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Resumen

En la actualidad el mercado farmacéutico veterinario se encuentra en un proceso de
trasformacion hacia el desarrollo de medicamentos genéricos, para lo cual se requiere el
desarrollo de formas farmacéuticas y métodos analiticos validados para garantizar
quimicamente la estabilidad, eficacia y seguridad de los tratamientos disponibles en el mercado
mexicano. Por este motivo el objetivo de este trabajo fue desarrollar una nueva opcion
terapéutica para el tratamiento de la ulcera gastrica en equinos, se propuso el desarrollo de una
pasta flotante de Ranitidina y Simeticona, con una dosis de 6.6 mg/kg de Ranitidina y 0.5
mg/kg de Simeticona, que seria administrada a los equinos existentes del Hospital de Equinos
de la FESC, UNAM. Para esto se realizo el estudio de estabilidad fisica entre los activos y los
excipientes utilizados para el desarrollo de la formulacion, y se realizd6 un disefio de
experimentos 3* para evaluar la cantidad de polimero (Carboméro, HPMC K4M, HPMC
K100M y Alginato de sodio) necesario para mantener la disolucién “In situ” por un periodo
prolongado de tiempo; y la cantidad de Bicarbonato de sodio para mantener la pasta flotando en
el interior del estomago de los equinos. Al término de la optimizacion de las formulaciones se
validé el método analitico, basados en los criterios internacionales de la VICH y la
normatividad mexicana, para realizar la valoracion, la uniformidad de contenido y la disolucion
en aparato 1 USP (canastillas) en diferentes medios (agua y HCI 0.IN) mediante
espectrofotometria UV-Vis a 313 nm ; ademas de evaluar el tiempo de flotacion (estatica y
dinamica), el poder antiespumante (solucion detergente) y la seguridad de la formulacion
demostrando que no se presentaban efectos secundarios después de la administracion matutina
de la pasta flotante por un periodo de 15 dias, como tratamiento profilactico.

Palabras clave: Ranitidina, Simeticona, pasta, formulacion, tlcera géstrica.
Abstract

Today the pharmaceutical market veterinarian is in process of transformation towards the
development of generic, for which the development of pharmaceutical forms and validated
analytical methods for chemically ensure stability, effectiveness and safety of treatments
available in the required national market. Therefore the aim of this work was to develop a new
therapeutic option for the treatment of gastric ulcers in horses, the development of a floating
paste of Ranitidine and simethicone, with a dose of 6.6 mg / kg Ranitidine and 0.5 mg/ kg of
simethicone, which would be administered to animal in the FESC Equine Hospital, UNAM.
For this study physical stability between the active and the excipients used for the formulation
development was performed, and a design of 3% experiments was performed to evaluate the
amount of polymer (Carbomer, HPMC K4M, HPMC K100M and sodium alginate) necessary
to maintain the "in situ" solution for an extended period of time; and the amount of sodium
bicarbonate to keep the pasta floating inside the stomach of horses. After the optimization of
the formulations the analytical method, based on international criteria VICH was validated for
the assay, content uniformity and dissolution in USP Apparatus 1 (baskets) in different media (
0.1N HCI and water) by UV-Vis spectrophotometry at 313 nm; besides evaluating the flotation
time (static and dynamic), the anti-foaming power (detergent solution) and safety of the



formulation showing no side effects after the morning administration of the floating paste is
presented for a period of 15 days, as prophylactic treatment.

Keywords: Ranitidine, Simethicone, paste, formulation, gastric ulcer.
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QFB Hugo Cuatecontzi Flores LEDEFAR

I. INTRODUCCION

La ulcera géstrica en equinos es una enfermedad recurrente en caballos, y se puede
presentar en cualquier etapa de la vida del desarrollo; incluidas las etapas de neonatos,
potros, y madurez. Este sindrome presenta un gran indice de prevalecia en equinos de alto
rendimiento, ya sean caballos de carreras o de uso deportivo ecuestre. Las ulceras gastricas,
ademas de ser uno de los factores que junto con la acumulacion de gas en el interior del
estdbmago, predispone a los equinos a una patologia que es mas compleja conocida como
colico, que dependiendo del estadio puede resultar fatal para el animal. Los diversos
factores que la originan, la convierten en una enfermedad cronica; que se podria tratar cada
determinado tiempo de forma profilactica para reducir el riesgo en los animales y las
pérdidas econémicas para los productores.

En los ultimos afios en México, el mercado actual farmacéutico veterinario esta en
proceso de transformacion a nivel regulatorio para establecer pruebas y especificaciones de
calidad para que todos los medicamentos cumplan y presenten la misma efectividad
terapéutica; actualmente la FDA solo tiene autorizado un medicamento para el tratamiento
de ulceras en equinos, Gastrogard® pasta oral a base de omeprazol; es relativamente
costosa e inaccesible para los productores y granjeros que tienen caballos de uso extensivo,
para lo cual se propone el desarrollo de diversas formulaciones tomando como base una
pasta flotante y un bolo de rdpida desintegracion de Ranitidina (antiulceroso), con
Simeticona (antiespumante), que mediante el disefio de experimentos, se obtendran diversas
formulaciones y se fabricar algunas formulaciones piloto, y se demostrard su estabilidad, y
se probardn en los sujetos de experimentacion y determinaran mediante endoscopias y
pruebas clinicas, cual de estos preparados presenta estadisticamente la mejor eficacia

terapéutica en la reduccion de las tlceras, la cantidad de espuma y gas en los equinos.
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Il. JUSTIFICACION E HIPOTESIS

A. Justificacion

La prevalecia de las ulceras en los equinos, abre un campo de investigacion para tratar de
manera preventiva y eficaz un trastorno que se presenta en una gran cantidad de animales.
Por esta razon el presente proyecto se contempla como una opcidon mas econdémica e igual
de efectiva que los productos veterinarios disponibles en el mercado actual; se tratara de
obtener una formula farmacéutica que mejore la estabilidad, el sabor, se buscara que
aumente la permanencia del farmaco en el sitio de accion y por ende mejore su eficacia en
el tratamiento de la llcera y que facilitara la administracion a una gran cantidad de equinos,

pero sobretodo que fuere accesible a los equinos mas vulnerables.

B. Hipotesis

El disenio de una formulacion Optima para obtener una pasta flotante de Ranitidina y
Simeticona que después de ser administrada a equinos en intervalos regulares, podra
reducir la aparicion de tulceras, debido a un efecto profilactico, por lo que su obtencion y
estudio representard un producto practico, efectivo y de féacil administraciéon para los

grupos de equinos mas vulnerables
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III. OBJETIVOS

A. General

» Desarrollar una forma farmacéutica veterinaria, para comprobar su desempefo in

vitro e in vivo, en el tratamiento de Ulceras gastricas en equinos.

B. Particulares

» Establecer una serie de formulaciones para establecer la mejor mezcla de

excipientes que permita aumentar el tiempo de permanencia en el estomago.

» Determinar las formulaciones farmacéuticas mas optimas, mediante pruebas de
estabilidad, cuantificacion y disolucién para poder realizar la produccion de lotes

piloto.

» Cuantificar la cantidad de Ranitidina en la forma farmacéutica mediante la
validacion de método para la valoracion, uniformidad y disolucion, para asegurar que

cumple con las caracteristicas de calidad.
» Evaluar las diversas formulaciones mediante pruebas in vitro e in vivo para

verificar que cumplen con los parametros minimos de seguridad y efectividad para su

uso en equinos.
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IV. MARCO TEORICO

A. Anatomia.

1.1 El tracto gastrointestinal de los equinos.

El TGI de un herbivoro tipico consiste en la cavidad oral, la faringe, el esofago, el
estomago, el intestino delgado, el intestino grueso y el recto ver Fig. 1. Se extiende a través
del cuerpo y se encuentra en gran medida dentro de la cavidad abdominal. Ademas de los
principales segmentos del TGI, existen varias glandulas y organos asociados que se
encuentran fuera del TGI y que estan involucrados en los procesos de digestion y vacian

sus secreciones a lo largo del sistema gastrointestinal (Al Jassim R, 2009).

Los segmentos superiores del tracto gastrointestinal.

Small intestine

0,
(0%} Caecum (15%)

Colon (47%)

Oesophagus

Stomach (8%) Rectum

Fig. 1 Porcentajes aproximados de los componentes del tracto gastrointestinal (Dicks L,
2014).
Las siguientes secciones describen brevemente las caracteristicas anatomicas y las

funciones de los diferentes segmentos del tracto gastrointestinal del caballo.

1.2 La boca y el es6fago.

Estas estructuras incluyen los labios, la lengua, los dientes y las glandulas salivales
asociados. El caballo se diferencia del ganado bovino, en que el caballo tiene dos incisivos
superiores e inferiores que les permite pastar mas cerca de la base. La mandibula superior
es mas ancha que la mandibula inferior, y el caballo mastica con un movimiento de lado a

lado de modo que sus dientes se juntan en una molienda de traccion. Los tres pares de
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glandulas salivales secretan saliva, que ayuda en lubricacion del alimento y facilita la
deglucién. Los tres pares de glandulas salivales son las glandulas parotidas, las glandulas
mandibulares o submaxilares y las glandulas sublinguales (Al Jassim R, 2009).

La saliva es secretada solo en respuesta a la accion de masticacion y la presencia de
alimentos en la boca; no es estimulado por la vista o el olor de los alimentos, como sucede
en otras especies. Cerca de 10 a 12 litros de saliva es secretada diariamente; la cantidad
depende de la textura y forma de alimentacion (Dicks L, 2014). La saliva parece que no
tiene una funcion digestiva relevante, pero presenta una consistencia mucoide (viscosa)
cuya funcion es lubricar los alimentos, ademds su elevado contenido de bicarbonatos
(HCO3), le proporciona la capacidad de proteccion contra la acidez en la region proximal
del estoémago, lo que ayuda a elevar y evitar la disminucién del pH asociado con los AGV y
la produccion de acido lactico para mantener condiciones ligeramente 4cidas pH (3.0 —4.5),
la saliva también contribuye a favorecer la presencia de las bacterias acido-tolerantes y para
fermentar los carbohidratos no estructurales y permitir la produccion de lactato, que tiene
una importante implicacion para el bienestar alimenticio y nutricional del equino (Videla R,

2009).

Fig. 2 Regiones del lado izquierdo del abdomen para el examen del yeyuno (cortesia de la
Universidad de Georgia, Athens, GA): (1) caudo dorsal al bazo; (2) dorsal a izquierda
dorsal grande de colon; (3) el flanco; (4) Espacio gastroesplénico; (5) lateral de bazo; (6)
Espacio nefroesplenico (Epstein K, 2008).
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1.3 La faringe y el esofago.

La faringe mas comunmente llamada " garganta " es el paso de alimentos y aire. Es una
estructura musculo-membranosa que se estrecha en forma de embudo hasta la traquea y el
esofago. Los alimentos pasan por la faringe, y activan el sistema de deglucion; que abre y
cierra de forma controlada la entrada de la laringe y de la cavidad nasal, para evitar una
comunicacion entre estas vias lo que se traduciria en el atragantamiento del animal, y que
modificaria la conducta normal del equino al momento de la deglucion (Al Jassim R,
2009).

El esofago es un tubo muscular largo, que termina en el cardias, unos centimetros mas alla
del diafragma. La entrada de los alimentos en el estdmago, esta custodiada por este anillo
muscular (esfinter); el cual se encuentra cerrado a excepto durante la deglucion. Los
caballos son incapaces de regurgitar el contenido gastrico hacia el es6fago debido a que el
esofago entra en el estdbmago a un angulo agudo y el esfinter se cierra cuando se expande el
estomago. La fermentacion de los alimentos en el estdmago del caballo y la acumulacion de
gas en forma de espuma, aumenta la presion estomacal, y puede producir la ruptura y
derrame del contenido en el peritoneo. Los musculos del eséfago estan constituidos por una
capa circular interna y una capa externa longitudinal, similar en estructura para el estomago
y el intestino. En el caballo, las dos terceras partes del esdfago, lo constituyen mussculo del
tipo estriado; mientras que el musculo liso esta presente en la porcion mas baja del eséfago

(Al Jassim R, 2009).

1.4 El estomago del caballo.

Fig. 3 Presentacion esquematica del estdmago de un equino que muestra las regiones de los
recubrimientos gastricos: a y b en la region no glandular y 2 en la region del margo plicatus
c en la region glandular y d en el duodeno (Carsten y colab, 2001).
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Fig. 4 Esquema de los componentes del tracto gastrointestinal completo de un equino.
(Realizado por Kate Andrews, University of Queensland Gatton Campus, Queensland,
Australia. Adapted from McCracken TO, Kainer RA, Spurgeon TL. The horse. In:
McCracken TO, Kainer RA, Spurgeon TL, editors. Spurgeon’s color atlas of large animal
anatomy: the essentials. Oxford: Wiley-Blackwell; 1999, pag. 16).

La cavidad del estdbmago del caballo es relativamente pequefia, en comparacion con
otras especies animales de proporciones similares (ver Fig.3), ya que comprende solo el 8%
a 10% del tracto GI y presenta una capacidad de entre 7,5 y 15 L, dependiendo del tipo de
alimento que consuma el caballo ver Fig. 4 (Buchanan B, 2003).

El estomago presenta dos grandes regiones: la mitad superior del estomago, consta
de células epiteliales escamosas que carecen de una capa mucosa, mientras que la parte
inferior es la region glandular y se compone de tejido secretor, zona donde se produce acido
clorhidrico y el moco, que ayuda a proteger esta region de una lesion por exceso de acido
clorhidrico.

Los equinos que se alimentan continuamente, con pasto fresco mantienen el
estobmago lleno y con buen volumen para la digestion. La parte situada mas cerca del
esofago se llama cardias. El siguiente es el fondo, que es la parte en forma de cupula del
estomago. El fondo es adyacente al corpus, la base redondeada, y juntos constituyen la
porcion media estomacal, esta region es la que presenta mayor distension en caso de

inflamacién. La parte que une el estomago al intestino delgado es el piloro. La parte del
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estobmago en donde se alinea el epitelio escamoso estratificado, y la region glandular, la
también llamada “Margo Plicatus” (Buchanan B, 2003; Videla R, 2009).

El Margo Plicatus es una region no glandular y por lo tanto no produce secreciones.
Esta parte representa aproximadamente un tercio del estbmago. La comida al entrar en el
estdbmago estd mal mezclada, por lo que hay un gradiente de pH entre la entrada del
estdmago, y en la region cardiaca asi como, otro pH la regioén glandular pilérica. Cuando el
forraje es consumido, la masticacion estimula la secrecion de saliva, y la entrega continua
de saliva al estobmago funciona como una soluciéon tampon que protege la region no

glandular (Al Jassim R, 2009).

1.5 La microbiologia del tracto GI del equino.

La comunidad microbiana del TGI del equino ha recibido muy poca atencién a pesar de su
importancia para la salud y la digestion de los alimentos. Algunos autores han reportado
que para caballos sanos debe existir una relacion entre la mucosa y los recuentos luminales.
Las bacterias asociadas a las diversas regiones conforman entre el 70%, 20%, y 25% en los
recuentos microbianos del duodeno, el yeyuno y el ileon, respectivamente (Daly K, 2001;
Dicks L, 2014).

Las técnicas moleculares han revelado una gran diversidad bacteriana dentro del
estdmago y la region intestinal del equino (Daly K , 2001). La fermentacion puede cesar en
la parte mas acida del estdbmago, zona cercana a la parte pilorica, pero las bacterias
productoras de &cido lactico permanecen viables, incluso cuando los caballos en ayuno por
mas de 12 horas y parecen ser capaces de tolerar cambios bruscos de pH. Los
microorganismos observados en el estomago de caballos alimentados con dietas ricas en
almidén o carbohidratos no estructurales incluyen al Streptococcus bovis, S. equino,
Lactobacillus salivarius, L. mucosas, L. delbrueckii, y Mitsuokella jalaludinii. (Al Jassim
R, 2009).

La acidosis debida a la presencia del dcido D-lactico estd bien documentada en la
literatura, pero hay poca informacion disponible acerca de la identidad de las bacterias
productoras de acido D-lactico. Las especies S. bovis y S. equino han sido las mas
estudiadas debido a su papel bioquimico, sobre en la acumulacion de este metabolito y su

participacion en el desarrollo de laminitis (Dicks L, 2014).
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La fermentacion en el intestino posterior del caballo, es similar a la que en el que se
presenta en el rumen, lo que resulta en la produccion de acidos grasos volatiles de cadena
corta (AGYV), principalmente acético, propionico, y butirico. La proporcioén de estos acidos
esta influenciada por la cantidad y el tipo de sustrato, la composicion de la comunidad
microbiana, y las condiciones fisioldgicas del intestino posterior. La comunidad microbiana
del intestino posterior (ciego) del caballo, en particular, estd formada por las bacterias que
degradan la fibra de celulosa, es mucho menor que en los rumiantes. Por esta razén los
AGYV son absorbidos de forma muy importante a través de la pared del intestino posterior, y
son transportados por la sangre a diferentes tejidos, donde se utilizan como fuente de
energia (Al Jassim R, 2009).

Los caballos son menos eficientes que los rumiantes durante el proceso de digestion
de la fibra, por lo tanto, presentan una tasa de supervivencia mas baja que los rumiantes
bajo condiciones de sequia severa.

La gran cantidad de AGV produce una acumulacion de gas por exceso de
fermentacion, lo que provoca una gran cantidad de espuma cuya unica via de eliminacion
es dorsalmente, en forma de flatulencias. En condiciones normales de pastoreo, los caballos
pasan aproximadamente entre 10 a 12 horas al dia con la ingesta de alimento. Estos
patrones de alimentacion les permiten mantener un estdmago lleno y un suministro
continuo de nutrientes para tener la energia necesaria de sostén, y ademas mantener una
microflora intestinal equilibrada a lo largo de todo el sistema digestivo (Al Jassim R,

2009).

1.6 Requisitos de energia del caballo.

Como se menciond anteriormente, los caballos pueden pasan varias horas alimentandose
(10 a 12 horas al dia), para satisfacer sus necesidades nutricionales por su limitacion fisica
para absorber los nutrientes necesarios en el estdbmago y el ciego. Este comportamiento es
especialmente importante cuando se consideran las necesidades de energia para un caballo
de carreras o un caballo de alto rendimiento. La energia para el caballo se basa en digerir
nutrientes, como son los carbohidratos, proteinas y grasa. Por tanto debe hacerse referencia

a las Kcal de energia digerible por dia / Kg peso corporal, para expresar las necesidades
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energéticas de equinos. Los requisitos calculados para el mantenimiento variaron desde

25,7 hasta 35,1 kcal / kg de peso corporal (Buchanan B, 2003).

1.7 El forraje grueso parala alimentacion de equinos.

En condiciones normales de alimentacion los caballos, consumen dietas que consisten
principalmente en la pared celular del pasto, compuesto de polisacaridos que incluyen
celulosa, hemicelulosa y pectina, los cuales son los principales constituyentes estructurales
de la pared celular vegetal. Este tipo de dietas a menudo son voluminosas y bajas en
contenido de energia. Los caballos para satisfacer sus necesidades de energia y de otros
nutrientes, pastan continuamente en condiciones de corral, pasan entre 0,5 a 3 horas
consumiendo alimento a base granos (Al Jassim R, 2009).

Los procesos digestivos del caballo comienzan con la hidrdlisis acida en el
estomago y la digestion enzimatica seguida por una extensa fermentacion en el ciego, y la
simbiosis con las bacterias se da en todo el tracto gastrointestinal. La contribucion de los
AGYV a los requerimientos diarios de de energia del caballo puede ser tan alta como del
70% al 80%. En estas condiciones el ambiente del intestino grueso permanece tamponado y
apoya la proliferacion de los principales grupos de la comunidad microbiana (Al Jassim R,

2009).

B. Coélico.

El colico es un problema equino grave que afecta a los caballos a nivel mundial y puede ser
potencialmente mortal. Entre las varias causas probables de esta sindrome se encuentran
los parasitos internos, los cambio de dieta, los tratamientos farmacoldgicos, las condiciones
de alojamiento, la falta de acceso a los pastos frescos y el agua, aumento en el régimen de
ejercicio, y la movilizacion de los caballos, son los factores mas comunes que pueden
contribuir a una rapida digestion (fermentacion) y la excesiva acumulacion de gas, lo que
conduce a la distension del aparato digestivo y en consecuencia causan coélicos. Un
suministro inadecuado de fibra dietética y una dieta alta en concentrados a base de granos y
frecuentes periodos cortos de alimentacion, son las causas principales del colico en los
equinos, bajo los modernos sistemas de crianza. Ademas de una mala denticidon, también

pueden contribuir a la aparicion de colicos: Un proceso de masticacion ineficaz, asi como
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una deglucion de alimento demasiado largo, lo que puede interrumpir el proceso de la
digestion y que resulta en estrefiimiento y reduce la velocidad del paso de los alimentos y

aumenta la formacion de gas (Eipstein K, 2008; Al Jassim R, 2009).

1.1 La secrecion de acido gastrico.

La mayoria de las tlceras (cerca del 80%) se producen en la region no glandular proximal,
zona cercana a la region del cardias, en donde el recambio celular es mas lento y la

acumulacion de AGV es mayor.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de muestras colectadas usando un tubo nasogastrico
en 6 equinos, 2 h después de ser alimentados (Tabla parcial tomada de Varloud M, 2007).

Caracteristica Media S.D Cv Rango
pH, 5.23 0.66 0.13 2.87-7.18
pH» 5.08 0.44 0.09 4.07-6.36

Temperatura 24.19 1.27 0.05 18.0-27.9
Volumen 191.67 67.91 0.35 40-590
Total AGV 7.29 1.73 0.24 20.1-129.2
S.D.: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

1.2 Las ulceras gastricas.

Son mayormente encontradas en la curvatura menor y la curvatura mayor de la region no
glandular, cerca de la Margo plicatus, donde existe aumento en la concentracion del acido
clorhidrico que se produce en el fondo del estdmago, en comparacion con la region saccus
caecus. La region de la mucosa no glandular escamosa estd predispuesta a la lesion de
acido porque carece de moco protector sustancial y de células promotoras del bufer de
bicarbonato. (Tabla 1.) Por otra parte, los efectos erosivos de acido gastrico son la causa
mas probable de los signos de colico en los caballos con ulceras gastricas (Rabuffo T,
2009).

