

20 25

Figura 7. Curva de calibracion promedio del sistema.

34 |



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS|35

Figura 8. Cromatograma: Blanco del sistema.

Figura 9. Cromatograma: Casiopeina® llKia 2 pg/mL.
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Figura 10. Cromatograma: Casiopeina® llKia 14 pg/mL.

Precisién (Repetibilidad)

En la tabla 3 se presentan los datos obtenidos del factor respuesta para evaluar la

precision del sistema.

Tabla 3. Precisién del sistema.

Cone. [l Area Factor Respuesta
Curval| Curva? Curval Curva 2
32061 | 32277 16030.50 | 16138.50
97519 97756 16253.17 | 16292.67
10 166295 | 164162 | 16629.50 | 16416.20
14 229090 | 230617 | 16363.57 | 16472.64
18 294218 | 294430 16345.44 | 16357.22
25 413235 | 415226 | 16529.40 | 16609.04
PROMEDIO | 16369.82
DE 178.8470

%CV 1.09
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Como se puede observar en la tabla 2 y 3, y la figura 7 el sistema es lineal y
preciso en el rango de concentraciones utilizadas, ya que el valor obtenido para el
coeficiente de correlacién es mayor a 0.99, un valor de error relativo menor al 2%
y un valor de CV% menor al 2%. Por lo que el sistema cumple con los criterios
planteados en la NOM-177-SSA1-1998%9)

VALIDACION DEL METODO
Linealidad

En la tabla 4 se presentan los datos obtenidos para linealidad del método del Dia 1
y en la figura 11 se muestra la relacién entre la respuesta promedio (Area) y la

concentracién nominal.

Tabla 4. Linealidad del método Dia 1.

Conc.[ug/mt] | Area Curval| Area Curva 2| Area Curva3| Promedio

2 32154 32061 32213 32143
6 97876 97519 97457 97617
10 166409 166295 166447 166384
14 229747 229090 228585 229141
18 295514 294218 293235 294322
25 412490 413235 412358 412694

PENDIENTE 16507.1626 | 16520.9209 16467.1094 | 16498.3976
INTERCEPTO -641.1990 -1108.5108 -789.7002 -846.4700
CORRELACION 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
EER% 0.59 0.85 0.98 0.80
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Area

500000
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300000
200000
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y = 16498x - 846.47
R2 = 0.9999
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Conc. [pg/mL]

Figura 11. Curva de calibracion promedio del método Dia 1.

En la tabla 5 se presentan los datos obtenidos para linealidad del método del Dia 2
y en la figura 12 se muestra la relacién entre la respuesta promedio (Area) y la

concentracion nominal.

Tabla 5. Linealidad del método Dia 2.

conc.[umL] | Area Curval Area Curva?2 Area Curva3 Promedio
32277 32226 32239 32247
6 97756 96728 97036 97173
10 164162 163120 165613 164298
14 230617 230826 230190 230544
18 294430 293505 294223 294053
25 415226 413450 415073 414583
PENDIENTE 16606.8719 16557.5151 16600.4259 16588.2710
INTERCEPTO -1841.2326 -1993.1055 -1776.3237 | -1870.2206
CORRELACION 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999
EER% 0.82 0.83 0.93 0.82
38|
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Area

500000

400000

300000
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100000

Curvade calibracién (Dia 2)

y = 16588 - 1870.2

R2 = 0.9999

0

0

10

15

Conc. [pg/mL]

20

Figura 12. Curva de calibracién promedio del método Dia 2.

25

Como se puede observar en las tablas 4 y 5, y en las figuras 11 y 12 el método es

lineal, ya que en ambos dias se obtuvieron valores del coeficiente de correlacion

mayores a 0.99 y valores de error relativo menores al 3%.

Precision

Repetibilidad

En la tabla 6 se presentan los datos obtenidos para la repetibilidad del método en

el Dia 1 de trabajo.

Blo

Tabla 6. Repetibilidad del método Dia 1.

Conc. fugimu) Cﬁ:szl Cﬁrrsgz CC\:SZQ, Pr?r:]e:dio DE | CV%
7 32154 | 32061 | 32213 | 32143 | 76.6312 | 0.24
6 97876 | 97519 | 97457 | 97617 | 226.1467 | 0.23
10 166409 | 166295 | 166447 | 166384 | 79.1033 | 0.05
14 229747 | 229090 | 228585 | 229141 | 582.6546 | 0.25
18 205514 | 294218 | 293235 | 294322 | 1143.0767 | 0.39
25 412490 | 413235 | 412358 | 412694 | 472.8597 | 0.11

miacia
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En la tabla 7 se presentan los datos obtenidos para la repetibildad del método en

el Dia 2 de trabajo

Tabla 7. Repetibilidad del método Dia 2.