Los dos tercios distales del estomago esta revestido por mucosa glandular y tiene
una amplia cantidad de moco protector y células productoras de bicarbonato. Las glandulas
en esta region secretan acido clorhidrico (HCI) y pepsinogéno para digestion. Esta region
también contiene una extensa red capilar y presenta desde el punto de vista fisiolégico una

rapida restitucion del epitelio cuando este se lesiona. Aproximadamente el 20% de las
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ulceras se producen en esta region y puede sanar rapidamente sin intervencion terapéutica.
Las tulceras graves en la region profunda puedan llevar a dolor abdominal, especialmente
cuando ocurren alrededor de la abertura del piloro (Rabuffo T, 2009).

Los caballos son secretores de HCI gastrico continuo, la exposicion al acido se
piensa que es la causa primaria de EGUS y dolor abdominal intermitente asociado con
ulceras gastricas. La secrecion de HCI gastrico es estimulada por la gastrina, histamina y
acetilcolina, un neurotransmisor del nervio vago. Sin embargo, otros acidos (acidos grasos
volatiles [AGV], acidos biliares [AB] y acido lactico [AL]) y enzimas (pepsina), que se
encuentran en el estdmago pueden irritar la mucosa del estomago. La exposicion
prolongada de los 4acidos en la region no glandular, en un entorno de pH bajo,
probablemente es la que principalmente contribuye a la EGUS y dolor observado en
equinos (Buchanan B, 2003).

La prevalecia de caballos con una puntuacion de 2-4 lesiones (Lesiones en la
mucosa) fue de 70 % para la region no glandular escamosa y el 30 % para la porcion

glandular del estomago.

1.3 Prevalencia de las ulceras.

La prevalecia de la tlcera géstrica es alta en caballos de competicion o de alto desempefio.
En estudios realizados mediante endoscopia realizados en caballos de alto rendimiento, se
observo la formacion, y la presencia de Ulceras géstricas en el 80% de los equinos
examinados Tabla 2. (Buchanan B, 2003).

Tabla 2. Factores fisioldgicos que promueven el desarrollo de ulceras gastricas.

Factores Factores protectores de la | Factores protectores de la
region mucosa no mucosa glandular.
glandular
Secrecion de acido Restitucion epitelial Secrecion de bicarbonato

clorhidrico por células especializadas.

Produccioén de acidos Flujo sanguineo en la Restitucion epitelial

organicos mucosa
Conversion de pepsina a Flujo sanguineo en la
pepsinogéno mucosa
Reflujo Duodenal de 4cidos Produccion de
biliares prostaglandinas E
12
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1.4 Las etiologias del sindrome de ulcera gastrica equina en animales adultos.

Los caballos son secretores de acido clorhidrico géastrico continuo, la exposicion al acido se
piensa que es la causa primaria de EGUS (Murray y colab, 1996). Varios acidos (HCI,
acidos grasos volatiles [AGV], y acidos biliares) ha demostrado que causa dafios a la regién

no glandular del estomago equino (Buchanan B, 2003).

En un informe reciente, el 4cido clorhidrico y la presencia de una gran cantidad de
AGV, causa una inhibicion del transporte celular de sodio, lo que se traduce en hinchazén
celular, y eventual tlceracion cuando se expone la mucosa escamosa no glandular a un pH

de 4 o menor (Nadeau y colab. 2003).

Los efectos de los acidos biliares no tienen relacion con las ulceras géstricas, debido
a que su sitio de liberacion, es en duodeno y estos acidos presentan un pH con
caracteristicas cercanas a la neutralidad (pH > 6.5), y por otra parte el reflujo esofagico e
no representa mayor problema debido a que presenta un pH mayor que 4. El pepsinogéno,
que se trasforma en la forma activa de pepsina a un pH de menor de 4, y tiene un papel
preponderante en el desarrollo de EGUS. Esta enzima proteolitica puede actuar
sinérgicamente con el acido clorhidrico para dar como resultado en dafio por acidez.
Aunque el acido clorhidrico y el estrés son los principales agentes causales, la posible
combinacion del acido clorhidrico y los 4cidos organicos, actian de forma sinérgica con la
pepsina para causar EGUS. La clasificacion de las lesiones ha sido realizada como se
muestra en la Fig. 5 para la region no glandular (color blanco) y para la region glandular
(color negro) en multiples estudios previos, para evidenciar la proporcion y el grado de
ulceracion en determinado grupo de equinos, y establecer las bases internacionales para

evaluar el grado de EGUS que presentan los equinos (Rabuffo T, 2009).
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Fig. 5 Distribucion de puntuaciones de las lesiones en los caballos. Puntuacion 0: Epitelio
intacto sin enrojecimiento o hiperqueratosis, 1: mucosa intacta con areas de enrojecimiento
o hiperqueratosis, 2: pequefias lesiones Uinicas o multifocales, 3: lesiones grandes, simples o
multifocales o lesiones superficiales extensas, y 4: extensas lesiones con areas de

ulceracion profunda aparente (Jens Malmkvista, 2012).

Por otra parte el colico es una manifestacion aguda que puede presentarse de forma
mas comun en caballos, requiere una evaluacion de emergencia (no mayor de 8 h) y un
tratamiento farmacologico inmediato. Regularmente se utiliza el ultrasonido para evaluar el
tracto gastrointestinal, en tiempo real y que esto permita al especialista la evaluacion de
espesor de la pared del intestino, la contractilidad, distension, contenido luminal, y fluido
peritoneal. La ecografia gastrointestinal también se puede utilizar en los caballos con
complicaciones después de la cirugia abdominal para evaluar el célico. La evaluacion del
espesor de la pared y de la contractilidad puede ser util en la determinacion del flujo
sanguineo postoperatorio y determinar si no sufren de ileon paralitico postoperatorio o

presentan isquemia intestinal (Videla R, 2009).

Tabla 3. Estrategias de tratamiento farmacoldgico (inmediato) y dietas de prevencion de

ulceras gastricas en equinos.

Estrategia Régimen de Heno Estabulacién Intermitente Farmacoterapia

trabajo fresco VvS.
VvS. Alimentacion
alfalfa libre

Gastrogard® 4mg

Carrera / /Kg por 28 dias
1 intensivo Alfalfa Confinado Libre luego 2 mg/ Kg de

mantenimiento.
14
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Ranitidina 6.6 mg /
Carrera / Kg, tres veces al
2 intensivo Alfalfa Confinado Libre dia durante el
tratamiento y el
mantenimiento
Antiacidos, 30/15
Carrera / g de AIOH/MgOH
3 intensivo Alfalfa Confinado Libre antes del ejercicio
y en la tarde.
Igual que el
Moderado / tratamiento 1 y 2
4 espectaculos  Alfalfa  Confinado con Libre en el con omeprazol y
comida establo ranitidina 3 dias

antes del evento
No es necesario
excepto cuando se

5 Carromato / diagnosticas
compaiiia Ambos Campo libre Pastando ulceras, tratar por
14 dias y valorar
de nuevo al
equino.

1.5 El sexo, edad y temperamento.

En un estudio realizados por otros investigadores demostraron que existe un
porcentaje mas alto de ulceracion gastrica en equinos castrados (94%) que en los potros
(78%) y yeguas (82%). Estudios realizados por otros investigadores sobre la formacion de
ulceras en los caballos de carreras, no han demostrado diferencias acerca de la
predisposicion y la gravedad de EGUS entre machos y hembras. Se ha evaluado la
gravedad de las tlceras gastricas en equinos de diferentes edades, encontrandose que, los
caballos mayores de 3 afios de edad presentan mas predisposicion a las tlceras que los
caballos de 2 afios de edad, debido al uso y a los tiempos de trabajo a los que son sometidos
y el riesgo de ulceras aumento6 con la edad en caballos castrados y disminuy6 con la edad
en las yeguas y sementales. Sin embargo, esto podria haber sido debido a que los caballos
mas viejos habian estado en un periodo de entrenamiento mayor. Ademas de un
temperamento y comportamiento nervioso, se distingue a menudo como un factor que

predispone y se asocia con ulceras gastricas (Videla R, 2009).
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1.6 Alimentacion intermitente Vs. alimentacion continua.

Los caballos que pastan a campo abierto tienen una disminucion de la prevalencia de
EGUS. Durante el pastoreo, hay un flujo continuo de saliva y alimentos ingeridos que
amortigua el acido del estomago, y pH del estobmago es 5.0 — 7.0 para una gran parte del
dia, como se muestra en la Tabla 3. Por otro lado, cuando la alimentacion es intermitente o
limitada en los caballos, antes de las carreras o en caballos estabulados, el pH géstrico cae
rapidamente, y la mucosa glandular se expone a un ambiente excesivamente acido (pH < 1)

(Buchanan B, 2003).

1.7 Confinamiento en los establos.

El confinamiento ha sido implicado como un factor de riesgo para EGUS. Por ejemplo,
seis de siete caballos alojados en establos presentan ulceras gastricas, mientras que ningun
caballo tenia Ulceras gastricas después de 7 dias de alimentarse libremente en los pastos.

En otros estudios, se observd que la gravedad no presentaba diferencias
significativas entre los caballos estabulados de tiempo completo, y caballos confinados por
periodos intermedios y caballos libres de tiempo completo. Se encontré que el pH del
estbmago no cambid significativamente en los caballos alojados solo en establos, o
ubicados con un compafiero, y alojados en un estabulador metabdlico (Buchanan B,

2003).

1.8 Las dietas modificadas.

El tamafio y la composicion del grano tienen una relacion directa y un profundo efecto
causando EGUS. Debido a que las dietas altas en concentrados son ricas en carbohidratos
digeribles, que rapidamente son fermentados por las bacterias residentes, lo que resulta en
la produccion de AGV. Los AGV en presencia del pH bajo en el estomago (< 4) causa
dafios en el mucosa de la region no glandular escamosa. Como se muestra en la tabla 3

(Buchanan B, 2003).

1.9 Los agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINE s)
El uso de AINE’s es comun en los caballos con dolor abdominal agudo. Tipicamente, a
estos caballos se les suministra ya sea fenilbutazona o flunixina meglumina por via

intravenosa para controlar el dolor durante un episodio de colico. Estos agentes,
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especialmente la flunixina meglumina son muy eficaces en la disminucion de dolor
abdominal asociado con aguda célicos, pero varios efectos secundarios han sido reportados
lo que hace riesgoso su uso en los caballos de forma directa con el EGUS (Buchanan B,

2003).

1.10 Helicobacter spp y otras bacterias.

Multiples tipos de Helicobacter han sido aislados de distintas especies animales que sufren
de ulceras gastricas y gastritis. Recientemente, una nueva especies entero hepatica de
Helicobacter, denominada Helicobacter equorum, se aislé de muestras fecales de algunos
equinos clinicamente sanos, que indica que solo algunas de las especies de Helicobacter son

responsables a la predisposicion de las ulceras (Al Jassim R, 2009).

C. Los signos clinicos de Sindrome de la Ulcera Gastrica Equina.
Los signos clinicos asociados con EGUS son numerosos y a menudo de multiples origenes,
los cdlicos agudos y recurrentes se presentan junto con diarrea, el pelo aspero, la falta de
apetito, la pérdida de peso, cambios en la actitud, estados de depresion y disminucion del
rendimiento, son signos que se presentan en los caballos con ulceras, ver Tabla 4

(Buchanan B, 2003).

Tabla 4. Signos clinicos y factores de riesgo para desarrollar EGUS

Signo clinico en adultos Factores de riesgo
Colico agudo Stress
Colico recurrente Transportacion
Inflamacion Dieta rica en granos
Baja condicion fisica Exceso de confinamiento
Anorexia parcial Alimentacion intermitente
Bajo rendimiento Carreras
Cambios de actitud Enfermedades
Problemas al orinar Uso de AINE'’s
Falta de energia Cambios en el manejo
Diarrea crénica Infeccion parasitaria
Falta de apetito Ejercicio intenso
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1.1 Diagnéstico.

El diagnostico de EGUS requiere una historia clinica detallada, la realizacién de un examen
fisico, y una serie andlisis de laboratorio. A fin de facilitar la identificacion de factores de
riesgo y detectar los signos clinicos presentes para hacer un diagndstico veraz. Sin
embargo, la endoscopia es el unico diagnostico confiable y seguro, para detectar y evaluar
la gravedad de las ulceras gastricas. La endoscopia o también denominada gastroscopia se
han descrito en detalle, en diversas fuentes literarias, para su realizacidon se requiere un
endoscopio de minimo 2 m de largo para visualizar la region no glandular de la mucosa y
el margo plicatus y un endoscopio de mayor luminiscencia y mas largo para visualizar el
piloro y el duodeno proximal en equinos adultos. El uso de un sistema de puntuacion para
la ulcera gastrica permite a los médicos poder comparar los resultados gastroscopicos y

vigilar la curacion de las ulceras y evaluar la eficacia del tratamiento (Buchanan B, 2003).

Desafortunadamente, las técnicas de laboratorio proporcionan pruebas de
diagnodstico presuntivo solamente de EGUS, mientras que un diagndstico definitivo sélo
puede hacerse mediante un examen endoscopico. Por lo tanto, si la gastroscopia no esta
disponible y las ulceras son el padecimiento mas probable, puede ser util iniciar el
tratamiento empirico y observar para la resolucion de los signos clinicos. (Anon, 1999) Si
el caballo no responde al tratamiento, la remision a una institucidn con un gastroscopio se
indica como la opcidon mdas segura, para garantizar el bienestar y la salud del animal

(Buchanan B, 2003).

1.2 Sistemas Internacionales de clasificacion de lesiones ulcerosas.

Los sistemas de clasificacion se han desarrollado para evaluar el nimero de ulceras
gastricas y la gravedad de las lesiones en los caballos, la evaluacion del equino y la
clasificacion se lleva bajo anestesia general inducida (MacAllister, 1993; Murray, 1997,
Andrews 1999) ver Tabla 5 y 6. Sin embargo, las tlceras gastricas determinadas por estos
sistemas de clasificacion durante la endoscopia regularmente se comparan con imagenes
literarias de ulceras gastricas obtenidas de la realizacion de necropsias y pruebas de

histopatologia en cadaveres de equinos.
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Tabla 5. Numero / severidad (N / S) sistema de puntuacion ( MacAllister 1993).

Puntuacion del numero tulceras gastricas
0 No hay lesiones

1 a 2 lesiones leves localizadas

3 a5 lesiones leves localizadas

6 a 10 lesiones moderas localizadas

6 > 10 lesiones o lesiones difusas (o muy grandes)
Tabla 6. Puntuacion de la gravedad de las lesiones ocasionadas por ulcera géstrica

No hay lesiones

Aparece superficial

Estructuras mas profundas involucradas (lesion tiene mayor profundidad que 1)
Lesiones multiples y severidad variable (1 y2)

Igual que el 3 y tiene el aspecto activo (Activo = hiperémica y / lesion oscura)

N A WD = O

Igual que el 4 mas hemorragia activa o coagulo de sangre adherente

La limitacion de la visualizacion con el endoscopio en la evaluacion de zonas con
alimento o con liquido estomacal, no siempre refleja la verdadera condicion del estomago
ya que no se evalua por completo todas las regiones del estomago del equino. Un sistema
de clasificacion validado daria a los investigadores la confianza de que la lesion gastrica
endoscopica emita puntajes que verdaderamente reflejen el numero y la gravedad de las
lesiones géstricas presentes en el estdmago; y mejore el diagnostico de los médicos
veterinarios zootecnistas o los quimicos formuladores; para comparar los efectos de

diversos agentes farmacoldgicos sobre la cicatrizacion gastrica de la tlcera.
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Fig. 6 Fotografias de distintos grados de ulceras gastricas segin la escala propuesta en la
tabla 6; superior izquierda Grado 0 mucosa sana; superior derecha lesiones menores
multiples grado 1; abajo izquierda grado lesiones profundas extensas grado 2 o 3; abajo

derecha lesiones extensas profundas y con sangrado Grado 4 o 5 (Rabuffo T, 2009).

1.3 Examen endoscdpico del estomago.

Los caballos fueron estabulados, restringidos de alimento durante 18-24 horas y se les negd
el acceso a agua durante 4 h antes de la anestesia general. Después del periodo de retencion
de alimentacion, los caballos fueron anestesiados utilizando xilacina (Rompun) 1y la
ketamina (Ketaset) fueron colocados en posicion derecho dectbito lateral, y sus estomagos
se visualizaron utilizando un endoscopio de 2,75 m que fue pasado a través de la cavidad
nasal y el esofago. Posteriormente se utilizd un compresor de aire era utilizado para insuflar
(hasta que las rugosidades se mostraran lisas). Para visualizar la mucosa del estomago por
completo, el material adherente alimenticio se lavd de la mucosa del estomago utilizando
agua de grifo descargada a través del canal de biopsia del endoscopio. Fig. 6 (Andrews ,

2005).

1.4 Examen histopatolégico y la puntuacion.

Cuando un equino fallece se procede a evaluar la cantidad de las Ulceras gastricas, en la
necropsia, un especialista cuenta el nimero de Ulceras géstricas de los estomagos de los
caballos las cuales son extraidas con una cuchilla de bisturi, colocado en frascos de plastico
que contiene 10 veces el volumen de formalina (10%, tamponada). Y consiguientemente se
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procede en el laboratorio de patologia a la fijacion, se preparan las laminillas necesarias y
se seccionan 5 um de las biopsias, y se tifien con hematoxilina-eosina, para determinar la
gravedad del dafio y la alteracion celular que se generd para causar junto con otras

manifestaciones de la muerte del equino (Andrews, 1999).

D. Tratamiento farmacologico en EGUS.

1.1 Tratamientos veterinarios para la ulcera gastrica en equinos.

El alivio del dolor, la cicatrizacion y la prevencién de complicaciones secundarias, son la
caracteristica principal del uso de antiulcerosos, como terapia de sostén para prevenir el
EGUS. El tratamiento farmacoldgico se basa principalmente en aumentar el pH del
estobmago, suprimir la secrecioén de acido clorhidrico, y reducir la tasa de recurrencia de la
patologia, un control eficaz de la cantidad de acido debe ser el principal objetivo aunado a

un control nutricional y dietas con pastura fresca para prevenir la recurrencia de la ulcera.

1.2 El manejo del dolor.

El manejo del dolor durante un episodio de célico puede ser dificil, especialmente si los
signos son graves. Sin embargo, los caballos con ulceracion gastrica primaria o secundaria
se presentan con episodios leves de colicos que normalmente responden a dosis
terapéuticas. Si se sospecha de EGUS la administracion de fenilbutazona y flunixina
meglumina deberia evitarse. Aunque una Unica dosis terapéutica de fenilbutazona (4,4 mg /
kg, por via intravenosa (IV) o flunixina meglumina (1,1 mg / kg, IV) probablemente no
dard lugar a consecuencias catastroficas, pero dosis repetidas y la presencia de estos
farmacos por la region capilar estomacal compromete la integridad de la mucosa, y el
aumento de la acidez de estobmago, y la disminucion la secrecion de moco, puede exacerbar

las ulceras gastricas (Videla y Andrews, 2009).

1.3 Terapia de antiacido especifico.
En general la mayoria de las lesiones en equinos de alto rendimiento o en equinos que
presenten signos clinicos deben ser tratadas con diferentes agentes farmacologicos, como se

muestra en la Tabla.7.
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Hay muchos enfoques para el tratamiento EGUS, pero la estrategia aceptada
requiere que en la terapia se suministre un agente supresor de acido clorhidrico.
Actualmente, la pasta de omeprazol (GASTROGARD®, Merial Limited, Duluth, Georgia)
es el unico producto aprobado por la FDA para el tratamiento y la prevencion de
recurrencia de EGUS. El uso de inhibidores de la bomba de protones ofrece muchas
ventajas sobre los antagonistas de H,, que incluyen la aprobacion, la administracion una
vez al dia por la FDA, y la capacidad de bloquear la secrecién de acido gastrico,
independientemente del estimulo, aunque no necesariamente, es lo mejor para tratar una
sindrome recurrente ya que se produce una alteracion de tipo celular, con el uso de los
inhibidores; y se ha demostrado en humanos una sensibilizacion a alergias y aun se esta
tratando de demostrar una relacion la demencia en adultos mayores, por lo cual el uso de
antagonistas de la H,, surge de nuevo como una opcidn terapéutica econdémica y accesible a

los duefios de equinos en México (Videla R, 2009 y Andrews, 1999).

1.3.1 Omeprazol.

Omeprazol pasta oral (4 mg / kg, por via oral, cada 24 horas véase Tabla 7) Inhibe la
secrecion de acido gastrico durante 24 horas en equinos (Daurio y colab, 1999); en un
medio 4cido el omeprazol se activa a una molécula sulfonamida y se une reversiblemente a
la H, / K; ATPasa en las células parietales e inhibe el transporte de iones de hidrégeno en el
estomago de los equinos. Debido a su efecto sobre la célula blanco, el omeprazol a menudo
se llama un " bloqueador de la bomba de protones. " El efecto sobre la secrecion de acido
gastrico depende de la dosis y el tiempo de administracion (Andrews F, 1999 vy

MacAllister, 1995).

1.4 Los antagonistas de los receptores Hj,

La histamina estimula la secrecién de acido en las células parietales que tienen receptores
H, que responden a los antagonistas de la histamina, y disminuyen la secrecion de acido por
unién competitiva al receptor de histamina, bloqueando asi la fijacion de la histamina y la
estimulacion de la secrecion de acido gastrico. Ademads, estos agentes también pueden

inhibir las secreciones de acido estimulada por gastrina y acetilcolina (Videla R, 2009).
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1.4.1 Ranitidina.

El clorhidrato de ranitidina (6,6 mg / kg ¢/8 h véase Tabla 7), es cuatro veces mas potente,
que la cimetidina. Cuando se administra por via oral (6,6 mg / kg, por via oral, cada 8
horas), la ranitidina suprime la produccion de acido y manteniendo el pH alrededor 4,5 en
el estbmago. En un estudio la ranitidina fue capaz de limitar con éxito el desarrollo de
ulceras en un modelo con privacion de alimento. Aunque dosis mas bajas (4,4 mg / kg, por
via oral, cada 8 horas) cuando se administrd por via oral fue ineficaz para el tratamiento de
EGUS. Se ha publicado que un aumento en el tiempo de retenciéon estomacal y una
liberacion controlada durante el ayuno puede mejorar la respuesta terapéutica, y mejorar la
disponibilidad de la ranitidina (Orsini y colab. 1991). La ranitidina (6,6 mg / kg, por via
oral, cada 8 horas) tiene una eficacia alta y se recomienda para el tratamiento de EGUS, sin

embargo, el cumplimiento por parte del propietario es dificil (Videla R, 2009).

1.5 Duracion del tratamiento farmacolégico.

Es dificil predecir cuanto tiempo tardara en cicatrizar una Ulcera gastrica glandular o no
glandular, pero el tiempo de tratamiento recomendado para la mayoria de los medicamentos
antiulcerosos es de 28 dias. Sin embargo, el manejo, la alimentacion, el confinamiento y el
resto de la terapia farmacologica pueden favorecer el proceso de cicatrizacion. Por ejemplo,
después de un modelo de privacion de alimentacion para la induccion de la ulcera, éstas se
curaron parcialmente o en su totalidad en los caballos después de 9 dias de alimentacion

con pastos frescos (Videla R, 2009).
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Tabla 7. Terapia Farmacologica para el tratamiento de EGUS (Videla R, 2009).

Farmaco Dosis Via de Frecuencia de administracion
administracion
Omeprazol 0.5-1.0 mg /Kg Intravenosa Cada24 h
Omeprazol 4 mg/Kg
(Gastrogard) Tratamiento Oral Cada24 h
1 mg /Kg
Prevencion
Ranitidina 1.5 mg/Kg Intravenosa Cada 6 h
Ranitidina 6.6 mg/Kg Oral Cada 8 h
Famotidina 0.3 mg/Kg Intravenosa Cada 12 h
Famotidina 2.8 mg/Kg Oral Cada12h
Misoprostol 5 ng/Kg Oral Cada 8 h
Sulcralafto 20-40 mg/Kg Oral Cada 8 h
Antiacido 30AIOH/15¢g Oral Cada2h
AlOH/MgOH MgOH

El tratamiento con los antagonistas de los receptores H, debe continuarse durante al
menos 28 dias, pero la cicatrizacion puede tardar més de 40 dias y puede no ser tan eficaz
como el tratamiento con pasta de omeprazol. En general, puede tomar mas tiempo para
tratar las Ulceras grandes, Ulceras mas severas y ulceras en la mucosa no glandular, como se

indica en la Figura 7.

En los casos en los que los signos clinicos se han resuelto y los factores de riesgo
para el desarrollo de la tulcera son bajos, se puede producir la curacion espontanea de las

ulceras sin tratamiento adicional (Videla R, 2009).

E. En el mercado veterinario.
En la medicina veterinaria, las principales razones para el desarrollo de un firmaco que
cumpla con una forma farmacéutica especial o un sistema de liberacion prolongada, son
basicamente para reducir el estrés en los animales por la manipulacion y dosificacion,

ademas de reducir el costo en términos de dinero vs. el tiempo de tratamiento. Los sistemas
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de liberacion controlada son mas convenientes para administrar farmacos que la
dosificacion de repeticion de liberacion inmediata, y permiten que la cantidad de farmaco
administrado este bien definida, en contraste con la administracion de farmacos en el agua
o en el alimento. Ademas, estas formas de dosificacion también pueden reducir la
exposicion humana a compuestos farmacéuticos veterinarios que no son seguros para

manejar (Rothen-Weinhold A, 2000).

1.1 La produccion de alimentos y los animales de compaiiia.

El principal mercado para la aplicacion de la tecnologia de liberacion controlada en el
sector veterinario es la prevencion y control de enfermedades a través del tratamiento con
agentes antimicrobianos y antiparasitarios; para animales productores de alimentos. Otro
mercados incluyen el control de la fertilidad de los animales, la promocion del crecimiento,
la sincronizacion del celo (a través de la aplicacion de hormonas) y la suplementacion de
agentes nutricionales (a través de la entrega de microminerales en trazas) (Rathbone, 1999).

En la medicina veterinaria, la entrega controlada de farmacos a los animales pueden
ser convenientemente divididas en dos grandes categorias: los animales productores de
alimentos, que forman el mayor sector del mercado total con aproximadamente el 70% de
las ventas totales, y los animales de compafiia, que representan el restante 30%. Los
animales productores de alimentos consisten principalmente de ganado bovino, ovejas,
cerdos y aves de corral, junto con el pescado y cualquier otro animal del cual se obtiene la
carne u otros productos derivados como los huevos o leche son obtenidos (Rothen —
Weinhold, 2000).

Los animales de compafiia comprenden principalmente caballos, perros y gatos. Es
muy importante saber si la liberacion del farmaco ha sido disefiada para el tratamiento de
cada animal (animales de compaifiia) o para su uso en un rebafio o manada. Esto se debe a
que la sensibilidad al precio, es menos importante en el caso de animales de compatfiia, de
lo que es con los animales productores de alimentos (Rothen — Weinhold A, 2000).

Los propietarios comparan constantemente el costo del tratamiento con los
resultados logrados por el tratamiento. En general, el costo de un producto de liberacién
controlada es mayor que las terapias convencionales (costos mas altos de desarrollo), pero
menudo ofrece més beneficios que los tratamientos de liberacion inmediata. Ejemplo de
esto es que por cada visita del veterinario estd asociada al costo de su tiempo, experiencia y
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la frecuencia de administracion que requiere el producto, entre mayor tiempo sea necesario
el MVZ mayor sera el coste de la tratamiento para duefio. Ademas, el desarrollo de un
sistema de suministro de liberacion controlada ofrece, que el ingrediente activo sea liberado
durante largos periodos de tiempo, lo que permite el manejo de los animales sélo una vez,
antes de que se introduzcan al pastoreo intensivo. Los mejores productos seran aquellos que
maximizan el beneficio terapéutico con el minimo costo y la maxima comodidad para el
productor (Rothen-Weinhold A, 2000).

En el mercado de animales de compaiiia, el costo en la fabricacion y el disefio de la
forma farmacéutica, es menor con respecto a las posibles ganancias asociadas con un
producto desarrollado para este grupo de animales, y las ganancias son mucho mayores en
comparacion con las de un producto dirigido hacia el mercado de produccién animal y
alimentos. El alto valor de un animal de compaiia depende del valor emocional y los

recursos financieros del propietario (Rathbone, 1999).

1.2 Particularidades asociados con el sector veterinario.

En los productos veterinarios se tienen que comprobar la valoracion o potencia del
ingrediente activo indicada en el marbete, cumplir con la uniformidad del contenido, igual
que los medicamentos de consumo humano, pero no es requisito tener las validaciones del
método analitico para estas determinaciones, actualmente se pretende establecer los nuevos
criterios para que la industria veterinaria en México comience a realizar las pruebas de
bioequivalencias y se trasforme asi en un mercado de genéricos veterinarios, ademas de los
estudios detallados de residuos (también llamados estudios de deplecidén) y la evaluacioén
de la seguridad en el manejo, en particular para los animales productores de alimentos.

Los niveles de residuos en los tejidos, son la cantidad de fArmaco que queda en los
tejidos comestibles en el momento de sacrificio de animal, para asegurar que estos niveles
no causan peligro para los seres humanos, es necesario determinar experimentalmente el
tiempo necesario después de la administracion del farmaco para alcance a eliminarse hasta
alcanzar niveles no toxicos y estos estudios debe ser determinados por especies y dosis de
farmaco administrado (Rothen-Weinhold A, 2000).

Ya que no se permite el sacrificio del animal antes de esta fecha. Por lo que se
afecta directamente la oferta y la demanda del producto, e influye, en el de forma directa al
uso que se dara a la forma farmacéutica, ya que el metabolismo en las especies animales en
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la cual va ser usado es diferente; por lo que, el formulador tendra que conocer el
metabolismo de la especie para un 6ptimo disefio de la forma farmacéutica (Cardinal y
colab. 1992). Ya que las pruebas in vivo deben llevarse a cabo en todas las especies
animales para las que el tratamiento ha sido desarrollado. Esto elimina las incertidumbres
vinculada a la correlacion entre los modelos animales y por lo tanto es una importante

ventaja en la determinacion de los estudios de deplecion (Rothen-Weinhold A, 2000).

1.3 Las formulaciones orales

Son formas farmacéuticas ampliamente utilizadas, por su facilidad de administracion, a los
animales que pasan gran parte de su vida de pastoreo en campos abiertos. Lo que representa
un desafié para el formulador en cuestion del disefio y para el veterinario que debe
garantizar la administracion de la forma farmacéutica, ya que se deben optimizar los
métodos de administracion para garantizar que la proteccion de la salud animal, durante por
periodos prolongados y reducir al minimo la manipulacién. Dentro del desarrollo
farmacéutico la preformulacion es el primer paso esencial para una buena formulacion de
un activo farmacéutico (API). La preformulacion es una investigacion lo mas extensa y
detallada de las propiedades fisico-quimicas del farmaco, solo y en combinaciéon con
excipientes. La evaluacion de las posibles incompatibilidades entre el farmaco y los
diferentes excipientes (Rothen-Weinhold A, 2000).

La formulacién de un farmaco con frecuencia implica, que se mezcle con diferentes
excipientes para mejorar la fabricacion, y para maximizar la eficacia del producto para el
tratamiento de un padecimiento especifico.

Los excipientes utilizados para facilitar administracion y modular la liberacion del
activo. Pueden aumentar la estabilidad la contra la degradacion del medio ambiente. La
mayoria de los excipientes no tienen accion farmacologica directa, pero pueden impartir
propiedades utiles a la formulacion de la forma farmacéutica. Sin embargo, también pueden
aumentar los efectos secundarios y / o los efectos no deseados, tales como aumento de la
degradacion del farmaco (McGoverin C, 2006).

Las interacciones fisicoquimicas entre farmacos - excipientes pueden afectar a la
naturaleza quimica, la estabilidad y la biodisponibilidad del farmaco, y generar productos
de degradacion que en consecuencia, pueden afectar su terapéutica eficacia y seguridad
(Rowe R, 2009). Para realizar las pruebas de compatibilidad se utiliza una mezcla binaria
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(API — Exp) y se realiza utilizando cantidades considerables de los farmacos y cada uno de
los excipientes (puede ser 1: 1 o personalizada), con o sin agua y agregado en algunas
ocasiones operaciones unitarias como la pre-compactacion, y se analizan utilizando un
método de indicador de la estabilidad, por ejemplo cromatografia liquida de alta resoluciéon
(HPLC), infrarrojo cercano (NIR) o calorimetria diferencial de barrido (DSC) (McGoverin
C, 2006).

Una de las maneras mas eficaces para estabilizar un farmaco que es sensible al pH,
es través del ajuste del pH microscopico o adicionando agentes de pH conocido en la
formulacion. Existen una amplia gama de excipientes con alta estabilidad de pH y se
recomiendan usar combinaciones de los agentes de tamponamiento.

Los medicamentos veterinarios y los procesos regulatorios en el ambito veterinario
actualmente estan en proceso de transformacion para asegurar la bioequivalencia entre los
diversos medicamentos que se encuentran en el mercado mexicano; ya que en las
formulaciones actuales, los estdndares de calidad y las métodos de fabricacion, no siempre
aseguran que el producto veterinario cumpla con la efectividad y seguridad necesaria para
garantizar la salud y el bienestar animal, aunque en las NOM oficiales no especifican los
requisitos de los procesos de fabricacion. Sin embargo los métodos analiticos, deberian
estar validados, para realizar las pruebas de bioequivalencia entre productos y formas
farmacéuticas, debe ser necesario que el mercado actual tome la validacion como el criterio
minimo para el aseguramiento de la calidad, asi como otros métodos de trabajo como la
calidad por disefio (QbD por sus siglas en inglés), por esta razon, se ha comenzado a
trabajar en establecer los productos que se utilizaran como innovadores. Debido a esta
situacion, se debe determinar la efectividad y la seguridad deben ser confirmadas por
evaluaciones quimicas antes y después de la salida al mercado del producto (Rothen-
Weinhold A, 2000).

Los medicamentos veterinarios deben indicar que su uso, es Unicamente para este
fin; y ademas de cudles son las especies en las que se ha comprobado su efectividad.
Debido a las diferencias en las especies para tragar o ingerir tabletas masticables, se
mantienen en continua modificacion la vida util de anaquel y las caracteristicas de los

productos veterinarios, una de las razones principales que se da en las diversas especies
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veterinarias es el sabor para mejorar la palatividad, y asi disminuir el potencial de impacto

negativo de los productos (Imran Ahmed, 2002).

Por otro lado, las instituciones de cada pais y a nivel internacional, mandan alertas
del uso y establecen cada vez mas controles y exigen tener un control mayor de las
especificaciones para evitar el rechazo de lotes debido a la variabilidad con la que se
fabrican los productos veterinarios actualmente, pero a su vez estos controles le permiten a
las empresas que estan comprometidas con la salud y el bienestar animal aumentar el
control sobre sus procesos y formulaciones, ademas de que se puedan utilizar estas para

trabajar en las diversas especies (Imran Ahmed, 2002).

Sin embargo, los productos genéricos en la actualidad, son ampliamente requeridos
en el mercado veterinario Mexicano, con el fin de evitar la variabilidad en la respuesta, por
ende los laboratorios necesitan mejorar y controlar sus procesos de manufactura. La
bioequivalencia a nivel veterinario presenta una gran desventaja para la industria
farmacéutica veterinaria con respecto a la especie humana, ya que los laboratorios de
productos veterinarios, tienen que demostrar esta prueba, en cada una de las especies en a
las que se recomienda, lo que si se compara el costo-utilidad no siempre se recupera la
inversion, de forma inmediata o a largo plazo, a esta situacion se le debe sumar que, en un
mercado donde la vigencia de registro de los medicamentos veterinarios , ante las
autoridades, es de solo 5 afios y debe ser validada para todas las especies en las que se tiene

que demostrar la prueba de bioequivalencia (Imran Ahmed, 2002).

En el mercado veterinario la capacidad de prediccion entre las especies y la
demostracion de la bioequivalencia, resulta de gran importancia para establecer bases de
datos, como las que tiene la FDA; la cual es concentrada y analizada por el Centro de
Medicina Veterinaria (CMV). Este centro evalua y determina si los cambios afectan la
seguridad de los productos farmacéuticos, y por esto se establecieron una serie de criterios,
en los que si existen este tipo de cambios, es necesario, realizar nuevos estudios de

bioequivalencia, entre los cuales se encuentran los siguientes (Imran Ahmed, 2002).
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v" Un cambio en la concentracion del activo o recomendar el producto para mas de una

especie animal.
v Un cambio en la calidad, pureza, identidad y potencia.
v El método de sintesis o fermentacion.

v" Cambios en el proceso de manufactura, requiere ser probado en 2 0 mas especies.

F. Caracteristicas de los farmacos

El sistema de clasificacion biofarmacéutica sirve para identificar los farmacos
adecuados para el desarrollo del proyecto de antiulcerosos y anti flatulentos. En este
sentido, se han explorado las caracteristicas fisico-quimicas de los componentes y como
podrian afectar sus propiedades y su desempefio terapéutico y si se modifica la absorcion.
Asi, el metabolismo de la Ranitidina en el colon tiene implicaciones importantes en el
desarrollo de la liberacion prolongada y en los sistemas especificos de administracion de
farmacos, Ver Fig. 8 y 9. Para los medicamentos que pueden ser sustratos para el
metabolismo bacteriano, toda posible liberacion mas alla del intestino delgado tiene pocas
esperanzas, de lograr niveles terapéuticos del API en la sangre o localmente dentro del

colon.

Por otra parte, farmacos que se absorben de forma incompleta durante el paso a
través del estomago y el intestino delgado, ya sea debido a su pobre solubilidad o
permeabilidad, también son candidatos potenciales para la degradacion ya que el colon

contiene especies bacterianas que pueden contribuir a su degradacion (McGoverin C,

2006).
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Fig. 7 Estructura de Ranitidina y sus posibles tautdmeros de la fraccion de nitrodietilamina

seleccionadas (McGoverin C, 2006).

st 0

(CH3}2NCH2 0 CHQSCHQCHQNchi:NHch = (CH3)2NCH2 (0] CHzSCHz CH2 N= CNHCH3

CHNO, HCy,
NOH

Fig. 8 Esquema de las estructuras posibles de Ranitidina.

La Ranitidina es mas efectiva que el omeprazol en el tratamiento de la ulcera
gastrica entre individuos que desarrollan esta condicion dos semanas después de tomar

medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) (Kitagami K, 1990).
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1.1 Forma Farmacéutica

Las formas flotantes de dosificacién estdn disefiadas para ser retenidas en el estomago
durante largos periodos de tiempo, y se han desarrollado como una sistema de
administracion de farmacos. Las formas de dosificacion flotantes tienen la ventaja de
permitir la administracion local del medicamento en el estomago, por ejemplo en el
tratamiento de Helicobacter pylori (H. pylori), y la reduccién de la variabilidad en la
biodisponibilidad que se produce se debe a los actualmente sistemas de liberacion
inmediata disponible (Frances Stops, 2008).

Actualmente, la administracion de sistemas de liberacion controlada de farmacos,
han repuntado, en gran parte para superar los problemas experimentados con las formas de
dosificacidon convencionales. Basicamente, los sistemas de liberacién controlada de
farmacos consisten en un depdsito de farmaco, desde la cual se libera el farmaco
lentamente durante su trdnsito en el tracto gastrointestinal, a una determinada velocidad
para mantener constante la absorcion del farmaco (Frances Stops, 2008).

El desarrollo de formas farmacéuticas de liberacion controlada de farmacos
representa un problema para firmacos cuya absorcion depende de cambios de diversos
factores tales como la disolucion, solubilidad, pH, enzimas y flora microbiana.

Los farmacos que utilizan un sistema flotante, tienen multiples enfoques y usos, es
que el principalmente sirve para aumentar el tiempo de permanencia gastrica y aumentar la
presencia del farmaco en el estémago (Lee y colab, 1999; Singh y Kim, 2000). Sin
embargo, los dispositivos de administracion de fAirmacos por via oral tienen una limitante
fisiologica en el tiempo de gastro retencion gastrica (TGR) (Soppimath et al., 2001), la
variabilidad del tiempo de vaciamiento gastrico y la poca cantidad del farmaco disponible
puede resultar debido a la liberaciéon incompleta del farmaco desde el sistema de
administracion, o en la zona de absorcion (estdmago o parte superior del intestino delgado),
lo conduce a una menor eficacia de la dosis administrada (Iannuccelli , 1998). Para superar
estas limitaciones, el enfoque de este proyecto propone prolongar el TGR generando
sistemas flotantes de dosificacion de farmacos (SFDF por sus siglas en espafiol).

Sin embargo, en muchos sistemas flotantes ya desarrollados se ha observado que
como sistemas hidrodindmicos equilibrados, son poco fiables debido al TGR prolongando,

ya que a veces existe un vaciamiento total o nulo y, por lo tanto, puede resultar en una alta
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variabilidad en la biodisponibilidad y una irritacion local debido a la gran cantidad de
farmaco suministrado en un determinado el sitio de TGI (Whitehead et al., 1998).

Los diferentes sistemas flotantes que se han desarrollado en diferentes formas y se
basan en varios principios, como el sistema de multiples compartimientos de aire
(Iannuccelli y colab., 1998), las microparticulas basadas en soportes porosos (Sharma y
Pawar, 2006; Streubel y colab., 2003), por medio de microesferas huecas (Sato et al;2004),
o por perlas de gel (Sriamornsaka et al., 2005; Tang et al., 2007).

Los alginatos se componen de copolimeros lineales biodegradables no toxicos
derivados del L-glucuronico y residuos de acido D-manuronico. Y son ampliamente
utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica. El alginato de calcio (Alg-Ca) es
formado rapidamente por la gelificacion del acido alginico, con la presencia de iones de
calcio. Las esferas de alginato se habian desarrollado como formas flotantes de dosificacion
prolongada en TGR, en 1980 (Stochwell y Davis, 1986).

En los ultimos afios, con frecuencia se han empleado perlas de gel de alginato como
un vehiculo tnico para SFDF (Iannuccelli y colab; 1998; Whitehead, 2000; Choi, 2002;
Murata, 2000). Sin embargo, la eficiencia de encapsulacion para el farmaco hidrofilico en
perlas del gel es baja, y la liberaciéon de muchos farmacos hidroéfilos no se puede sostener
por mas de 4 h, incluso después de la modificacion adicional de las perlas de gel.

Las formas farmacéuticas efervescentes estan disefiadas para ser disueltas o
dispersadas en agua antes de administracion. La tableta se disuelve rdpidamente por la
liberacion interna de CO; en el agua; la reaccion del CO,, es debido a una interaccion de un
acido (tartarico y citrico) con carbonatos de metales alcalinos o bicarbonatos en presencia
del agua. Las formas efervescentes, por lo general, consisten en acidos y bicarbonatos o
carbonatos.. Ademas, los medicamentos prescritos comunmente en dosis altas se pueden
usar en forma de efervescentes porque de otra forma existiria una variabilidad muy grande
en la absorcion (Abolfazl Aslani, 2013).