Conc. bl | cuiva 1 | cbrva2 | Carvad | Promedio|  DE | CV%
2 32077 | 32226 | 32239 | 32247 | 265016 | 0.08
6 97756 | 96728 | 97036 | 97173 | 527.5806 | 0.54
10 164162 | 163120 | 165613 | 164298 | 1252.0792 | 0.76
14 230617 | 230826 | 230190 | 230544 | 324.1671 | 0.14
18 204430 | 293505 | 294223 | 294053 | 485.4548 | 0.17
25 415226 | 413450 | 415073 | 414583 | 984.1844 | 0.24

Reproducibilidad

En la tabla 8 se presentan los datos obtenidos para la reproducibilidad del método

del Dia 1 y Dia 2 de trabajo.

Tabla 8. Reproducibilidad del método Dia 1y Dia 2.

DIA 1 DIA 2
[Cu:g?/?n(i] Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 1 Curva 2 Curva 3
Area Area Area Area Area Area
2 32154 32061 32213 32277 32226 32239
6 97876 97519 97457 97756 96728 97036
10 166409 166295 166447 164162 163120 165613
14 229747 229090 228585 230617 230826 230190
18 295514 294218 293235 294430 293505 294223
25 412490 413235 412358 415226 413450 415073

Promedio DE
32195 26.5016
97395 527.5806
165341 1252.0792
229843 324.1671
294188 485.4548
413639 984.1844

CV%

0.08
0.54
0.76
0.14

0.17
0.24

Como se puede observar en las tablas 6, 7 y 8, el método es preciso en el rango

de concentraciones evaluado, dado que, los coeficientes de variacion obtenidos

para la repetibilidad y reproducibilidad son menores al 3%.

Blolarmacia
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Exactitud

En la tabla 9 se presentan los datos obtenidos para la exactitud del método en el
Dia 1 de trabajo.

Tabla 9. Exactitud del método en el Dia 1.

Conc. Conc. E. [ug/mL] | Conc. E. [ug/mL] | Conc. E. [pg/mL] Promedio DEA%

(Hg/mL] Curva 1 Curva 2 Curva 3
2 1.9867 2.0077 2.0042 1.9995 0.02
6 5.9681 5.9699 5.9662 5.9681 0.53
10 10.1199 10.1328 10.1558 10.1362 1.36
14 13.9569 13.9338 13.9293 13.9400 0.43
18 17.9410 17.8759 17.8553 17.8907 0.61
25 25.0274 25.0799 25.0893 25.0655 0.26

Promedio 0.54

Ccv 0.85

En la tabla 10 se presentan los datos obtenidos para la exactitud del método en el
Dia 2 de trabajo.
Tabla 10. Exactitud del método en el Dia 2.

momi | Gurvan | Cavas | Gurvag | Promedio | DEA%
2 2.0545 2.0667 2.0491 2.0567 2.84

6 5.9974 5.9623 5.9524 5.9707 0.49

10 9.9961 9.9721 10.0834 10.0172 0.17

14 13.9977 14.0612 13.9735 14.0108 0.08

18 17.8403 17.8468 17.8308 17.8393 0.89

25 25.1141 25.0909 25.1108 25.1053 0.42

Promedio 0.81

cv 1.27

Como se puede observar en las tablas 9, 10 y 11 (pag. 42) los valores obtenidos
que corresponden a las concentraciones experimentales son muy cercanos a los
valores de concentracion nominal y los valores de DEA% se encuentra por debajo

del 3%, por lo tanto se demuestra que el método es exacto en el rango de
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concentraciones establecido. Por lo que el método cumple con los parametros
planteados en la NOM-177-SSA1-1998(%

Tabla 11. Exactitud del método Dia 1 y Dia 2

DIA 1 DIA 2
C Conc. E
: olrr:fl"_.] Conc. E. | Conc. E. | Conc. E. | Conc. E. | Conc. E. | Conc. E. | promedio | DEA%
Mg CURVA 1| CURVA 2 | CURVA 3 | CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3 |  [ug/mL]
[Hg/mL] [Hg/mL] [Hg/mL] [ng/mlL] [ng/mlL] [Hg/mL]
2 1.9867 2.0077 2.0042 2.0545 2.0667 2.0491 2.0281 1.41
6 5.9681 5.9699 5.9662 5.9974 5.9623 5.9524 5.9694 0.51
10 10.1199 10.1328 10.1558 9.9961 9.9721 10.0834 10.0767 0.77
14 13.9569 13.9338 13.9293 13.9977 14.0612 13.9735 13.9754 0.18
18 17.9410 17.8759 17.8553 17.8403 17.8468 17.8308 17.8650 0.75
25 25.0274 25.0799 25.0893 25.1141 25.0909 25.1108 25.0854 0.34
Promedio 0.66
Ccv 0.66
ESTABILIDAD

En las tablas 12 y 13 se presentan las areas promedio, el porciento de recobro y el

DEA% obtenidos de la prueba de estabilidad a Temperatura Ambiente.