Siendo previamente disuelto en una solucion tampodn, los productos efervescentes
no reciben en contacto directo con el tracto gastrointestinal. De este modo, se pueden
tolerar en el estomago y el intestino, y reducir la irritacion GI. De hecho, el CO; producido
en una reaccion de efervescencia aumenta la penetracion de sustancias activas en la via para

celular y en consecuencia su absorcion (Abolfazl Aslani, 2013).
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1.2 CO; contenido
Se colocaron 3 muestras en 100 ml de 4cido clorhidrico 1N, y se colocaron en 3 vasos de
precipitados separados. Con el fin de determinar la cantidad de CO; liberado (mg), y se

obtuvo la diferencia de peso antes y después de la disolucion (Abolfazl Aslani, 2013).

1.3 Evaluacion de la solucion pH
Se us6 de un medidor de pH, el pH de la solucion se midi6 disolviendo 3 dosis de la forma
farmacéutica en 3 vasos de precipitados que contenian 200 ml de agua (Abolfazl Aslani,

2013).

G. Disefio experimental
Se utilizaron para el procedimiento de optimizacion. En este caso se propone un disefio 3°
el cual se considera que es adecuado para la investigacion y para la construccion de un
modelo matematico que permita determinar la influencia de los diversos factores, y la
optimizacion del proceso. El modelo matematico, determina y evalua la capacidad de
optimizar la formulacion y se lleva a cabo con el empleo de Stat Graphics® .Bajo este
esquema de disefio se trabaja con 2 factores a 3 niveles diferentes, por este motivo se
seleccionaron la cantidad de polimero y la cantidad de bicarbonato de sodio como los
factores para dirigir las respuestas a obtener con las combinaciones estadisticas para el

desarrollo de la formulacion (Aashima Hoodaa, 2012).

1.1 Cantidad de Polimero

Los sistemas de administracion de farmacos flotantes en multiple unidades muestran varias

ventajas sobre los de una sola unidad, de entre cuales los siguientes destacan: evitar el

vaciamiento total o nulo del estdbmago, la ausencia de distorsion de la actuacion debido a la

falta de unas pocas unidades, y una cinética de liberacion de farmaco mas predecible.
Actualmente, las compafiias farmacéuticas veterinarias estan explorando

mecanismos para maximizar la eficacia y facilidad de administracion de antibidticos

buscando la aprobacion de compuestos, y reducir al minimo el riesgo de resistencia a los

medicamentos.

Existen numerosas oportunidades para desarrollar en la industria veterinaria sistemas de

liberacion prolongada de farmacos que cumplen las necesidades insatisfechas en los dos
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grandes grupos que existen: los animales de compafiia y los animales de granja. Estos,
junto con el objetivo de una administracion menos frecuente, han estimulado el desarrollo
de sistemas de liberacion de farmacos de liberacion modificada. Estas oportunidades han
dado lugar a numerosas sistemas de liberacion modificada de farmacos para su uso en los
animales (Rathbone Michael J, 2002).

Los principios basicos que subyacen en el desarrollo y uso de sistemas de liberacion
modificada incluyen:

* Mejora de la eficacia clinica.

* La eficiencia relativa de la reduccién de los regimenes de dosificacion (es decir,

mejora el cumplimiento del duefio o cuidador).

* Abhorros relativos en el manejo del paciente (por ejemplo, la lactancia o visitas
ambulatorias para la administraciéon de farmacos repeticion) y el cuidado médico

(por ejemplo, manejo de eventos adversos o efectos secundarios).

Existen razones similares para el uso de la administracion de farmacos con sistemas
modificados en las especies animales. La posible reduccion en el manejo de animales (que
resulta en la reduccion del estrés de los animales y ahorro econdmico), son factores que
impulsan el desarrollo de tales sistemas para animales de granja, mientras que la comodidad
del consumidor y el cumplimiento de la terapia farmacoldgica, son las principales ventajas
para los animales de compafiia (Rathbone Michael J, 2002).

* Sistemas flotantes: son sistemas hidrodindmicos equilibrados, como micro esferas
flotantes de liberacion multiparticulada de farmacos que tienen la ventaja de la
retencion gastrica de hasta 12 h en los seres humanos. El farmaco es contenido
dentro del nucleo interior micro esferas huecas que permiten la flotacion, y se libera

en el estbmago a un ritmo lento.

* Sistema de hinchamiento: el dispositivo se hincha en una proporcion tal que este es
incapaz de salir del estdbmago a través del piloro. En consecuencia, la forma de

dosificacion es retenida en el estobmago durante un largo periodo de tiempo.

» Sistemas bioadhesivos: el dispositivo estd formulado para adherirse a un sitio diana

dentro del tracto gastrointestinal donde se entrega y libera el farmaco.
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* Los sistemas de formas geométricas: son formas no desintegrantes que se moldean a
partir de elastomero o mezclas extruidas a base polietileno. Debido a las funciones
fisioldgicas normales, el dispositivo se retiene en el estomago debido a su tamatfio,

forma o flexibilidad.

* Formulaciones de alta densidad: el dispositivo se hunde literalmente dentro del

estomago, retardando de este modo su salida durante expulsion gastrica normal.

Algunos de estos farmacos se caracterizan por una absorcion lenta en la parte
superior del tracto gastrointestinal. Un transito gastrointestinal rapido es impredecible y
podria resultar en una absorcion incompleta del farmaco desde el dispositivo por encima de
la zona de absorcion, lo que lleva a una eficacia disminuida de la dosis administrada. Para
aumentar la retencion gastrica, las diversas formas farmacéuticas aumentan el tiempo de
retencion gastrica de los medicamentos dosificados. Estos sistemas permanecen en la
region gastrica durante varias horas y por lo tanto pueden prolongar significativamente el
tiempo de residencia géstrica de los farmacos. La retencion géstrica prolongada mejora la
biodisponibilidad, porque mejora la solubilidad de los farmacos que son menos solubles en
el pH alto del intestino delgado (Pallab Roy, 2009).

Los principales enfoques que han sido examinados, a este respecto, son excipientes
de baja densidad o polimeros grasos e incluso sistemas flotantes que permanecen boyante,
encima del liquido acuoso acidificado del estdbmago; o incluso en situaciones muy
particulares la administracion concomitante de fAdrmacos o excipientes, que ralentizan la
motilidad del tracto gastrointestinal; el uso de excipientes con propiedades bioadhesivas o
mucoadhesivas como alternativas en las formas de dosificacion (Pallab Roy, 2009).

En el campo de la liberacion modificada, ha aumentado el interés en la
administracion oral de tiempo especifico, que generalmente se refiere a la liberacion pre-
programada de farmacos, después de la administracion, para lograr la mejora de la eficacia
terapéutica. Estos sistemas constituyen una relativa, nueva clase de dispositivos, la
importancia de lo cual, se debe, a los recientes avances en crono farmacologia (Sangalli,
2001).

Sin embargo, el contenido viscoso de la parte inferior del tracto gastrointestinal es

un obstéaculo en la difusion del farmaco y también en la degradacion enzimatica de algunos
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farmacos, esta hace, que sea un sitio desfavorable para la liberacion del farmaco (Hoffman
et al.,, 2004). Ademas, la naturaleza altamente variable del proceso de vaciado gastrico
puede dar como resultado problemas in vivo de variabilidad y biodisponibilidad.

Por el contrario, las formas de dosificacion de retencion géstrica residen en el
estbmago y no se ven afectados por la variabilidad del pH, medio ambiente local o la
velocidad géastrica de vaciado. Estas formas de dosificacion también son especificamente
ventajosas para los medicamentos cuando son, ya sea absorbido en el estdbmago o que
requieren que la entrega local sea en el estdbmago.

De los numerosos enfoques para prolongar la retencion gastrica, los sistemas
flotantes de administracion de farmacos son los mas ampliamente utilizados y ofrece un
enfoque practico y sencillo del aumento de residencia géstrica a través de la flotabilidad

inherente (Singh y Kim, 2000).

1.2 Cantidad de Bicarbonato

El bicarbonato de sodio se utiliza generalmente en formulaciones farmacéuticas como una
fuente de dioxido de carbono en comprimidos efervescentes y granulos. También es
ampliamente utilizado para producir o mantener el pH alcalino en una preparacion. En
comprimidos efervescentes y granulos, el bicarbonato de sodio, generalmente es formulado

con citrico y / o acido tartarico.
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

A. Cuadro metodoldgico
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B. Materiales y métodos

1.1 Material de laboratorio

e Pasta de Ranitidina y Simeticona

e Pipetas volumétricas de 1, 2,4, 6, 8 y 10 ml

e Probeta 10, 100, 250 y 1000 ml

e Vasos de precipitados de 100, 250, 500 y 1000 ml.

e Puntas para micropipetas 1000 pL, 1-5 ml. Finnpipette®
e Matraz aforado de 25, 50, 100 y 200 ml.

e 100 Tubos de ensayo de polipropileno con tapa.

e Papel Hartmann

e 50 Recipientes de polietileno con tapa.

e Barras magnéticas

e Recipientes de acero Inoxidable de 500 y 1000 ml

e Canastillas malla #30 y filtros de canula

e Pistola Silicon y silicon comercial.

e 5 Jeringas de 20 y 50 ml

e Etiquetas de colores

e 2.5 m de manguera de PTFE (calibre }% pulgada)

e Arnés para inmovilizar el tronco superior de los caballos

e Lubricante en gel (neutro)

e 10 recipientes con tapa (pH)
e Contenedor de plastico

e Guantes y cubre bocas

e Tubos Vacutainer de 10 ml

e 100 viales de vidrio para muestras del NIR

40
Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal



QFB Hugo Cuatecontzi Flores LEDEFAR

1.2 Equipo e instrumentos

e Balanza analitica Mettler Toledo Mod. AB- 204S

e Cronometro Citizen Mod: AZ1200

e Micropipetas 1000 uL, 1-5 ml. Finnpipette

e Disolutor Varian Vankel K7000

e pH metro Mettler Toledo mod: A165

e Agitador magnético Mettler Toledo

e Infra Rojo Cercano (NIR) FOSS Mod: NIR - 6500
e Bomba de llenado de jeringas (metalica)

e Espectrofotémetro Varian UV — Vis Mod: Cary 100 Conc
e Balanza granataria Mod: OHAUS

e Balanza digital 5000 g Mod: VE — 5000

e Estufa de calor seco (60° C)

e Vernier digital

e Endoscopio con camara y luz
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C. Reactivos y sustancias

1.1 Ranitidina

La Ranitidina es un antagonista receptor de H,, cominmente utilizado en el tratamiento de
la ulcera gastrica y duodenal. La Ranitidina puede ser encontrada como un medicamento de
libre venta en el mercado mexicano; en forma de tabletas, jarabes y solucion inyectable. Si
se compara las formulaciones liquidas con las tabletas es preferible usas las tabletas por la
facilidad de administracion pero sobre todo por la eliminacion del sabor amargo que
mejorar su aceptacion sobretodo en pacientes pediatricos, mediante recubrimientos.
Ademas los liquidos orales requieren parabenos como agentes antimicrobianos; sin
embargo estos presentan una mejora inmejorable y es que presentan una mejor y mayor

absorcion de la sustancia activa que las tabletas (Martindale, 2004).

1.2 Simeticona

La accion antiespumante de la Simeticona es resultado de una mezcla compleja de una
molécula de alto peso molecular llamada oligomero de polidimetilsiloxano (PDMS) en un
92% con didxido de silicio afiadido para mejorar las propiedades del aceite de silicon. El
PDMS es caracterizado en términos de viscosidad, de alrededor de 60 000 centipoise,
debido a que presenta un peso molecular de 27 000 daltons. La Simeticona es un
ingrediente muy comun en la industria farmacéutica, en particular es utilizado para liberar
el gas gastrointestinal, aliviar el malestar intestinal y el reflujo. La simeticona se puede usar
directamente sobre formulaciones solidas como Simeticona USP, aunque también se
encuentra disponible en una emulsion al 30% para ser incluida en suspensiones liquidas

(USP, 1995; Douglas, 2002).

1.3 Carboméro

Los carbomeros se usan en la industria farmacéutica liquida o semisélida como
modificadores de la reologia. Las formulaciones incluyen cremas, geles, lociones y
ungiientos para uso en la administracion oftalmica, rectal, preparaciones topicas y
vaginales. Los Carboméros se caracterizar por tener bajos niveles de residuos de acetato de
etilo, tales como Carbopol 971P NF o Carbopol 974P NF, se puede usar en preparaciones
orales, suspensiones en cépsulas, o tabletas. En las formulaciones de comprimidos, los

carbomeros se usan como agentes de liberacion controlada y / o como aglutinantes. En

42
Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal



QFB Hugo Cuatecontzi Flores LEDEFAR

contraste con polimeros lineales, una mayor viscosidad no da lugar a la liberacion del
farmaco mas lenta con carbomeros. Los carbémeros ligeramente reticulados (presentan una
menor viscosidad) son generalmente mas eficientes en el control de liberacion del farmaco

que altamente los carbodmeros reticulados, ya que presentan una mayor viscosidad (Rowe R,

2009).

1.4 Hidroxipropilmetilcelulosa K100M y K4M

La hipromelosa es utilizada en formas orales, oftdlmicas, nasales, topicas y en
formulaciones farmacéuticas. En los productos orales, la hipromelosa se utiliza
principalmente como un aglutinante, en pelicula de recubrimiento, y como una matriz para
el uso en la liberacion modificada. En concentraciones entre 2% y 5% w / w puede ser
utilizado como un aglutinante en ya sea en procesos humedos o secos de granulacion. Los
grados de alta viscosidad se pueden usar para retardar la liberacion de farmacos de una
matriz a niveles de 10-80% w/w en tabletas y capsulas. La hipromelosa también se utiliza
en formas de dosificacion orales liquidas como un agente de suspension y / o
engrosamiento agente en concentraciones que van desde 0.25-5.0%. Dependiendo del grado
de viscosidad, las concentraciones de 2-20% w/w se utilizan para soluciones de formacion
de pelicula para tabletas. Ejemplos de materiales de recubrimiento de pelicula que estan
disponibles comercialmente incluyen, Pharmacoat® y el Methocel E Premium®.
Hipromelosa también se utiliza como un agente de suspension y espesante en
formulaciones topicas. En comparacion con la metilcelulosa, la hipromelosa produce
soluciones acuosas de una mayor claridad, con menos fibras no disueltas presentes, y por lo
tanto se prefiere en formulaciones para uso oftdlmico. Hipromelosa a concentraciones entre
0.45 a 1.0% w / w puede afiadirse como un agente espesante para vehiculos de colirios y

soluciones de lagrimas artificiales (Rowe R, 2009).

1.5 Alginato de sodio.

El alginato de sodio se utiliza en una variedad de formulaciones farmacéuticas orales y
topicas. En las formulaciones de comprimidos, el alginato sodio puede ser utilizado como
un aglutinante y disgregante; ha sido utilizado como diluyente en formulaciones de
capsulas. También se ha utilizado en la preparacion de formulaciones de liberacion

sostenida por via oral formulaciones ya que puede retrasar la disolucion de un farmaco,
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cuya forma farmacéutica sean comprimidos, capsulas y suspensiones acuosas. Los efectos
de tamafio de particula, la viscosidad y la composicién quimica de alginato de sodio sobre
los principios activos se han descrito en matrices de liberacion. En formulaciones topicas,
el alginato de sodio se usa ampliamente como un agente de engrosamiento y agente de
suspension en una variedad de pastas, cremas, geles, y estabilizante para emulsiones de
aceite en agua. Recientemente, el alginato de sodio se ha utilizado para micro-
encapsulacion acuosa de farmacos. La adhesividad de los hidrogeles preparados a partir de
alginato de sodio ha sido investigado y la liberacién del farmaco a partir de la mucosa
buco-adhesivas. La bioadhesion en esofago, se puede lograr, mediante suspensiones de
alginato de sodio y puede proporcionar una barrera contra el reflujo géastrico o la entrega
especifica en el sitio de accion. Los sistemas de hidrogel que contienen alginatos también
se han investigado para la entrega de proteinas y péptidos. Terapéuticamente, alginato de
sodio se ha utilizado en combinacidon con un antagonista del receptor H, en la gestion de

reflujo (Rowe R, 2009).

1.6 Bicarbonato de sodio

Los comprimidos o granulos que entran en contacto con el agua, ocurre una reaccion del
producto quimico, y genera didxido de carbono. Los comprimidos también pueden
prepararse con bicarbonato de sodio solo ya que la acidez del fluido géstrico es suficiente
para provocar efervescencia y desintegracion. El bicarbonato de sodio también se usa en
formulaciones de comprimidos para amortiguar las moléculas de fArmaco que son acidos
débiles, con lo aumentan de la velocidad de disolucion de la tableta y la reduccion géstrica
de la irritacion. Los efectos de aglutinantes de tabletas, tales como polietilenglicoles,
celulosa microcristalina, almidon pregelatinizado, y povidona, en las propiedades fisicas y
mecanicas de las tabletas de bicarbonato de sodio también se han investigado.
Recientemente, el bicarbonato de sodio se ha utilizado como un gas de formacion de agente
en los sistemas de balsas de alginato flotante. Terapéuticamente, puede ser usado como un
antiacido, y como fuente del anién bicarbonato en el tratamiento de acidosis metabdlica

(Rowe R, 2009).
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1.7 Propilenglicol

Es ampliamente utilizado como un disolvente, agente de extracciéon, como conservador en
formulaciones farmacéuticas. El propilenglicol es un mejor disolvente, que glicerina y
disuelve una amplia variedad de materiales, tales como corticosteroides, fenoles,
barbitaricos, vitaminas (A y D), la mayoria de alcaloides, y muchos anestésicos locales.
Como un antiséptico es similar a etanol. Se usa cominmente como un plastificante en
peliculas acuosas. Se usa también en la cosmética y en la comida industria como un

portador para emulsionantes y como un vehiculo para saborizantes (Rowe R, 2009).

D. Condiciones generales de analisis

1.1 Identificacion de los principios activos
Para la identificacion de los principios activos de la pasta flotante, se busco que las técnicas
fueran sensibles a los cambios en la composicion pero sobretodo muy féciles de realizar.

Para el caso de la Ranitidina la cual es una molécula con mas de 35 afios en el
mercado farmacéutico humano-veterinario, lo mdas sencillo por sus caracteristicas
moleculares es disolverla en solucion acuosa y realizar un barrido en el espectrofotdmetro
UV buscando los valles de los picos maximos de absorcion y comparar con la literatura
para verificar.

Para el caso de la Simeticona el método de andlisis instrumental seleccionado fue
por infrarrojo cercano (NIR), debido a que en solucidon acuosa, en la literatura no se
encuentra reportado alguna respuesta en la region del UV, mientras que por sus
caracteristicas moleculares y fisicas la simeticona en polvo, el NIR puede analizarlo para

poder comparar este espectro IR con lo reportado en la literatura.

1.2 Identificacion de los excipientes de la formulacion

La identificacion de los excipientes, es necesaria, para establecer una prueba para poder
evaluarlos y determinar si cumplen con los requisitos minimos de calidad, basados en
comparar con la literatura. Ya que determinar sus caracteristicas permitira posteriormente

evaluar las compatibilidades con los activos.
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1.3 Estabilidad de los principios activos
La estabilidad de los principios activos se realiza para establecer los cuidados minimos que
se necesitan controlar durante el proceso de pesado, fabricacion y andlisis de estos para la

realizacion de la pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.

Las guias internacionales de validacion indican que para evaluar la estabilidad de
los farmacos, es necesario, estresar las moléculas de interés usando sustancias establecidas
y pruebas de estrés ambiental; para observar cuanto puede soportar las moléculas de interés
estos cambios deliberados de condiciones que posiblemente se puedan presentar en el

ambiente o en los procesos de fabricacion (Saranjit Singh, 2013).

En general, en la tabla 9 se muestran, las condiciones mds comunes a las que se
someten las moléculas de interés con las que se modifica extremamente el pH de la
solucion (4cido y bésico), que oxidan y reducen los grupos funcionales de los farmacos de
interés (Oxidantes y reductores) y las que consideran los cambios climaticos tanto de luz,
humedad y temperatura, como factores que pueden modificar significativamente la
estabilidad, por esta razon se establecen pruebas basicas para la determinacion de la

influencia de estos factores (Saranjit Singh, 2013).

Por lo anterior se procedié a someter a la Ranitidina y la Simeticona a las pruebas
anteriormente descritas. Aunque para el caso de la Simeticona, no son tan importantes, ya
que la literatura solo reporta que la incompatibilidad que se presenta en esta molécula es
debida principalmente a la presencia de agentes oxidantes fuertes, ademds de que esta
molécula no se absorbe en el tracto gastrointestinal ya que su funcion principal es la

eliminacion de la espuma resultado de la fermentacion en el estdbmago del equino.

Mientras que para la Ranitidina se establecieron los siguientes criterios para

determinar que condicidon que influia mas en la estabilidad.
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Tabla 8. Condiciones de estrés fisicoquimico para la evaluacion de la estabilidad de una
solucion de Ranitidina.

Condicion Control Temperatura Temperatura
ambiente 60° C
Vial transparente Sol. Acuosa Sol. Acuosa Sol. Acuosa

Tabla 9. Condiciones de estrés fisicoquimico para la evaluacion de la estabilidad de una
solucion de Ranitidina (Saranjit Singh, 2013).

Condicion Control Modificaciéon pH Oxidante

Vial Ambar
Temperatura Sol. Acuosa Acido pH 1.2 Bésico pH 12 H,0, al 30%
ambiente

Vial Ambar
Temperatura Sol. Acuosa Acido pH 1.2 Bésico pH 12 H,0, al 30%
60 C

1.4 Compatibilidad del farmaco vs. Excipientes
La identificacion de los excipientes, es fundamental para poder determinar la
compatibilidad de estos con los principios activos, principalmente con la ranitidina; para lo
cual se realizaron una serie de combinaciones y mezclas fisicas 1 : 1 entre los activos y los
excipientes para observar si existen cambios en las propiedades, utilizando el NIR y las
2das derivadas para determinar si existian cambios, esto es mucho mas facil y barato que
utilizar DSC, ya que lo mas importante de cualquier desarrollo farmacéutico es que sea
rapido, accesible y barato.