Tiempo ()

| N O

6

Promedio

Blo

DE

CV%

Promedio de Area

6 [ng/mL]
96645
96452
96010
95959
96266

Temperatura Ambiente

18 [pg/mL]

296600
295730
296839
295242
296103

Tabla 12. Estabilidad de las muestras a Temperatura Ambiente (2, 4y 6 h).

% Recobro DEA%
6 [ug/mt] | 18 [ug/mL] | 6 [ug/mi] | 18 [pg/mL]
100 100 = -
99.80 99.71 0.20 0.29
99.34 100.08 0.66 0.08
99.29 99.54 0.71 0.46

335.5164 | 745.9121

0.35

0.25

miacia
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Tabla 13. Estabilidad de las muestras a Temperatura Ambiente (24 h).

Temperatura Ambiente

Tiempo Promedio de Area % Recobro DEA%
(h) 6 uo/mt] | 18 (ugimi] | 6 (ug/mL] | 18 (ugimi] | 6 [pg/mL] | 18 [ug/mL]
0 96645 296600 100 100 = =
24 86188 275446 | 89.18 @ 9287 | 1082 | 7.3
Promedio = 91416 286023
DE 7394.2156 | 14958.1368
CV% 8.09 5.23

En las tablas 14 y 15 se presentan las areas promedio, el porciento de recobro y el

DEA% obtenidos de la prueba de estabilidad en Refrigeracion 4°C.

Tabla 14. Estabilidad de las muestras en Refrigeracion 4°C (2, 4y 6 h).

Refrigeracion 4°C

_ Promedio de Area %Recobro DEA%
Tiempo (h)
6 [ng/mL] 18 [Hg/mL] 6 [Hg/mL] 18 [Mg/mL] 6 [Hg/mL] 18 [ng/mL]
0 96645 296600 100 100 - -
2 96223 299355 99.56 100.93 0.44 0.93
4 96625 299504 99.98 100.98 0.18 0.98

6 96506 298879 99.86 | 100.77 0.52 0.77
Promedio | 96499 298584
DE 194.4349 | 1349.5464
CV% 0.20 0.45
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Tabla 15. Estabilidad de las muestras en Refrigeracion 4°C (24 h)

Refrigeracion 4°C

_ Promedio de Area %Recobro %DEA
Tiempo (h)
6 [ng/mL] 18 [ug/mL] 6 [ng/mL] 18 [mg/mL] 6 [mg/mL] 18 [ug/mL]

0 96645 296600 100 100 - -

24 96314 296790 99.66 100.06 0.37 0.06
Promedio 96479 296695

DE 234.0523 | 134.3503

CV% 0.24 0.05

En las tabla 16 se presentan las areas promedio, el porciento de recobro y el
DEA% obtenidos de la prueba de estabilidad en Bafio a 37°C.

Tabla 16. Estabilidad de las muestras en Bafio a 37°C (2 h).

Bafio a 37°C
Tiempo o Promedio de Area % Recobro %DEA
6 [ug/ml] 18 ugimt] | 6 gmi) | 18 ugimi] | 6 [g/mi] | 18 [ugmi]

0 96645 296600 100 100 - -

2 93836 292972 97.09 98.78 291 1.22
Promedio 95240 294786

DE 1985.9094 | 2565.3834

CV% 2.09 0.87

Como se puede apreciar en la tabla 12 y 14 la muestra se mantiene estable a
temperatura ambiente y en refrigeracion durante 6 h, que es el tiempo en que se
lleva acabo el analisis desde que se toma la primera muestra en el perfil de
disolucion hasta la Ultima muestra que se analiza en el cromatografo, ya que se

obtuvieron valores de CV% y DEA% menores al 2%.

44|
Blo

miacia



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS |45

En la tabla 15 se puede observar que la muestra al ser almacenada en
refrigeracion durante 24 h permanece estable, al contrario de lo que se puede
apreciar en la tabla 13 en donde la muestra a temperatura ambiente presenta un
CV% y DEA% mayor al 2%.

Para la determinacion en Bafio a 37°C se puede observar que la muestra se
mantiene estable durante el tiempo que se lleva a cabo el perfil de disolucién, ya
que comienza a presentar cierto grado de degradacidén, a concentracion baja,
hasta las dos horas de permanecer en la solucion amortiguadora de fosfatos a
37°C.

INFLUENCIA DEL FILTRO

En la tabla 17 se presentan los datos promedio obtenidos de la determinacion de

la influencia del filtro.

Tabla 17. Evaluacion de la Influencia del filtro.