Los excipientes utilizados para el desarrollo de la formulacion de Ranitidina y
Simeticona, tienen su fundamento en articulos cientificas internacionales, sobre todo
Europeos los cuales hacen referencia a una diversa variedad de estos, y aunque su uso no es

en pasta, han demostrado en sus respectivas legislaciones cumplir con la estabilidad.
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1.5 Disefio de experimentos

Se utilizd un disefio factorial completo 3° en el que las variables independientes /
formulacion, determinan el tipo de polimero (Carbomero, HPMC K100M, K4M y Alginato
de sodio) la cantidad de bicarbonato de sodio (nulo, medio y alto(-1, 0, -1)), mientras que
las variables dependientes / respuesta, que se midido el pH dentro de la formulacion
(cercano a pH 7), tiempo de flotacion ( h. ), la capacidad antiespumante, la liberacion del
farmaco hasta alcanzar minimo el 80%, y la facilidad de la administracion. Se utiliz6é un
modelo cuadratico para evaluar cuantitativamente los efectos principales y la interaccion
(Aashima Hoodaa, 2012).

En el presente estudio, un disefio factorial completo contiene 3* dos factores se
evalu6 en tres niveles (véase Tabla 10), y las pruebas experimentales se realizaron en todas
los posibles combinaciones. Las dos variables de formulacion independientes evaluados
fueron:

X1: Tipo de polimero (Carbomero, HPMC K100M, K4M y Alginato de sodio)
X2: Cantidad de bicarbonato de sodio (nulo, medio y alto (-1, 0, -1))

Las variables de respuesta evaluadas fueron:

Y 1: El pH dentro de la formulacién (cercano a pH 7)

Y2: El tiempo de flotacion (h.)

Y3: La capacidad antiespumante

Y4: Liberacion del farmaco hasta alcanzar minimo el 80%

Y5: Facilidad de la administracion.

Las formulaciones se prepararon de acuerdo con el disefio. Las cantidades
requeridas de clorhidrato de Ranitidina, Simeticona en polvo, el bicarbonato de sodio y el
polimero correspondiente (Carboméro, HPMC K100M, HPMC K4M, alginato de Sodio) se
mezclaron directamente en un recipiente de acero inoxidable para pre mezclar, y solo para
el alginato de sodio se adiciond el carbonato de calcio, por otra parte el humectante (agua o
propilenglicol) y el conservador (Optiphen) se mezclaron al final para asegura una mejor

distribucion en la pasta (Gharti KP, 2014).
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Tabla 10. Seleccion de niveles de los factores para el disefio de la experimentacion,
utilizado en la formulacion de pastas flotantes (Aashima Hoodaa, 2012).

Modelo Valores en porcentajes Codigo
Factor Bajo Medio Alto Bajo  Medio
Alto
Factor A C=0.5% C=1.0% C=2.0% -1 0 1
Polimero (C, K100M=1.25% K100M=2.50% KI100M=5.00% -1 0 1
K100M, K4M =1.25% K4M=2.50% K4M =5.00% -1 0 1
K4M, AS) AS=1.25% AS =2.50% AS =5.00% -1 0 1
Factor B 0.25% 1.0 % 2.0% -1 0 1
Bicarbonato
de sodio

Una vez que se establecieron los factores a modificar dentro de las formulaciones
también se establecieron los cddigos de nombre para los lotes, basados en un numero
consecutivo diferente y la identificacién con la letra F para indicar la diferencia entre la
pasta flotante y la pasta densa, ya en el marco tedrico se hace mencidon a una posible
reaccion no deseada por el efecto del pH medio continuo de la formulacién y el bicarbonato

en medio acuoso, el cual puede reaccionar con moléculas acidas de los excipientes.

1.6 Evaluacion de la flotabilidad In vitro HC1 0.1 M

La evaluacion del tiempo de flotacion se realiza en un vaso de precipitados de 500 ml con
fluido gastrico simulado a 37° C. Posteriormente se toma el tiempo en el que la pasta se
mueve hacia la parte superior del vaso de precipitados, tomando el tiempo en minutos.

Este tiempo es también examinado simultdneamente cuando se realizan las pruebas
de disolucion in vitro. Aunque para el caso de la pasta es realizado un los vasos del
disolutor pero utilizando paletas en lugar de canastillas para determinar cudnto tiempo bajo
impulso mecanico se mantiene a flote, buscando si las condiciones de agitacion afectan la

flotacion de la pasta (Gharti KP, 2014).

1.7 Evaluacion del poder antiespumante
Para la determinacién de las propiedades antiespumantes de la Simeticona se sigue un
proceso bastante sencillo, en donde se evaluara in vitro la capacidad de la simeticona para

eliminar la espuma formada por un agente detergente en acido clorhidrico, tratando de
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imitar las condiciones estomacales con agitacion magnética a fin de eliminar la
acumulacion de gas (metano, sulfuro, etc.) en el interior del estomago del equino a fin de
prevenir la inflamacion y el colico en los equinos.

Esta prueba se realiza en un vaso de precipitados de 500 ml con écido clorhidrico,
adicionando una cantidad promedio de pasta para que comience a liberar, posteriormente se
genera espuma mediante agitacidon mecénica y se toma el tiempo en que tarda la simeticona

en disolver la espuma en la parte superior del vaso de precipitados.

1.8 Valoracion de los principios activos

La valoracion se realizara a las formulaciones que aun cumplan con los atributos de
calidad, establecidos por el investigador; para este punto se evaluard la valoracion de la
Ranitidina por espectrofotometria UV — Vis, esta prueba no se realizara a las muestras de
estabilidad sino a los lotes piloto equivalentes a minimo 100 muestras de la Pasta flotante
de Ranitidina y Simeticona, los cuales son resultados de seleccionar las mejores
formulaciones para que sean administradas a los equinos y presentan una mejor estabilidad,
compatibilidad y viabilidad de fabricacion y de administracion por lo que se apta para ser

aplicada por los médicos veterinarios encargados de los equinos.

1.9 Uniformidad de contenido en la forma farmacéutica

La uniformidad de contenido se realiza a cada formulacién para asegurar que el mezclado
de la pasta es uniforme y no se esta presentando separacion por diferencia de tamafios de
particula y asi se asegura que se cumplan con los atributos de calidad, establecidos por el
investigador; este punto se evaluara por espectrofotometria UV — Vis, esta prueba da
validez a los lotes piloto de la Pasta flotante de Ranitidina y Simeticona confirmando que
cualquier muestra que se le administre a un determinado equino presenta la cantidad que se

indica en el marbete.

1.10  Perfiles de disolucion de la pasta

Los perfiles de disolucion se realizardn para garantizar que la cantidad que se libera del
farmaco en las formulaciones seleccionadas, es minimo del 85% de la cantidad total de
principio activo contenido, en la pasta a las 4 h después de comenzar la disolucion y bajo
las condiciones que in vitro simulen y presenten un mayor poder de prediccion, del
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comportamiento de la pasta en condiciones in vivo, para que se puedan establecer
relaciones in vitro — in vivo y poder determinar si existe una correlacion, ademas de dar la
pauta para mejora en la formulacidon y esta quede optimizada para su fabricacion en un
laboratorio farmacéutico veterinario (Gharti KP, 2014).

Los perfiles se llevan a cabo, de acuerdo a lo que indica la FEUM 11ed. 2014 para
pruebas de disolucion tomando en consideracion los sistema de liberacion (S) y los criterios
que se mencionan en el MGA, por esta razon se realizaron 12 muestras, a fin de tener
suficientes datos para establecer una estadistica descriptiva y comparativa entre los que

pasaron todas las pruebas de calidad (Gharti KP, 2014).

1.10.1 En HC10.1 M

Para la realizacion de estudios de disolucion in vitro se utilizaron los aparatos USP. El
medio de disolucion que regularmente se utiliza es fluido gastrico simulado (sin enzimas)
manteniendo la temperatura a 37° C y una velocidad de rotacion de 100 rpm, tomando
alicuotas a intervalos regulares de tiempo y filtrando las muestras para leer en el

espectrofotometro a 223 nm para conocer la cantidad de farmaco acumulado (Gharti KP,

2014).

1.10.2 En agua desionizada

Para la realizacion de estudios de disolucion in vitro se utilizaron los aparatos USP. El
medio de disoluciéon que regularmente se utiliza es agua desionizada, manteniendo la
temperatura a 37° C y una velocidad de rotacion de 100 rpm, tomando alicuotas a
intervalos regulares de tiempo, filtrando las muestras para leer en el espectrofotometro a

313 nm para conocer la cantidad de farmaco acumulado (Gharti KP, 2014).

1.11 Evaluacion de la efectividad terapéutica de la pasta flotante

1.11.1 Endoscopias del estomago

Para realizar el procedimiento de intubacién utilizando endoscopio se aplico anestesia local
en los caballos para minimizar lo incomodo de la intubacion. Se realiza de preferencia en
ayuno, los caballos deben ser llevados al estabulador y se administré para su inducciéon 1 ml
del sedante, 10 minutos después, introducir el tubo nasogastrico previa lubricacion con gel
o aceite mineral, para facilitar la introduccion y el transito en el es6fago. Y se utiliza una

sonda de 3 m flexible para introducir el endoscopio, el cual también es lubricado y
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enjuagado con agua para ser introducido en el esdfago. El tubo NG es empujado lentamente
a la parte inicial del estdémago deslizdndolo y verificando al mismo tiempo si existen
ulceras en el es6fago en esta zona debido al reflujo. Para posicionar en una mejor zona del
estdbmago, lo que se recomienda, es llenar con aire (inflar el estomago) e ir al fondo del
estobmago y de alli comenzar a observar lentamente el liquido y las regiones expuestas, y
comenzar a rotar a ambos lados, tratando de ubicar la region no glandular o estratificada

para poder tomar una fotografia y seleccionar una ulcera para ver si presenta mejoria.

1.12 Respuesta

1.12.1 Formula para calcular la valoracion y la uniformidad de Clorhidrato de
Ranitidina:

0.9994 ( Xmta)— 0.0025 ~1g  50mL 100mL 600mg —1mL _ 4mL

x x100% = % Val
0.9994(Xstd) - 0.0025 1000mg 4mL  30mg 100mL 100mL 10 mL

X mta es igual a la absorbancia obtenida de la solucion muestra de Ranitidina

X std es igual a la absorbancia obtenida de la solucion estandar de Ranitidina

% val es el porcentaje real calculado que presenta la muestra analizada

600 mg RAN
1.1 g mta Pasta

% Val x

x 6 g Pasta x caballo = Cantidad en mg RAN

% val es el porcentaje real calculado que presenta la muestra analizada

Cantidad en mg de RAN es la cantidad total real que contiene la muestra analizada de la

pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.
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VI.RESULTADOS

A. Identificacion de la Ranitidina
Por lo anterior, la identificacion de la Ranitidina se realizé mediante un barrido (Fig.10) de
una solucion STD con una concentracion de 24 pg /ml, utilizando para el proyecto en un
espectrofotometro Cary 100 conc, a 313 nm como longitud de onda seleccionada, en medio

acuoso a una con una absorbancia promedio de 1.2.

1.4~
313 nm Blanco
'3
< STD Ranitidina
-0.05 : .
200.0 274.5 349.0
Long. Onda (nm)

Fig. 9. Grafico que muestra el espectro UV-Vis para la identificacion de una soluciéon de

Ranitidina.

B. Identificacion de la Simeticona

AN Wi sTA STA Rl

w

Fig. 10. Las 3 muestras utilizadas para la obtencion del Grafico por reflectancia, mediante

NIR, para la identificacion de la Simeticona.

La identificacion de la Simeticona se realizo, mediante el analisis de las muestras
solidas de 100% Simeticona, 100% Ranitidina y la mezcla fisica 1:1 de los principios
activos (Fig. 11), utilizando un NIR FOSS 6500 de reflectancia para este proyecto,
encontrando como se muestra en la Fig.12 las huellas quimicas de los activos (Sonali S.

Bharate, 2010; Sarisuta N, 2006).
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RANITIDINA-SIMETICONA

)2 S| [ ]R] <Ll u]Llo ]

Fig. 11. Espectro del NIR caracteristicos de ambas moléculas en la mezcla fisica (1:1) entre

la Ranitidina y la Simeticona.

C. Identificacion de los excipientes de la formulacion
La identificaciéon de los componentes de la formulacion se realiz6é utilizando NIR por
reflectancia ya que esta técnica permite obtener una huella digital quimica de las sustancias,
la cual es basicamente inica como se puede evidenciar en la Fig. 13, donde se evaluaron la

mayor parte de los excipientes (Sarisuta N, 2006).

=) %S| ()R] ¢|iUE] w2008 \

Fig. 12. Imagen de la forma en que el software Vision®, interpreta y muestra los Gréficos
de absorbancia obtenidos después de la lectura, y el espectrograma por NIR de algunos de

los excipientes utilizados en el desarrollo de la formulacion.
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D. Estabilidad de los principios activos
La estabilidad de los activos, fue dentro de la preformulacion, el punto clave para decidir

que excipientes se seleccionarian para el desarrollo de las distintas formulaciones.

1.1 Estabilidad del clorhidrato de Ranitidina

Fig. 13. Estabilidad a la luz de una solucion de concentracion conocida de Ranitidina en

frascos vial transparente, a tiempo 0, 30 dias y 3 meses, respectivamente.

A) Temperatura ambiente B) Estufa a 60°C

Fig. 14. Efecto de la temperatura (estufa a 60°C) y las condiciones de estrés fisicoquimico
A y B (acido, basico y oxidante), sobre la estabilidad de una solucién acuosa de Ranitidina,

en frascos ambar (proteccion de la luz), por un periodo de 7 dias.
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E. Compatibilidad del firmaco vs. Excipientes

Para la determinacién de la compatibilidad entre los activos y los excipientes se
procedié a evaluar las distintas mezclas 1:1 de los excipientes seleccionados (Fig. 16) que
no presentaban grupos funcionales oxidantes, metalicos y que no necesitaban temperatura
para su incorporacién a la formula. Ver los graficos A, B, C, D, E y F (Sonali S. Bharate,

2010).

(A) (B)

(E) (F)

Fig. 15. Imégenes de las muestras de las mezclas fisicas (1:1) utilizadas para obtencion del

grafico por reflectancia, mediante NIR, para la determinacion de incompatibilidades
quimicas de la Ranitidina, la Simeticona y los siguientes excipientes. A) Carboméro, B)
HPMC K100M, C) HPMC K4M, D) Alginato de Sodio, E) Bicarbonato de sodio y F)

Carbonato de calcio.
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Fig. 16. Imagenes de los graficos de absorbancia, obtenidos mediante el software Vision®,

para la determinacion de incompatibilidades quimicas entre la Simeticona y los excipientes.

F. Seleccion de los lotes de la pasta flotante de Ranitidina y
Simeticona
Se fabricaron todos los lotes, siguiendo lo indicado en las directivas y las hojas de
produccion, basados en el disefio de experimentos, y se consideraron las formulaciones que
presentaron un mejor desempefio en el comportamiento de flujo.
La composicidn, es la siguiente para cada lote: Carboméro, HPMC K100M, HPMC
K4M vy alginato de sodio y la mayor proporcion de bicarbonato de sodio, para aumentar el

tiempo de flotacion.

Fig. 17. Lotes piloto 004F, 007F, 010F y 013F, de 60 g de pasta para evaluar la estabilidad

de la pasta después de la fabricacion con propilenglicol como humectante.
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G. Llenado de la pasta

Fig. 18. Imagenes de las pruebas piloto del empaque primario y llenado del sistema de
dosificacion para la via de administracion oral; sellado mediante calor y silicon caliente,
usando una solucion gasificada y pasta de los lotes piloto para determinar la integridad a

presion y volumen constante.

H. Evaluacion de la flotabilidad

La flotabilidad de las pasta se evaluo utilizando como medio acido clorhidrico 0.1 M, pH =
1.5; se comenz6 a desarrollar esta técnica basado en la literatura, que evalud sistemas de

solidos orales flotantes, se consideraron 2 formas para evaluar la flotabilidad

| 1 \ !

N P

Fig. 19. Desarrollo de la prueba de tiempo de flotacion de la pasta sin agitacion, usando un

vaso de precipitados con 500 ml de HC1 0.1 M.
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Fig. 20. Desarrollo de la prueba de tiempo de flotacion de la pasta con agitacion mecénica,

usando un vaso de precipitados con 500 ml de HC1 0.1 M.

I. Evaluacion del poder antiespumante

Para la determinacion de la propiedad antiespumante de la Simeticona se sigui6é un
proceso sencillo, en donde se evalud in vitro, la capacidad para eliminar la espuma formada
por un agente detergente en acido clorhidrico, tratando de imitar las condiciones

estomacales.

(A) (B) ©

Fig. 21. Desarrollo de la prueba de eliminacioén de la espuma o poder antiespumante ( A, B

y C).
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J. Validacion del método analitico para la cuantificacion de
Ranitidina

1.1 Especificidad

147 Blanco

Placebo

" -

< STD Ranitidina
Mta Pasta Ran

-0.05 T |
200.0 2745 349.0
Long. Onda (nm)

Fig. 22. Grafico que muestras los espectrogramas que muestran la especificidad del

método.

1.2 Adecuabilidad del sistema

Tabla 11. Datos de la evaluacion de la adecuabilidad del sistema para la determinacion de
Ranitidina, usando un espectrofotometro Varian modelo Cary 100 conc.

Sistema Absorbancia a 313 nm
Cero (0.0069)
1 0.2644
1 0.2639
1 0.2643
1 0.2643
1 0.2644
1 0.2647
Promedio 0.2643
Desvest 0.0003
Cv 0.0977
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1.3 Precision del sistema

Tabla 12. Datos de la evaluacion de la precision del sistema para la determinacion de
Ranitidina, a tres niveles de concentracion diferentes (bajo, medio y alto).

Porcentaje (%) Conc. (ng/ml) Absorbancia Abs /[ ]
0.7960 0.0435
0.8051 0.0440
75 18.3 0.8027 0.0439
0.8127 0.0444
0.8201 0.0448
0.8131 0.0444
1.0646 0.0436
1.0685 0.0438
100 24.4 1.0664 0.0437
1.0621 0.0435
1.0656 0.0437
1.0682 0.0438
1.3288 0.0436
1.3338 0.0437
125 30.5 1.2993 0.0426
1.3518 0.0443
1.3599 0.0446
1.3789 0.0452
Promedio 0.0439
Desvest 0.0006
CV (%) 1.3543
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1.4 Linealidad del sistema

Tabla 13. Datos de la linealidad del sistema para la determinacion de Ranitidina, en una
curva de calibracion de 5 niveles de concentracion.

Nivel Conc [pg / ml] Absorbancia Abs /[ ]
6.0 0.2644 0.0441

1 6.0 0.2765 0.0461
6.0 0.2728 0.0455

12.0 0.5266 0.0439

2 12.0 0.535 0.0446
12.0 0.5304 0.0442

18.0 0.7960 0.0442

3 18.0 0.8051 0.0447
18.0 0.8027 0.0446

24.0 1.0655 0.0444

4 24.0 1.0711 0.0446
24.0 1.0686 0.0445

30.0 1.3288 0.0443

5 30.0 1.3338 0.0445
30.0 1.2993 0.0433

Promedio 0.0445

Desvest 0.0006

CV (%) 1.4381

Tabla 14. Resultados de la regresion lineal usando Excel®, para la determinacion de la
linealidad del sistema.

Datos Ranitidina Criterio de aceptacion
Coeficiente de
correlacion R 0.9997267 R >0.98
Coeficiente de
determinacién R’ 0.99945347 R*>0.98
Pendiente b, debe ser diferente de 0
(moby) 0.04455791
Intercepto
(boby) -0.0048, 0.0197 b; debe incluir el 0
IC de by +0.0003
No. observaciones 5 niveles por triplicado
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1.5 Precision del método (precision intermedia).

LEDEFAR

100% de

Tabla 15. Datos de la precision del método para el cuarto nivel equivalente
analito.
Sistema | Conc. Ran (pg / ml) | Conc. Sim (pg / ml) % %
Ran Sim
1 24.4 5.0 100 100
2 24.4 2.5 100 50
3 24.4 3.75 100 75
4 24.4 6.25 100 125
5 24.4 1.25 100 25

Tabla 16. Resultados de coeficientes de variacion de 2 analistas y 2 dias para determinar a

cantidad real recuperada.

Analista 1 ‘ Analista2 CV Cantidad
Dia Cantidad Recuperada (mg /ml) Recuperada
Ranitidina
1.1351 1.1339 1.0169
1 1.1612 1.1501
1.1597 1.149
Cv 1.2721 0.7910
1.1254 1.1256 0.5892
2 1.1252 1.1377
1.1242 1.1382
Cv 0.0571 0.6292
CV (%) global 1.2703

1.6 Exactitud del método

Tabla 17. Datos de la precision del método, para el nivel de 100% de la Ranitidina

Sistema | Conc. Ran (pg / ml) | Conc. Sim (pg / ml) % %
Ran Sim
1 24.4 5.0 100 100
2 12.2 5.0 50 100
3 18.3 5.0 75 100
4 30.5 5.0 125 100
5 6.1 5.0 25 100
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Tabla 18. Resultados de los CV para Clorhidrato de Ranitidina a los tres niveles de trabajo.

Muestra 75 % 100% 125%
Ranitidina Ranitidina Ranitidina

1 99.76 100.17 99.57

2 100.67 98.95 100.16

3 99.81 100.66 101.56

4 99.67 100.06 99.83

5 100.81 100.58 100.20

6 100.51 100.35 98.85

Promedio 100.20 100.13 100.03

Desvest 0.5103 0.6236 0.8967

Cv 0.5092 0.6228 0.8965

1.7 Linealidad del método

Tabla 19. Resultados de la evaluacion de la linealidad del método, usando placebos

cargados, realizando las muestras por triplicado con el nivel de concentracion de la

Ranitidina

Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal

Nombre | Nivel Conc adic (pg/ ml) %
recuperado

HCF 1,1 6.10 99.08
HCF 1,2 25 6.10 101.37
HCF 1,2 6.10 103.17
HCF 2,1 12.20 98.42
HCF 2,2 50 12.20 100.96
HCF 2,3 12.20 99.41
HCF 3,1 18.30 99.47
HCF 3,2 75 18.30 100.38
HCF 3,3 18.30 99.52
HCF 4,1 24.40 99.96
HCF 4,2 100 24.40 98.74
HCF 4,3 24.40 100.46
HCF 5,1 30.50 99.41
HCF 5,2 125 30.50 100.00
HCF 5,3 30.50 101.41
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Tabla 20. Resultados de la regresion para la determinacion de la linealidad del método.

Datos Ranitidina
Pendiente ( m o by) 0.0445
Intercepto (b o by) 0.0028

No. De observaciones 15

Tabla 21. Resultados de la concentracion recuperada y % de Ranitidina a los 5 niveles de

trabajo.
Nombre Nivel | Conc adic (pg/ ml) | Conc recup (pg/ ml) %
Recuperado

HCF 1,1 6.10 6.04 99.08
HCF 1,2 25 6.10 6.18 101.37
HCF 1,2 6.10 6.29 103.17
HCF 2,1 12.20 12.01 98.42
HCF 2,2 50 12.20 12.32 100.96
HCF 2,3 12.20 12.13 99.41
HCF 3,1 18.30 18.20 99.47
HCF 3,2 75 18.30 18.37 100.38
HCF 3,3 18.30 18.21 99.52
HCF 4,1 24.40 24.39 99.96
HCF 4,2 100 24.40 24.09 98.74
HCF 4,3 24.40 2441 100.46
HCF 5,1 30.50 30.32 99.41
HCF 5,2 125 30.50 30.50 100.00
HCF 5,3 30.50 30.93 101.41
Promedio 100.12

Desvest 1.2285

Cv 1.2271
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Tabla 22. Resultados de la regresion ajustada para la determinacion de los coeficientes

usando Excel®y la realizacion de las pruebas de hipétesis.

Datos Ranitidina Criterio de
aceptacion
Coeficiente de
correlacion 0.9998 R >0.98
Coeficiente de
determinacion R’ 0.9996 R >0.98
Pendiente
(mobhy) 0.9995
IC by (0.9876,1.0113) b; debe incluir el 1
Probabilidad 1.5454E-23 \
Intercepto
(boby) 0.00246667
1C (-0.2373,0.2422) b, debe incluir el 0
Probabilidad 0.98260504 |
No. De
observaciones 15 5 niveles por
triplicado

1.8 Reproducibilidad y repetibilidad del método

Tabla 23. Resultados de la evaluacion de la repetibilidad (1 analista, 2 dias) y la

reproducibilidad (2 analistas, 2 dias).

Analista 1 ‘ Analista 2
% Recobro
Dia Ranitidina Ranitidina | CV (%) Al y A2
99.47 99.76
100.38 100.67
99.52 99.81
99.96 100.17
1 98.74 98.95

100.46 100.66 0.6446
100.20 99.83
99.75 100.20
98.64 98.85

CV (%) 0.6617 0.6502

Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal

66



LEDEFAR

QFB Hugo Cuatecontzi Flores
100.38 99.67
100.66 100.81
100.69 100.51
100.11 100.06
102.06 100.58
5 101.78 100.35
99.41 99.57
100.00 100.16 0.7489
101.41 101.56
CV (%) 0.8679 0.6039
CV(%)D1y 0.9212 0.6572
2
CV % GLOBAL 0.7898
(Anal1-2yDial-2)
K. Valoracion y uniformidad de contenido en la forma
farmacéutica

Tabla 24. Resultados de la valoracion para los tres lotes piloto de 1.2 kg que se fabricaron

para la administracion y la estabilidad en anaquel.

Nombre Valoracion (%)
Lote 007F 98.74
Lote 010F 101.11
Lote 013F 99.06

Tabla 25. Resultados de la uniformidad de contenido por variacion de la masa para los tres

lotes piloto que se fabricaron para la administracion y la estabilidad en anaquel.

Nombre Uniformidad (%)
Lote 007F 98.18
Lote 010F 101.15
Lote 013F 100.01
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L.

Perfiles de disolucion de la pasta de los lotes

LEDEFAR

Fig. 23. Imégenes del aparato 1 (canastillas) después de la realizacion de la disolucion de

las pastas flotantes, en donde se evidencia la presencia de polimero.
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Fig. 24. Perfiles de disolucion del lote 007F de

distintas RPM.
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Fig. 25. Perfiles de disolucion del lote 010F de la pasta de Ranitidina en agua y HCI1 0.1M a
distintas RPM.

Lote 013F en agua desionizada Lote 013Fen HCI0.1 M
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Fig. 26. Perfiles de disolucion del lote 013F de la pasta de Ranitidina en agua y HC1 0.1M a
distintas RPM.

M. Evaluacion de la efectividad terapéutica de la pasta flotante

1.1 Endoscopias del estomago “Chueco”
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Bo. BirRTH:

Fig. 27. Imégenes de la endoscopia después de la administracion de la pasta con la adicion
un agente colorido de contraste (tincidon celular), para evidenciar el paso de la pasta por la

region del tracto gastrointestinal.

1.2 Endoscopias del estomago “Comanche”

fesc comnc he
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15 16

Fig. 28. Imégenes de la endoscopia después de la administracion de la pasta para

determinar la presencia de tlceras en la region del eso6fago, cardias y estomago del equino.

1.3 Endoscopias del estomago “Heidi”
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23 24
Fig. 29. Imégenes de la endoscopia después de la administracion de la pasta con la adicion
un agente colorido de contraste (tincion celular), para evidenciar la accidon sobre la espuma

en el estdbmago del equino.

1.4 Endoscopias del estomago un equino con ulcera.

25 26
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Fig. 30. Imagenes de la endoscopia realizada a un equino, para evidenciar las lesiones

ulcerosas por la administracion de AINE's y un manejo de alto rendimiento.

N. Manejo del Sujeto de experimentacion
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Fig. 31. Imégenes del manejo previo a la administracion y la realizacion de la endoscopia
en el hospital de equinos de la FESC, para evidenciar las lesiones ulcerosas por la

administracion de AINE’s y exceso de carga de trabajo.

0. Administracion de la pasta flotante
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Fig. 32. Imégenes de la administracion de la pasta en el hospital de equinos de la FESC,
para evidenciar las lesiones ulcerosas por la administracion de AINE's y exceso de carga de

trabajo.

P. Obtencion de muestra estomacal

Fig. 33. Liquido estomacal obtenido de “Magia”, equino propiedad del hospital de equinos
de la FESC, para evidenciar la presencia de espuma y adicionar la pasta y ver la flotacion in

vitro con liquido fresco.

Fig. 34. Liquido estomacal obtenido de “Magia”, equino propiedad del hospital de equinos
de la FESC, para evidenciar la eliminacion de espuma por la accidn la pasta y la disolucion

de la pasta.
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VII. DISCUSION

Este proyecto tuvo como prioridad el desarrollo de una nueva opcion terapéutica para el
tratamiento de la tlcera gastrica en equinos, y la acumulacion de gas en el interior del
estomago de los equinos; para prevenir el colico, que fundamentalmente se presenta en
equinos de alto rendimiento; ademas este proyecto tuvo la finalidad de despertar el interés
de la industria veterinaria para el desarrollo de opciones terapéuticas para tratar diversos
padecimientos con una sola forma farmacéutica y ademas tener mas y mejores formas de
administracion, que le permitan competir en el mercado nacional.

Para la identificacion de la Ranitidina y la Simeticona, se utilizaron técnicas
espectrofotométricas, que son comunes, baratas y sencillas en el 4area farmacéutica
veterinaria, ya que este es otro de los puntos de interés para este proyecto, ya que la
regulacion actual no exige a la industria farmacéutica veterinaria que sus procesos y
métodos analiticos se encuentren validados, por lo cual se genera una gran incertidumbre,
falta de confiabilidad y variacion en la efectividad terapéutica de los productos disponibles
actualmente en el mercado veterinario nacional, y que no le permite competir con las
grandes empresas trasnacionales que saben que la calidad en los productos les adiciona
valor agregado y la posibilidad de aumentar sus ventas.

La identificacion es la prueba fundamental para la realizacién de cualquier proyecto
de investigacion, por esta razon, se realizé una busqueda amplia de distintos productos
farmacéuticos que contienen algunos de los analitos, que se utilizaron este desarrollo
farmacéutico. Cabe resaltar que en la literatura solo se encuentran reportados por separado
la Ranitidina y la Simeticona, y en general para el tratamiento de la tlcera gastrica en
equinos solo se encuentra reconocido el omeprazol en pasta, el cual estd aprobado por la
FDA en EUA, ya que es el unico que cumple plenamente con la eficacia terapéutica, pero
solo la marca Gastrogard®, el resto de los productos aun no demuestran la bioequivalencia
de este activo; y en consecuencia el uso de la Ranitidina no estd muy presente en el
mercado veterinario, por esta razon solo en América latina se utiliza para el tratamiento
cronico de las ulceras, algunas veces en forma de polvos o granulados, por via intravenosa
y la forma farmacéutica mas habitual para la administracion es la suspension; un ejemplo
de una combinacion de la Ranitidina y la Simeticona es el Taural plus®, de origen

Sudamericano, pero tiene desventajas al momento de la preparacion y de la administracion
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porque requiere que se diluya y la cantidad a administrar requiere de aproximadamente
400 ml de agua (recurso vital) por equino a tratar; por esta razon se pensé en un sistema de
entrega que facilite la administracion, la permanencia y de bajo costo.

En general, la identificacion de la Ranitidina se puede realizar, utilizando diversos
equipos o instrumentos del &mbito quimico — farmacéutico; ya sea determinacion por UV-
Vis, HPLC o NIR, para este proyecto la Ranitidina se analizé por UV-Vis que es el método
mas barato y sencillo de implementar en la industria farmacéutica, y sobre todo en la
veterinaria; por otro lado la Simeticona es una principio activo-excipiente que tiene una
doble funcion, es decir, puede usarse como activo solo o como agente de contraste o en
combinacion con otros activos, para el manejo del gas intestinal y la inflamacion
abdominal, pero también se utiliza ampliamente en la industria farmacéutica humana, como
un excipiente para evitar la formacion de burbujas en las suspensiones, con una
caracteristica muy particular y es que por sus propiedades moleculares como tensoactivo
polimérico, no se absorbe a torrente sanguineo, razon por la cual, su accion solo es local en
el interior del tracto gastrointestinal, debido a esto no es necesario cuantificar su
disponibilidad, solo asegurar que est4 presente en la forma farmacéutica y que no presenta

interacciones con el resto de los componentes de la formulacion.

A. Identificacion de la Ranitidina
La Ranitidina es una molécula que presenta un coeficiente de extincion molar que una

cuantificacion con cantidades relativamente altas, para este trabajo se utilizaron
concentraciones de entre 6 — 30 pg /ml; demostrando que aunque las absorbancias llegaban
alrededor de 1.5, la linealidad de la curva de calibracion se mantenia dentro de los criterios
establecidos.

Por lo anterior la identificacion de la Ranitidina se realizdo mediante un barrido de
una solucion STD de concentracion de 24 pg /ml, utilizando pare el proyecto en un
espectrofotometro Cary 100 conc, a 313 nm como longitud de onda seleccionada, en medio

acuoso a una con una absorbancia promedio de 1.2, como se observa en la Fig. 10.
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B. Identificacion de la Simeticona
La Simeticona es una molécula que no presenta grupos funcionales que no presentan

absorcion en el UV-Vis, por lo cual la literatura recomienda que para su identificacion se
utilice el NIR de reflectancia, como una técnica mas sencilla que la determinacion indirecta
usando HPLC; el infrarrojo cercano traba entre 1100 y 2500 nm, lo que permite determinar
los diferentes grupos funcionales de las moléculas y los enlaces quimicas que presentan, lo
que proporciona una huella grafica digital, que es tnica para cada una de las distintas
moléculas que se analizan mediante esta técnica.

Por lo anterior la identificacion de la Simeticona se realizo el andlisis de las
muestras so6lidas de 100% Simeticona, 100% Ranitidina y la mezcla fisica 1:1 de los 2
activos, (Fig. 11 y 12) utilizando un NIR FOSS 6500 de reflectancia para este proyecto,
encontrando graficamente (véase Fig. 36) 2 picos caracteristicos para Simeticona en las
regiones de 1400 y 1900 nm(color rojo)y 2 picos de no correspondencia en la region del
espectro correspondiente a 1650 y 2050 nm (color azul), en los rojos se puede diferenciar
Simeticona de Ranitidina y en los azules se puede diferenciar Ranitidina de Simeticona, lo
que permiti6é identificar la presencia de uno y del otro claramente, la absorbancia se

encuentra entre 0.25 y 0.35.
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Fig. 35. Espectro del NIR, que permite evidenciar la no interaccidon quimica entre la

Ranitidina y la Simeticona, mediante la demostracion grafica de la presencia de picos
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caracteristicos de ambas moléculas en la mezcla fisica (1:1) después de 1 mes de su

preparacion. Simeticona (circulo color rojo) y Ranitidina (elipses de color azul).

1. Identificacion de los excipientes de la formulacion
La identificacion de los componentes de la formulacion se realizé utilizando la técnica, que
se recomienda como la mas rapida, funcional y 1util; que corresponde al NIR por
reflectancia ya que esta técnica permite obtener una huella digital quimica de las sustancias,
la cual es basicamente unica para cada sustancia, lo que permite determinar las sustancias
que estan presentes en una mezcla.

Por ellos se procedido a realizar la lectura de todos los excipientes que se
consideraron, para la realizacion de las distintas formulaciones, entre los excipientes se
pueden encuentran agentes suspensores, modificadores reologicos, endulzantes, geles, etc.
Se obtuvieron las distintas huellas quimicas y se determinaron las zonas de identificacion
para los distintos excipientes, y asi se puedo para evaluar si existen interacciones quimicas,
y si son estables cuando se realizan las mezclas fisicas.

C. Estabilidad de los principios activos
La estabilidad de los activos, fue dentro de la preformulacion, el punto clave para decidir
que excipientes se seleccionarian para el desarrollo de las distintas formulaciones, la
evaluacion se centrd basicamente en el activo que actua a nivel de las ulceras, ya que esto
representa la afectacion principal en los equinos y debido a que su accion es local en los
receptores H,, que se encuentran en el estdmago, donde potencialmente se encontrara en
pH acidos y basicos. Por este motivo se tuvo que asegurar que el principio activo funciona
y llevo a cabo su efecto terapéutico.

Por otra parte la estabilidad de la Simeticona, se encontré que solo sufre
degradacion por agentes oxidantes fuertes y metales, por este motivo solo se evaluo, el
efecto del peroxido de hidrogeno sobre la Simeticona, no encontrando diferencias cuando
esta se encontrd en polvo, pero si cuando la Simeticona se encontraba en suspension al

30%. Por este motivo se trabajo con Simeticona en polvo grado USP.
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1.1 Estabilidad del clorhidrato de Ranitidina en condiciones de estrés

La estabilidad de la Ranitidina se evalu6 siguiendo las recomendaciones de la guia del
colegio nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, debido a que la literatura quimica
indico que la Ranitidina, es sensible a la degradacion por luz y la temperatura, se procedid a
comprobar el efecto de la luz (véase Fig.14 y 15) sobre una solucion saturada de
Clorhidrato de Ranitidina en solucidén acuosa usando viales de vidrio transparente durante
un periodo de 90 dias, expuesto a temperatura ambiente en el laboratorio.

Una vez que se comprobd que la luz degrada una solucion de Ranitidina, se
procedio a evaluar las otras condiciones de estrés fisico-quimicas, por lo que se
consideraron 2 grandes grupos: grupo a temperatura ambiente y grupo a 60°C, estos en
frascos ambar para evitar la degradacion por la luz; y se evaluaron las condiciones de estrés
acidas, basicas, oxidantes y un control. (Fig.14 y 15) Encontrandose que la temperatura
afecta de manera muy importante, la estabilidad de la Ranitidina, razén por la cual el
procedimiento de fabricacion de la pasta de Ranitidina y Simeticona, tiene que ser a
temperatura ambiente y rapido para evitar la degradacion por el efecto de la luz sobre la
molécula. Y también que al igual que con la Simeticona el peroxido de hidrogeno tiene
efectos de degradacion quimica sobre le Ranitidina, lo que indico que los excipientes a
utilizar en la formulacidon no pueden contener grupos funcionales oxidantes.

Para comprobar el efecto de degradacion de las condiciones de estrés sobre la
Ranitidina se procedi6 a realizar, un barrido utilizando un espectrofotometro UV- Vis, en
un rango de 350 a 200 nm, evaluando si comparados con el espectro de identificacion de
los activos y la solucion control de los grupos (Fig. 37 y 38), existian modificaciones en las
zonas de absorcion a 313nm y 220 nm, encontrando al igual que de forma visual, el factor
oxidante es que afecta a la molécula de Ranitidina y que al aumentar la temperatura la

absorbancia disminuye y se observan cambios en el espectro UV-Vis de la Ranitidina.
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Fig. 36. Grafico que muestra las alteraciones quimicas sobre los grupos funcionales de la
molécula y el efecto de las condiciones de estrés fisicoquimico sobre una solucion de

Ranitidina a temperatura ambiente, en frasco ambar después de una exposicion de 7 dias.
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Fig. 37. Grafico que muestra la alteraciones quimicas sobre los grupos funcionales de la
molécula y el efecto de las condiciones de estrés fisicoquimico y de temperatura (60°C),

sobre una solucion de Ranitidina en frasco ambar después de una exposicion de 7 dias.

D. Compatibilidad del farmaco vs. Excipientes
Para la determinacién de la compatibilidad entre los activos y los excipientes se procedio a
evaluar las distintas mezclas 1:1 de los excipientes seleccionados (Fig. 16) que no
presentaban grupos funcionales oxidantes, metalicos y que no necesitaban temperatura para
su incorporacion a la formula. Obteniendo los Graficos de la Fig.17 y por separado de

muestran en la Fig. 39 ( A, B, C, D, E y F), donde se determiné si hay compatibilidades.
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Fig. 38. Imagenes de los Gréficos de absorbancia, obtenidos mediante el software Vision®,
para la determinacion de incompatibilidades quimicas entre la Ranitidina y los excipientes.
A) Carbémero, B) HPMC K100M, C) HPMC K4M, D) Alginato de sodio, E) Bicarbonato

de sodio y F) Carbonato de calcio.
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Los mejores excipientes fueron aquellos que eran promotores de la generacion de una
capa polimérica de proteccidon contra la luz, y que ademas provocaron una disminucion del
area de contacto del Clorhidrato de Ranitidina, con las papilas gustativas, mejorando la
palatabilidad de la pasta, por ende se puede decir que mejoraron las caracteristicas de sabor.
Los saborizantes aunque de aplicaron en porcentajes altos, cercanos al 30 % dentro de la
formulacién no presentaron ninguna ventaja de mejorar en el sabor amargo, por lo cual se
eliminaron de la formulacién ya que se podia promover la contaminacion o crecimiento
microbiologico, no deseado por su caracteristicas moleculares, las que son abundantes en
carbono y nitrogeno (Fig. 39 (B, C, D y E). Por esta razon también se modificé el uso de
los conservadores originales que regularmente son el metil y propil parabenos,
cambidndolos por un nuevo agente bacteriostatico denominado Optiphen de Ashland; el
cual tiene un amplio rango de accion entre pH 2 — 8 y puede usarse en formulaciones no
acuosas, como las cremas, ungilientos, etc.; y debido a que se presentd una

incompatibilidad con el medio acuoso, resulto ser un buen agente bacteriostatico.
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Fig. 39. Espectro del NIR, que permite evidenciar la interaccion quimica entre la Ranitidina
y el carboméro (A) demostrando una alteracion en su huella quimica, en color rojo y en el
Grafico (B) una alteracion de la huella quimica, de Ranitidina y el bicarbonato de sodio
evidenciado en color azul.