Muestra 6 [ug/mL] | 18 [pg/mL]
Sin Filtrar 103124 297936
Promegroelaéiltrado 102476 | 293323
DE 254.4442  813.3958
CV% 0.25 0.28
%retenido 0.63 1.55

Como se puede observar en la tabla 17 el uso de un filtro de teflon de 0.35 pm
para realizar la toma de la muestra en el perfil de disolucion, no afecta la
determinacién de Casiopeina® ll-ia, ya que se presenta, en cada caso, un

porcentaje retenido menor al 2.0%.
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PERFIL DE DISOLUCION INTRINSECA

La tabla 18 muestra las respuestas obtenidas para la adecuabilidad, criterio de

aceptacion de la corrida analitica, el dia en que se realizé el perfil de disolucion.

Tabla 18. Adecuabilidad

Adecuabilidad
Conc.pg/mi Area

14 229345
14 229467
14 229256
14 229367
14 229188

PROMEDIO | 229324.6
DESVEST | 107.0715
CV% 0.05

En la tabla 19 se presenta la cantidad disuelta (mg) al término del perfil de

disolucion de los tres vasos empleados, asi como el valor promedio.

Tabla 19. Perfil de Disolucién Intrinseca.

Volumen : Cantidad disuelta (mg)
. Tiempo

de medio (min) :
(mL) V1 V> V3 Promedio
900 10 21.93 21.71 @ 21.84 21.83
897 20 40.19 40.40 @ 39.95 40.18
894 30 58.43 58.87 @ 58.44 58.58
891 40 76.23 76.39 @ 76.05 76.22
888 50 93.96 92.99 @ 91.79 92.91
885 60 109.84 109.28 109.22 109.45

Nota: Vaso 1 (V,), Vaso 2 (V) y Vaso 3 (V3).
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La tabla 20 muestra los datos utilizados y el calculo de la constante de velocidad

de disolucion intrinseca y en la figura 13 se presenta el perfil de disolucion

promedio para determinacién de Casiopeina® llFia en solucién amortiguadora de

fosfatos pH 7.4. El area de superficial se calcul6 teniendo en cuenta que el

didmetro interno de la matriz del aparato de Wood es de 0.8 cm y empleando la

ecuacion para determinar el area de un circulo:

Area superficial = r?

Area superficial = (3.1416)(0.4cm)? = 0.5027 cm?

El calculo de la constante de velocidad de disolucién intrinseca se realizo con la

siguiente ecuacion (ejemplo de calculo de datos promedio):

K, A =——_mn
mt " 0.5027 cm?

Tabla 20. Calculo de constante de velocidad de disolucion intrinseca (Kint).

1.7541 2L

min __

mg

cm? min

Datos V1 Vo V3 Promedio
Pendiente 1.7676 | 1.7519 | 1.7429 1.7541
Intercepto 48958 | 5.2897 | 5.2131| 5.1329

r2 0.9995| 0.9991 | 0.9994 | 0.9994
Radio (cm) 0.4 0.4 0.4 0.4
Area superficial m? | 0.5027 | 0.5027 | 0.5027 | 0.5027
(mg/:f:;min)) 352 | 349 | 347 3.49

Nota: Vaso 1 (V,), Vaso 2 (V) y Vaso 3 (V3).

Blolarmacia
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Disolucién Intrinseca Casiopeina®lll-ia
120.00 -

100.00 -

80.00 -

60.00 -
y =1.7541x +5.1329

40.00 - R2 =0.9994

Cantidad disuelta (mg)

20.00 -
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Figura 13. Perfil de Disolucion Intrinseca Promedio

Como se puede apreciar en la tabla 18 la adecuabilidad, el perfil puede llevarse

acabo, ya que, el CV% obtenido se encuentra por debajo del 2% requerido.

De acuerdo a la figura 13, la cinética que presenta la disolucién es de orden cero y
en la tabla 20 se puede observar el valor de la pendiente promedio obtenida que al
ser divida entre el area de la superficie expuesta al medio de disolucion, se
obtiene el valor de la constante de velocidad de disolucion intrinseca el cual es de
3.49 mg/(cm®min). Lo cual indica que es un farmaco que no presenta una
velocidad de disolucién limitante para su absorcién, no deberia presentar

problemas con la biodisponibilidad o la disolucion.
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> Se desarrollo y valido el método analitico para determinar Casiopeina® lil-ia

en solucion amortiguadora de fosfatos pH = 7.4.

» El método analitico fue lineal, preciso y exacto en un intervalo de 2 - 25
pg/mL. El analito permanece estable durante 6 horas en el medio de

disolucion de trabajo.

» El valor de la constante de velocidad de disolucién intrinseca obtenida fue

de 3.49 mg/(cm?min).

> El valor de la constante obtenida para la Casiopeina® lil-ia, de acuerdo a
Abdou®, indica que la velocidad de disolucién no es limitante para su

absorcidén y no presentara problemas en su biodisponibilidad.
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