Por otra parte se encontrd una incompatibilidad entre la Ranitidina y el Carboméro,
uno de los polimeros que se utilizaron para cambiar las propiedades reologicas de la pasta,
lo cual se observa en la Fig. 40 A (color rojo), en donde se observo la modificacion de la
presencia picos de identificacion de la Ranitidina y por otra parte en la mezcla Ranitidina y

bicarbonato de sodio (agente flotante) se observd una caracteristica que no se presentd en
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ninguna otra mezcla fisica, la interaccion del agua ambiental con uno de los excipientes, lo
que produjo una reaccioén no deseada, antes de que la pasta entre en contacto con el HCI del
estomago de los equinos, generando una reaccion acido — base entre el bicarbonato y la
Ranitidina en medio acuoso, por lo cual se decidid eliminar el agua en las formulaciones,
ya que en un principio, se habia decidido que todas las formulaciones llevarian agua cono
agente humectante, esto debido a que el polimero que se utilizo responde al hinchamiento
de su estructura de forma directa y por ende aumenta los tiempos de liberacion por la
reduccion del area de contacto de la Ranitidina con el medio de disolucion ya sea acido o
acuoso, convirtiendo a las pasta en un sistema de liberacion prolongada; se cambid el
humectante por el propilenglicol, el cual también permitia la incorporaciéon de los
componentes de la formula, y este humectante tiene la caracteristica de no reacciona con
los agentes viscosantes, por lo cual las reacciones de puentes de hidrogeno entre el
polimero y el agua se ven limitadas, hasta que estos se encuentran en un medio acuoso, el
propilenglicol también es utilizado por la industria veterinaria como un agente precursor de
acidos grasos volatiles y formador de glucosa utilizado en otras formulaciones orales
veterinarias y como una solucion nutricional para mejorar la salud y el bienestar animal.
(Imran Ahmed, 2002)
E. Disefio de experimentos
Para el disefio de experimentos se utilizé un disefio 3%, en el cual se tom6 como niveles de
interés el tipo de polimero y el bicarbonato de sodio, en tres niveles de interés, a fin de
tener una serie de experimentos que aportaran la mayor cantidad de informacion, evitando
tener que realizar los 24 experimentos totales por cada uno de los agentes humectantes,
quedando solo 6 sistemas por en los que también se evalud el efecto que tenia sobre la
formulacion, la presencia y la ausencia del agente flotante que le da a la formulacion su
capacidad de retenerse por un mayor tiempo en la region estomacal del equino, aumentando
la disponibilidad y el contacto de la Ranitidina con el receptor H, de la histamina,
reduciendo la produccion de la sefial del hambre y evitando la secrecion del &cido
clorhidrico, de forma reversible con el uso de este antagonista.
F. Seleccion de dispositivo de administracion.
Para el disefio final de la forma farmacéutica, se utilizo Gastro - shield como referencia, el

cual es un producto disponible en el mercado veterinario mexicano, fabricado por
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Laboratorios Tornel, el cual pretende ser como el Gastrogard®, tnico medicamento
aprobado por la FDA, para pretender tener una presentacion similar al Gastro — shield se
busco tener la misma presentacion incluido el sistema de dosificacion (Jeringa), el cual es a
base de polipropileno, y es capaz de dosificar por kilogramo de peso del equino; el
inconveniente es que en México, no existe un fabricante de jeringas certificado por lo que
se tuvieron que utilizar en un principio jeringas de la marca HSW, empresa que fabrica
sistemas de dosificacion veterinarios a nivel mundial, pero en México no tiene venta directa
lo que elevaba, es costo de este proyecto de investigacion; por lo que se diseiid un sistema
que ocupa una jeringa de 20 ml, y un sistema de 15 cm de manguera de polietileno de 3/8
de didmetro, la cual se llena con la pasta formulada y se sella con silicon. Para dosificar en
la region profunda de la boca, mediante la inyeccion de la pasta usando como agente

impulsor agua, promoviendo la necesidad de tragar en el equino.

Fig. 40. Jeringa precargada (Imagen superior) de Gastro-Shield® (omeprazol) con
dosificador por peso; jeringa veterinaria sin dosificador por peso (imagen central) de la
marca HSW® y dispositivo de manguera precargada (imagen inferior) para dispensacion

oral profunda.

G. Seleccion de los lotes de la pasta flotante de Ranitidina y
Simeticona
Se fabricaron todos los lotes, siguiendo lo indicado en las directivas y las hojas de
produccion, basados en el disefio de experimentos, considerando las formulaciones que
presentaron un mejor desempefio en el comportamiento de flujo y no presentaron

segregacion del agente humectante, se tomé la decision de trabajar solo los sistemas
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flotantes que son los que aportan un mayor impacto tecnologico, basado en un sistema de

liberacion prolongado flotante.

Bajo este criterio se seleccionaron los lotes 004F, 007F, 010F y el lote 013F, los
cuales tienen como caracteristica ser los que presentan mayor porcentaje de polimero en el
disefio de experimentos, y la composiciébn que tienen estos lotes es para cada lote:
Carboméro, HPMC K100M, HPMC K4M vy alginato de sodio y la mayor proporcion de

bicarbonato de sodio, para aumentar el tiempo de flotacion.

Como se puede observar en la Fig. 18, la formulacion correspondiente al lote 004F,
que utiliza el carboméro como polimero, presenta un proceso de degradacion que ya se
conocia mediante la evaluacion con el NIR (color café-marrén), por este motivo este
polimero fue eliminado, del conjunto de formulaciones que se continuo analizando, y fue
importante darse cuenta de esta incompatibilidad antes de que se fabricar inttilmente lotes
mas grandes, por este motivo se prepararon lotes pequenios de 60 g equivalente a 10 dosis
de pasta y se modifico6 como ya se menciond el agente humectante (agua) por

propilenglicol.

H. Llenado del dispensador oral de la pasta
Para el llenado de las jeringas precargadas en la industria, se usa un sistema de llenado por
presion mecanica, usando émbolos de alta presion, y como un similar para tratar de simular
la operacién unitaria de llenado, se trabajé con un sistema de piston a presion mecanica de
acero inoxidable, (véase Fig. 42) para dispensar los 1.2 kg de pasta y llenar las 200
muestras de cada uno de los lotes que se iban a administrar. Esta técnica permitié evitar
pérdida al momento de llenar las jeringas precargadas. Y el dato mas importante de este
punto es que aproximadamente la densidad de la pasta equivale a 0.5 g de pasta / cm lineal
de manguera. Y el sello mantiene el contenido libre de comunicacion con el exterior. (Fig.

19).

86
Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal



QFB Hugo Cuatecontzi Flores LEDEFAR

Fig. 41. Sistema de engrasado industrial (nuevo) que emplea un piston a presion mecanica
de acero inoxidable y una manga pléstica interior, para dispensar la pasta dentro de la

manguera.

I. Evaluacion de la flotabilidad
La flotabilidad de las pasta se evalu6 utilizando como medio 4cido clorhidrico 0.1 M, pH =
1.5; se comenzd a desarrollar esta técnica basado en la literatura, que evalud sistemas de
solidos orales flotantes, se consideraron 2 formas para evaluar la flotabilidad; la primera en
modo estatico determinando el tiempo en que la formulacion se mantiene a flote sin
agitacion Fig.20, la segunda en modo dindmico con agitaciéon utilizando un agitador

magnético Fig. 21.

Para la evaluacion del tiempo de flotacion se selecciond el modo estatico en un vaso
de precipitado de 500 ml con fluido géstrico simulado a 37° C, porque permitia evaluar
mejor el desempefio real de las pastas y este se realizd para los lotes 007F, 010F y 013F, en
donde se observd que los lotes, presentaron un tiempo de flotacion superior a 3 h, aunque
en algunos de los casos fue superior a 5 h, tal es el caso del lote 007F a base de HPMC
K100M, el cual tiene una alta viscosidad y alta adherencia a las paredes del vaso Fig. 43 (A
y D), en comparacion con los otros lotes en los que no es tan notoria la flotacion de la pasta
Fig. 43 (C, D, E y F). Para determinar el tiempo total de flotacion se considera cuando la
pasta comienza a flotar, evaluando el tiempo en minutos que lleva observar que no exista

pasta en la parte superior del vaso de precipitados.
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D) (E) (F)
Fig. 42. Desarrollo de la prueba de tiempo de flotacion sin agitacion, inicial (inicial A, By

C) y 10 min después de comenzar la prueba (abajo D, E y F).

(G) (H)

Fig. 43. Desarrollo de la prueba de tiempo de flotacioén sin agitacion después de 3 h de

iniciada la prueba, vista lateral (G) y vista superior (H).
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Este tiempo es observado simultaneamente para determinar el efecto de boyeo, que
puede darse en fases no necesariamente toda la pasta administrada logra flotar esto es
debido a las propiedades del polimero que se estd usando, como se observa en la Fig. 44

(G) vista lateral y (H) superior, después de 3 h de tiempo de flotacion.

2. Evaluacion del poder antiespumante
Para la determinacion de la propiedad antiespumante de la Simeticona se siguié un proceso
sencillo, en donde se evalu6 in vitro, la capacidad para eliminar la espuma formada por un
agente detergente en 4cido clorhidrico, tratando de imitar las condiciones estomacales con
agitacion magnética a fin de eliminar la acumulacion de gas (metano, azufrados, etc.) en el
interior del estdémago del equino a fin de prevenir la inflamacion y la acumulacion de

espuma con gas en los equinos.

Esta prueba se realizd en un vaso de precipitados con acido clorhidrico, y como se puede
observar en la Fig. 45, la formulacién que presento una mejor eliminacion en el mismo
periodo de tiempo es la 013F (C y F) a base de alginato, seguida de la formulacion del lote
007F (A y D) a base de HPMC K100M.

(A) (B) ©)
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D) (E) )
Fig. 44. Desarrollo de la prueba de eliminacion de la espuma o poder antiespumante, inicial

(inicial A, By C) y 20 min. después de comenzar la prueba (abajo D, E y F).
J. Estabilidad en el empaque primario

Para la evaluacion del empaque, en donde se aloja directamente la pasta flotante, se
realiz6é de forma fisica mediante la evaluacion del contenido de Ranitidina por un periodo
de 1 mes y las propiedades organolépticas de color, ya que la Ranitidina es muy sensible a
la temperatura ambiental y a la luz ambiental.

La evaluacion del contenido se realizo llevando a cabo la técnica analitica de
valoracion entre el dia de fabricacion (dia 0) y un periodo de 30 dias (1 mes), a fin de
determinar si no hay un cambio mayor del 5% en el contenido de Ranitidina presente en la
forma farmacéutica.

Para evaluar las propiedades organolépticas, de estabilidad fisica visual se realiz
contra un control, el cual se coloca en las condiciones ideales de almacenaje de la forma
farmacéutica, simulando las condiciones que un laboratorio farmacéutico veterinario
utilizaria para mantener la estabilidad de la formulacion. (Imran Ahmed, 2002)

Para la estabilidad se identificaron con colores los diferente lotes, utilizando los
siguiente colores, como se indica para el 007F (amarillo), 010F (rojo) y 013F (verde); estos
lotes no presento ningun problema de estabilidad fisica, derivado de la fabricacidon, aunque
en el caso del lote 010F se tuvo que aumentar la cantidad de propilenglicol para mejorar la

fluidez de la pasta al llenar los sistemas precargados de dosificacion.
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K. Validacion del método analitico para la cuantificacion de
Ranitidina

La guia de validacion de métodos analiticos ed. 2002 que publicd el colegio
nacional de quimicos farmacéuticos bidlogos y la guia International cooperation on
harmonization of technical requirements for registration of medicinal veterinary products.
VICH GL2 Oct 1998 validation of analytical procedures: methodology. Sirvieron como
base para establecer las pruebas y las especificaciones estadisticas que se requieren para
asegurar que la validaciéon del método espectrofotométrico, lo que nos asegurd que el
método es repetible y reproducible, para garantizar que las determinaciones que se obtienen

son confiables y se pueden utilizar en la industria para asegurar la calidad del producto

después de su fabricacion.

Los parametros y las especificaciones que marca la guia de validacion del colegio
nacional de QFB, que marca como parametros de desempefio para la aplicacion analitica
del método una serie de pruebas que se tienen que realizar, en la siguiente tabla se indican

los pardmetros a determinar ver tabla 26.

Tabla 26. Criterios de aceptacion para realizar la validacion espectrofotométrica, de la
Ranitidina (para la valoracion y la uniformidad de contenido), tomando como base la guia

del Colegio Nacional de QFB.

Valoracion/
Parametro de Uniformidad de Criterio de Descripcion de la
desempeiio contenido/ aceptacion prueba
Disolucion
Adecuabilidad del v CV<2% Sextuplicado de una
sistema muestra
Precision del v CV <3% Sextuplicado 100%
sistema
Linealidad del >0.98 5 niveles por
sistema v IC (b;) no debe triplicado, 100%
incluir el 0 incluido en el nivel
3 04 delacurva
Especificidad v Respuesta debida al Blanco, muestra
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analito 100%, STD,
Placebo
IC debe incluir el
Exactitud y v 100 % Placebo
repetibilidad IC97-103 % adicionado100% vs
CV <3% STD 100%
Adicionada vs
recuperada 3 niveles de andlisis
1>0.98 con muestras por
Val: 80 — 120% IC (b)) debe incluir | triplicado, en central
el 1 equivalente al 100%
Linealidad del UC: 60 — 140% IC (by) debe incluir junto con la
método el 0 cantidad equivalente
Disol: 20 — 120% CV <3% de placebo, los otros
Porcentaje de dos uno por encima
recobro y el otro por debajo.
IC97-103 % Disolucion: curva
CV <3% de calibracion
minimo 5 niveles
por triplicado
incluido el 100%
con la cantidad se
placebo equivalente.
Precision del v CV <3% Triplicado de 100%
método la cual debe estar
incluida en la
linealidad del
método
Estabilidad Triplicado de una
analitica de la v |di| <3% muestra a 2 tiempos
muestra inicial y final.
Robustez " determinacion < 3% Cambios en
Tolerancia ' |di| <3%

"Puede ser requerido dependiendo de la naturaleza del método.
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1.1 Especificidad

Para la especificidad del método analitico (Fig. 23) se realiza un barrido y la lectura de una
solucion blanco, un placebo con los excipientes que contiene la formulacioén, un placebo
adicionado al 100% de Ranitidina y Simeticona, y una soluciéon STD de Ranitidina y

Simeticona (24 pg / ml) ver Fig. 46.

147 Blanco

Placebo

w -

< STD Ranitidina
Mta Pasta Ran

-0.05 T |
200.0 2745 349.0
Long. Onda (nm)

Fig. 45. Grafico que muestra los espectrogramas de la especificidad del método.

En el grupo de espectrogramas anterior, se puede observar la especificidad del
método, lo que se demuestra observando que ni el blanco ni los excipientes, en solucion
acuosa muestran a la longitud de onda de 313 nm repuesta alguna; lo que confirma que las
condiciones elegidas funcionaron para la cuantificacion de la Ranitidina, que en esta prueba

es el analito de interés.

1.2 Adecuabilidad del sistema

Esta prueba se realiza cada vez que se utiliza el espectrofotometro, para asegurar que el
sistema Cary 100 conc se encuentra en condiciones adecuadas de trabajo y que no existen
cambios significativos en los resultados que ocasionen un aumento en la desviacion de los
datos, y esta prueba se evalud leyendo en un sextuplicado una solucion acuosa el
equivalente a 6 pug / ml, el nivel mas bajo de la curva de calibracion de Ranitidina a 313

nm. Tabla 11.
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1.3 Precision del sistema

La precision del sistema se realizod leyendo por sextuplicado diferentes concentraciones del
analito de interés, tratando de abarcar un rango amplio para evaluar la variaciéon que pueden
presentar estos porcentajes y determinar si cumplen con los limites de variacion
establecidos.

Con base en los resultados anteriores se puede decir que el sistema presentd un
desempefio aceptable ya que el CV de la absorbancia de la muestra vs. concentracion, se
encuentra dentro de los limite del CV establecido para esta prueba, que es de < 1.5 %, y
para el analito de interés el coeficiente fue de 1.3543 los coeficientes obtenidos fueron

menores. Ver Tabla 12.

1.4 Linealidad del sistema
Esta prueba se realiza para ver el comportamiento que presentan los analitos a diversas
concentraciones, y esto se prepara a partir de una solucion Stock, a partir de la cual se
preparan los niveles de concentracion a evaluar en este caso fueron 5, cada uno se realiza
por triplicado y de forma independiente (véase Tabla. 13), para tener mas datos y poder
evaluar estadisticamente la informacidon que se genera y determinar los pardmetros que se
evaluan de esta prueba. Los resultados se muestran a continuacion:

En las fig. 47 se muestran los datos de la regresion lineal, en los diversos niveles de
concentracion, y la ecuacion que permite calcular la concentracion de los analitos, dentro

del rango de trabajo.

16 T

1.4 1 y = 0.0439x + 0.0075
5 127 R? = 0.9995
s 14+
1]
-g 0.8
o 0.6 T
!
< 04 1

0.2

0 t } } } } } |
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0
Concentracion (ug / mL)

Fig. 46. Grafico de la linealidad del sistema para la Ranitidina, la ecuacién de la recta y el

coeficiente de determinacion.
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En las Fig.48 se muestra el error que presento el analito, debido a la variacion al
momento de preparar las soluciones, y también demuestran que no existen tendencias, es
decir, que existe aleatoriedad en los datos; se observo que el nivel inferior y el mayor son lo
que presentaron mayor dispersion, esto se puede deber a que el uso de pipetas de distintos
volimenes lo generan variabilidad, y el cuarto nivel presenta menor error, y aun con esa
variabilidad los resultados estan dentro de los criterios de aceptacion, que indican que el

error debe ser < 3 %.

2.000 *
< 1.000 . .
14 * * *
o *
2 * .
< 0.000 t 0 t t t i
% 5.0 10.0 15.0 €20.0 25.0 30.0 35.0
(i
° *
S~ -1.000

*
-2.000 £ TS
Concentracion (ug / mL)

Fig. 47. Grafico del error relativo para la Ranitidina vs. la concentracion del analito para la

. e ®
curva del sistema, usando analisis de datos de Excel .

Al realiz¢ el andlisis de los datos, para obtener el valor de F ., el cual debe ser comparado
contra un valor critico de F, y se espera que el valor de F ., es mayor para que se acepte la

hipoétesis alterna. Para esto se redactan dos hipotesis, una nula y la otra alterna, es decir:

Hp: No existe una relacion de linealidad entre la concentracién y de la absorbancia
obtenida.

H,: Existe una relacion de linealidad entre la concentracion y la absorbancia obtenida.
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Para elegir se realiza a los datos una ANOVA o analisis de varianza, y se establecen los

criterios de aceptacion para la prueba, los cuales son los siguientes:

Si F¢a es menor que Fi¢ no se rechaza Hy, o bien, si Fqy < F no se rechaza H

Si F.a es mayor que Feiica S€ rechaza Hy, o bien, si Fea > Feritica S€ rechaza Hy

Tabla 27. Resultados del ANOVA realizado a la regresion de la linealidad del sistema para
la Ranitidina.
Datos g.l Suma de Prom. F ca Valor crit de

cuadrados cuadrados F

Ranitidina, Clorhidrato de

Regresion 1 2.0854 2.085 23773.47 1.35E-22
Residuos 13 0.0011 8.7E-05
Total 14 2.0865

De acuerdo a los valores mostrados en la Tabla 27. se obtuvo que los valores de F,
para la Ranitidina es mayor que el valor de F;;, por lo tanto, se rechaza la hipdtesis H,
entonces se puede decir, que existe una relacion lineal entre la concentracion del analito y
la absorbancia obtenida, con un nivel de significancia del 0.05.

En la tabla no. 14 se muestran los datos obtenidos de la curva de Ranitidina y la
regresion realizada, en la cual se observa que el coeficiente de correlacion (R) y de
determinacion (R*) cumplen con el criterio de aceptacion incluido en la misma tabla, y
establecen los valores de la ecuacion de la recta (y = m x + b), los cuales cumplen también

con los criterios de aceptacion.

1.5 Precision del método (precision intermedia).
Se prepararon los sistemas como se indica en la tabla no. 15, y solo se trabajo con los que
involucraban condiciones contrarias, lo que nos permite demostrar que no existe
colinealidad entre los analitos, es decir, que la presencia de un analito no modifica el area
del otro.

Se trabaj6 para evaluar si la presencia de la simeticona afecta la cuantificacion de la
Ranitidina con los sistemas 1, 2 y 4; se realizd el ensayo por triplicado a las muestras como

se describe en el procedimiento experimental.
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Se calcul¢ la cantidad recuperada para todos los sistemas, pero solo se reporta el que
comprende el 100 %, para determinar la precision intermedia, la cual se muestra en la Tabla
16, y en la cual se demuestra que la Ranitidina no ve afectada su cuantificacién por la
presencia de la Simeticona, en la forma farmacéutica ya que se cumplid con los criterios

establecidos al presentar un CV menor a 2 % en la cantidad recuperada.

1.6 Exactitud del método

Se prepararon como indica la tabla No. 17, los sistemas 1, 3 y 4 para la evaluacion de la
exactitud del método, y se realiz6 el ensayo por sextuplicado a las muestras como se
describe en el procedimiento experimental, y se calculo el porcentaje de recobro como
sigue:

% Recobro= ( Concentradion. adicionada )« 100

Concentradion. recuperada

En la tabla no. 18 se muestran los resultados obtenidos para la Ranitidina,
reportando el CV del porcentaje recuperado, para los tres niveles que fueron evaluados, el
CV aceptado para la exactitud de método es de 3 % tanto para las evaluaciones parciales
como para el CV global, este ultimo es el que tiene mayor importancia porque demuestra
que el método, es exacto a las concentraciones experimentales, siempre y cuando se
encuentre dentro del rango examinado; para este analito la variacion fue de 0.6572.

Posteriormente se procedid a calcular los intervalos de confianza (IC) que se
encuentran relacionados de manera directa con la desviacion estandar de los datos, estos IC
toman la media de los datos como base para calcular los sesgos que podrian presentar los

datos y determinar si son confiables, y se obtienen mediante la siguiente formula:

S
In

El IC se calcula obteniendo un valor de t, en base a tablas considerando un o = 0.05

I1C= Latfa0.05,n-1 ®

y el numero de observaciones (n) que es multiplicado por la desviacion estandar dividida
por la raiz del numero de observaciones (n), y este intervalo considera que la muestra tiene
una distribucion ¢ y por tanto considera las dos colas de la distribucidon como zonas de

rechazo.
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En la tabla no. 28 se pueden observar los datos de la Ranitidina, a los cuales se les
calcul6 la media, se les sumo y resto el intervalo de confianza calculado, para determinar el

valor que presentan de t.,. y compararla con la t, se calcula como sigue:

(%Re cuperado—100%)
S/-In

tcalc =

Tabla 28. Prueba estadistica de t usando Excel™ para la Ranitidina y los intervalos de

confianza calculados.

Farmaco Nivel LIC LSC Promedio IC t calc t crit
75 100.39 101.26 100.83 0.4374 3.6990

100 100.41 101.78 101.09 0.6829 3.1417 2.57
RAN 125 99.25 100.11 99.68 0.4317 -1.4530

Global  100.02 101.05 100.53 0.5174 1.7959  2.109

Por medio de la prueba de 7, se determind la exactitud del método para la Ranitidina,
que cumple con lo que se encuentra reportado como aceptable, ya que para un método
espectrofotométrico existen dos opciones para el porcentaje de recobro; la primera que el
IC debe incluir el 100% o que el promedio aritmético se incluya en el intervalo entre 97 —
103 %, y debido que los porcentajes de recobro cumplen con este criterio, para este método

los 3 niveles incluyen al 100% en su intervalo.

En la figura no. 49 se observa el % recuperado de Ranitidina, y se hizo evidente al
incluir el 100%, se cumple con la prueba de t, debido a que los intervalos de confianza

incluyen el 100%, y los datos de los 3 niveles los datos presentan varianzas iguales.
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Fig. 48. Grafico del porcentaje recuperado de los distintos niveles examinados con sus

intervalos de confianza obtenidos para Ranitidina.

1.7 Linealidad del método

La linealidad del método se evaliio preparando 5 placebos cargados, en el que se
considerd un rango de concentraciones o de porcentajes, en este caso, se trabajé con 25, 50,
75, 100 y 125 % para el clorhidrato de Ranitidina, la preparacion de las muestras se realizo

por triplicado para cada uno de los niveles. *

En la tabla 21 se muestran los datos obtenidos del clorhidrato de Ranitidina, asi
como la cantidad adicionada y la absorbancia resultante; a partir de estos datos se calculo la
ecuacion de la recta (y = mx + b) (véase Tabla 20); con la ecuacion generada se determind

la cantidad recuperada de cada analito, mediante la siguiente formula:

(Absorbancia obtenida— Ordenada al origen)

Concentra cion recuperada = '
Pendiente

En la Tabla 23 se muestran los resultados de la concentracion recuperada y el
porcentaje de Ranitidina, demostrando que el CV global de todos los datos de la regresion

es menor al 2%, es decir, cumple con el limite establecido.
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En la Fig. 50 se muestran los datos de la regresion lineal, en los diversos niveles de
concentracion que se manejaron, y se muestra ademas la ecuacion que permite determinar

la concentracion recuperada.

35.00
y = 0.9995x + 0.0025

R? = 0.9996

30.00 +

25.00 +
20.00 +

p (ug/mL)

15.00 +

10.00 +

Conc_recu

5.00 +

0.00 f f f f f f i
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Conc_Adic (png/ mL)

Fig. 49. Grafico de la linealidad del método para la Ranitidina, y la ecuacion de la recta y el

coeficiente de determinacion.

En la Fig.51 se muestra el error que presento el analito, el cual es minimo para la
cuantificaciéon de los analitos, y también demuestran que no existen tendencias en los

resultados debida a la acumulacidén del error al analizar.

0 : : : : @ i |

0.po 5.0 10.00 ¢ 15.00 ‘20.00 25.00 30.00 35.00

% Error relativo

Concentracion (ug / mL)

Fig. 50. Grafico del error relativo para la Ranitidina vs. la concentracion del analito para la

curva del método, usando analisis de datos de Excel®.
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En la figura No.51 solo el quinto nivel presenta una ligera variacion de los datos,
pero los resultados estan dentro de los limites permitidos que son de + 3 %. Se realizo el
calculo, para obtener un valor de F ., el cual debe ser comparado contra un valor critico de
F, y se espera que el valor de F ., sea mayor para que se acepte la hipotesis alterna. Para

esto se redactan dos hipdtesis, una nula y la otra alterna, es decir:

Hjy: No existe una relacion lineal entre la cantidad adicionada y cantidad recuperada.

Ha,: Existe una relacion de lineal entre la cantidad adicionada y cantidad recuperada.

Para elegir se realiza a los datos una ANOVA o andlisis de varianza, y se establecen los

criterios de aceptacion para la prueba, los cuales son los siguientes:

Si F.1 es menor que Fi no se rechaza Hy, o bien, si Fey < Fei no se rechaza Hy

Si Fea1 es mayor que Feritica S€ rechaza Hy, o bien, si Fea > Fitica S€ rechaza H

Tabla 29. Resultados del ANOVA realizado a la regresion de la curva de Ranitidina para la

determinacion de linealidad.

Datos gl Suma de Prom. F ca Valor crit
cuadrados cuadrados F
Regresion 1 1115.13 1115.13 33197.6  1.5454E-23
Residuos 13 0.4367 0.0336
Total 14 1115.6

De acuerdo a los valores mostrados en la tabla 29, se obtuvo que los valores de F,
para el analito, es mayor que el valores de F.i, por lo tanto, se rechaza la hipotesis Hy,
entonces se puede, decir que existe una relacion lineal entre la concentracion adicionada y

., . . . 29
la concentracion recuperada, con un nivel de significancia del 0.05.

En la tabla 22 se muestran los datos de la regresion de la curva de Ranitidina
realizada por el programa Excel 2003, en la cual se observa que el coeficiente de
correlacion (R) y de determinacion (R?) cumplen con el criterio de aceptacion incluido en la

misma tabla, y establecen los valores de la ecuacion de la recta (y = m x + b), en el caso
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de la pendiente (m o b;) debe incluir el nimero uno en su intervalo, mientras que la
ordenada al origen ( b o by) tiene que pasar por el cero en su intervalo para que sean
parametros aceptables.

Para evaluar los datos de la regresion es necesario realizar una prueba de t, para
determinar si la pendiente (m o b;) y el intercepto (b o by) cumplen con los criterios de
aceptacion, antes mencionados, los datos obtenidos se muestran a continuacion en la tabla

no. 30.

Tabla 30. Prueba de t para la Ranitidina y la probabilidad para la comprobacion de las
hipotesis
Farmaco Parametro LIC LSC Probabilidad tcale  tecrit
Pendiente  0.9876 1.0113 1.54537E-23 182.20 2.145

Intercepto - 0.2422 0.9826 0.0222  2.145
0.2373

Para la pendiente que tiene que incluir al nimero 1 en su intervalo, se observa que cumple

con este parametro, y se demuestra con las siguientes hipotesis:

Hy: La pendiente o b; es igual a cero

H,: La pendiente al origen o b; es diferente de cero

Si tea €s menor que tqit no se rechaza Hy, o bien, si tey < terit N0 se rechaza Hyg

Si tey €s mayor que teritica S€ rechaza Hy, o bien, si tey > terica S€ rechaza Hy

Como se observa en la tabla 30, el valor de t, para la pendiente de Ranitidina es de
182.20, por lo que se rechazé Hy, lo que indica que la pendiente resulto ser diferente de 0,
y al observar la misma tabla se observé que el intervalo fue de 0.9876 a 1.0113, por lo cual

el parametro se considerd aceptable y cumplio con la prueba.
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Para el intercepto u ordenada al origen este debe incluir al 0 en su intervalo, se

observa que cumple con este parametro, y se demuestra con las siguientes hipotesis:

Hy: La ordenada al origen o by es igual a cero

H,: La ordenada al origen o by es diferente de cero

Si tea €5 menor que teie no se rechaza Hy, o bien, si tey < terqe no se rechaza Hy

Si tea €8 mayor que teritica S€ rechaza Hy, o bien, si tea > teiica S€ rechaza Hy

Como se observo en la tabla no. 30, el valor de t.; para la ordenada al origen de
Ranitidina es de 0.0222, por lo que no se rechaza Hy, lo que indica que la ordenada al
origen es igual a 0, y al observar la misma tabla se observa que el intervalo es de -0.2373,

0.2422, por lo cual el parametro es aceptable y cumplen con la prueba.

1.8 Reproducibilidad y repetibilidad del método

La repetibilidad del método, se evalu6 la variacion que presenta el analista y que determino
cudles son los puntos clave, para reducir el error al realizar el ensayo, para esto se
necesitaron tres niveles de concentracion y se trabajo dos dias diferentes para demostrar
que el método puede realizarse en cualquier momento.

Para la reproducibilidad se necesitan dos analistas, los cuales deben de conocer
exactamente como se realiza el ensayo a las muestras, para que exista independencia en las
determinaciones que va a realizar, y solo presentar el error asociado al analista y no existan
tendencias; para esto se realizo la preparacion de tres placebos cargados con tres niveles de
concentracion, y también se trabaja dos dias diferentes.

Como se observa en la tabla no. 23, la Ranitidina cumplié con el criterio
establecido, para la repetibilidad del método, en cual el CV parcial y el global no debia ser
superior de 2 %, para el dia 1 el CV fue de 0.9212, mientras que para el segundo dia el CV
fue 0.6572, y el CV global el mas importante para demostrar que no hay diferencia entre
los dias fue de 0.7898.

La reproducibilidad es el ultimo parametro que se evalio en esta validacion, y los

resultados mostrados en la tabla no. 23, demostraron que el método para la cuantificacion
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de la Ranitidina es confiable, porque los CV indicaron que la diferencia que se puede
presentar entre los analistas fue de 0.6446 para el dia 1 y 0.7489 para el dia 2, lo no fue
superior al 2 % que es el criterio establecido, por lo tanto se dice que el método es
reproducible. ®

En las figura No. 13 se muestran los Graficos del porcentaje de recobro obtenido al
evaluar la reproducibilidad, en donde se observé el traslape para la Ranitidina, donde se
muestra, que los todos los datos presentan un traslape con el resto de los datos, lo cual
indica que existe relacion entre los puntos, y que estadisticamente se encuentran dentro de

los limites establecidos.

102.0

101.5

101.0

= inferior

100.5
= superior

100.0 = Promedio

99.5

% de recobro de Ranitidina

99.0

A1 A2 A1 A2
Dia 1 Dia 2

Fig. 51. Porcentajes de recobro de la Ranitidina para la reproducibilidad del método.

L. Valoracion y uniformidad de contenido en la forma
farmacéutica

Se realiz6 todo el proceso de validacion para asegurar la confiabilidad con la que se
determina la valoracion, la uniformidad de contenido y los perfiles de disolucion, la
validacion solo se realiz6 para la Ranitidina porque es el principio activo de mayor interés
para tratar la ulcera géstrica en equinos, mientras que la simeticona solo tiene una funcion
profilactica previniendo in situ la formacion de espuma y por ende la acumulacion de gas
en el interior del estdbmago y la region intestinal.

Como se observo en la tabla 24 los resultados para las valoraciones de los 3 lotes de
interés para el desarrollo de este trabajo, se observa que las determinaciones estan dentro de
los limites permisibles del 90 -110%, y esto demostré que el método es sensible para la

determinacion de la cantidad de Ranitidina presente en la muestra. Y en la tabla 25 se
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muestran los resultados que se obtuvieron para la uniformidad de contenido lo que
garantiza que en la muestra que es administrada a los equinos, una vez que es
acondicionada en el empaque primario, presento un buen mezclado, es decir que todo los
lotes presentaban potencialmente la misma cantidad de activo y los resultados son similares
con la valoracion.

M. Perfiles de disolucion de la pasta de los lotes

En la Fig. 24 Se observo que en los perfiles realizados a 50 RPM, a las pasta
flotantes, no alcanzaban una disolucién en las canastillas (aparatol), para garantizar que
cumplen con el criterio de Q, que se marca en la FEUM para la aceptacion, el cual tiene que
ser mayor del 80%, por este motivo se realizaron los perfiles de disolucion al doble de
RPM para garantizar la disolucion méxima o el total de la muestra que se esta analizando, y
por esta razén se obtuvieron los perfiles de las Fig. 53, 54 y 55; en donde visualmente se
hace evidente la diferencia entre trabajar a 50 y 100 RPM; y donde se observo que las
formulaciones que mejor controlan la liberacion son la 007F y la 013F ya que a 50 RPM
liberan menos del 80%, por ende actuaran de manera sostenida por mayor tiempo en la
region estomacal actuando como antagonistas del receptor H,, permitiendo que las células
puedan repararse mas eficientemente, y evitar tener que administrar cada 8 h, ya que con

este modelo se puede administrar solo 2 veces al dia o solo en la manana para que actué a

’
lo largo del dia.
Lote 007F en agua desionizada Lote 007F en HCI1 0.1 M
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Fig. 52. Porcentajes de recobro de la Ranitidina para la reproducibilidad del método.
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Lote 010F en agua desionizada Lote 010F en HCI 0.1M
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Fig. 53. Porcentajes de recobro de la Ranitidina para la reproducibilidad del método.

Lote 013F en agua desionizada Lote 013Fen HCI0.1 M
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Figura 13: Porcentajes de recobro de la Ranitidina para la reproducibilidad del método.

El resto de los datos de los perfiles de disolucion realizados se encuentra en el area de los
anexos, ya que para la realizacion de los perfiles se tiene 36 resultados por lote analizado,

12 en agua a 100 RPM, 12 en HCI 0.1 M, 6 en agua a 50 RPM y 6 en HC1 0.1 M a 50

RPM, con las absorbancias obtenidas.

N. Evaluacion de la efectividad terapéutica de la pasta flotante de
Ranitidina y Simeticona

Este punto es la evaluacion in vivo del desempefio de las pastas flotantes, la cual
resulto ser la parte mas complicada, ya que involucro la disponibilidad de los sujetos de
experimentacion y los instrumentos para realizar las endoscopias. La realizacion de la
coordinacion de la logistica y el tiempo, fue lo mas dificil ya que el endoscopio del
Hospital de Equinos no estaba disponible por estar descompuesto, se dio un tiempo de 6

meses para esperar a que fuese reparado pero por el costo y falta de proveedores no se pudo

reparar.
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Por este motivo se procedid a cambiar esta ultima fase del estudio, ya que solo se podia
solicitar un endoscopio cada determinado tiempo. Por este motivo se procedio6 a realizar la
administracion de la pasta a los 4 equinos que pertenecen al Hospital de Equinos de la
FESC, esperando encontrar lesiones de ulcera en algun grado o bien probar con ellos el
efecto profilactico de la administracion, durante un periodo de 15 dias; para evaluar que los
componentes de la formulaciéon no cambien o modifiquen el equilibrio gastrointestinal de

los equinos.

1.1 Endoscopias del estomago de los equinos del Hospital de la FESC.

Los equinos del Hospital de la FESC tienen su historial veterinario y su nombre de
identificacion, en general, se consideraron como equinos adultos sanos. Las imagenes
Fig.29 (imagenes de la 1 — 8) pertenecen a “Chueco” en donde se afiadié un agente de
contraste a la formulacidn para evidenciar el paso de la pasta sobre el tracto GI ya que antes
se realizd en “Magia” una endoscopia y no se pudo observar la presencia de la pasta ya que
el color amarillo-beige que presenta es muy similar al del contenido estomacal y gracias a
la agente de contraste de color azul hace evidente la presencia y el paso de la pasta en el
tracto GI, en imagenes 1-4 se puede ver coloracion del transito por la region del esdéfago, en
la imégenes 4 — 8 muestra el interior del estdbmago y del contenido presente, haciendo
evidente el Margo plicatus y la integridad de la region no glandular y la coloracion
uniforme de la region glandular.

Posteriormente en la Fig. 30 (imagenes de la 9 — 16) pertenecen a “Comanche” se
mostré con mayor claridad el interior del estdmago del equino, en donde, se observo una
coloracion mas roja de la region no glandular, lo que indicaba una evidente aunque leve
irritacion, mayor presencia de moco amarillo y falta de continuidad en este revestimiento,
en las imagenes de la 9 — 12 se empez6 a hacer evidente el efecto de la simeticona sobre la
espuma y el gas contenido, por cambio en la presencia de espuma, imagenes de la 15 y 16.

La Fig. 31 (imagenes de la 17 — 24) pertenecen a “Heidi” o “High D”, en donde con
la ayuda del agente de contraste se observo el paso de la pasta, pero sobre todo la
eliminacion de la espuma a lo largo del transito, siguiendo con ayuda del endoscopio
espuma acumulada, y el cambio que se da sobre esta cuando la Simeticona actua,

dispersando las burbujas en una mayor extension lo que permitird su ruptura y posterior
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eliminacion del gas contenido dentro de ellas, y en cuestion de tlceras solo se observd en
algunas regiones ligeros cambios de tonalidad pero continuidad en el revestimiento.

Y por ultimo se evalué un video de una endoscopia, que permitié comparar la
integridad del tracto GI de los equinos de la FESC, con el equino evaluado en el video,
cuyo diagndstico era una posible ulceracion por el uso de AINE’s, la Fig. 31 (imagenes de
la 25 — 31), en donde, se observaron ulceraciones grado 2, tanto en el cardias, como en la
region no glandular, presencia de espuma y perdida de la continuidad y de la integridad de
la mucosa del interior del estdmago y una irritacién en la region de la traquea por las
diversas endoscopias realizadas en un periodo de tiempo muy corto, ya que esta técnica

veterinaria es altamente invasiva, aunque necesaria para evaluar el grado de EGUS.

1.2 Manejo del Sujeto de experimentacion

Como se puede observar en la Fig. 32 (imagenes de la 32 — 39) el manejo de los equinos
para la realizacion de la endoscopia, no es sencillo, y se requiere de personal altamente
calificado en diversas areas de la medicina veterinaria, para la administracion de la
anestesia, el control del equino durante este procedimiento, el manejo del endoscopio; por
este motivo es que solo se evaluaron los tiempos 0 y 15 dias después de comenzado el
tratamiento, ya que la logistica fue muy complicada, por la falta de un endoscopio propio;
pero se pudo evaluar claramente que los componentes de la formulacion no generan ningtin

malestar en el tracto GI del equino al cual le son administrados.

1.3 Administracion de la pasta flotante

Para la administracion de la pasta se procedid, para las primeras ocasiones (Fig. 33,
imagenes de la 40 — 45) a la sujecion del animal en la jaula de manejo, pero después que se
evidencio la forma correcta de como realizarla, solo se sujetaba al animal por la cabeza y se
introducia por la region lateral de la boca, en la regidn mas cercana a la base de la lengua, y
se dispensaba con 10 ml de agua para generar la necesidad de deglucion en el equino sin
que exista perdida de la forma farmacéutica, pudiendo utilizar la misma jeringa para

suministrar a otros equinos ya que nunca entr6 en contacto con los sujetos.
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1.4 Obtencion de muestra estomacal

Para este punto se utilizo a “Magia” a fin de extraer del interior de su estdbmago la mayor
cantidad de liquido, (Fig. 34) para determinar el pH que presentaba el equino al momento
de la extraccion, encontrando un promedio de 6.5, lo que indica que la saliva estd actuando
como un agente tampon o bufer, manteniendo las condiciones cercanas a un pH neutro lo
que protege de cierta forma la region no glandular; y al mismo tiempo se pudo evaluar el
comportamiento que tendrd la pasta in vivo, ya que se preservo el liquido a 36° C, y se

adiciono una cantidad determinada de la pasta.

Haciendo evidente que esta no flotaria hasta que se adicionara una cantidad de HCI
concentrado para modificar y eliminar el efecto tampdén de la saliva, por lo que se le
adiciono 10 ml de una solucién acida concentrada y se observo que la pasta comenzo a
flotar lentamente (Fig. 35) y ademas se disminuy¢ la claridad de la solucién esto debido a

la liberacion de la Ranitidina y de la Simeticona en el liquido estomacal.
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VIlIl. CONCLUSIONES

A. General

» Se obtuvieron 2 formulaciones con potencial para la fabricacién a una escala
industrial para que se utilicen como una opcion terapéutica en el tratamiento de la ulcera
gastrica en equinos, basados en un sistema flotante de polimero y bicarbonato de sodio,

para aumentar el tiempo de permanencia en el estdmago y mejorar su accion local.

B. Particulares

» Mediante el disefio de experimentos se establecid una formulacion para aumentar
el tiempo de permanencia en el estdbmago y garantizan la estabilidad de la formulacion

cuando menos por 3 meses.

» Las formulaciones farmacéuticas 007F, 010F y 013F fueron las mas optimas, y
cumplieron con las pruebas de estabilidad, cuantificacién y disolucion para poder ser

administradas a los equinos del Hospital de la FESC.

» Se valido el método analitico para cuantificar la cantidad de Ranitidina en la pasta
flotante de Ranitidina y Simeticona y determinar la valoracion, uniformidad y

disolucioén; y asegurar la calidad del producto.

» La administracion de forma profilactica a los equinos del Hospital de la FESC,
que la pasta no gener6 efectos secundarios o adversos, por lo que se puede utilizar

como una opcion terapéutica para el tratamiento de la ulcera géstrica.
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IX.

Anexos

A. Procedimientos

1.1 Procedimiento para la identificacion de la Ranitidina

1.

10.

11.

12.

13.

Pesar cantidades aproximadamente iguales de la materia prima de Ranitidina y el
estandar de Ranitidina

Transferir cada una de las muestras de MP y STD con ayuda del pesa muestras.

A matraz aforado de 100 ml, enjuagar el pesa muestras con agua desionizada.
Agitar hasta completar la disolucion y llevar a la marca de aforo con agua
desionizada.

Invertir el matraz aforado, después de taparlo minimo 3 veces, para asegurar el
mezclado.

Tomar con ayuda de una pipeta volumétrica 4 ml de la solucion de MP y transferir a
un matraz aforado de 50 ml y llevar a la marca de aforo con agua desionizada.
Tapar y agita 3 veces. Sol. MP

Tomar con ayuda de una pipeta volumétrica 4 ml de la solucién de STD y transferir
a un matraz aforado de 50 ml y llevar a la marca de aforo con agua desionizada.
Tapar y agita 3 veces. Sol. STD

Encender el espectrofotometro y verificar que esta conectado al sistema informético
de control.

Seleccionar Scan como método de anales instrumental.

Establecer la regiéon de andlisis de 200 a 350 nm, ajustar a cero con agua
desionizada.

Leer las diversas muestras usando como blanco agua desionizada, después la
solucion STD y posteriormente la solucion MP.

Analizar los espectros obtenidos de las muestras y establecer los valles de los picos
maximos para realizar las proximas mediciones.

Comparar los espectros obtenidos con la literatura para determinar si corresponden

a Ranitidina.
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1.2 Procedimiento para la identificacion de la Simeticona

1.

Colocar cantidades aproximadamente iguales de la materia prima de Simeticona y
Ranitidina en 3 viales de vidrio.

Encender el NIR FOSS 2 horas antes para que la ldmpara se estabilice y se pueda
realizar la medicion de la simeticona.

Iniciar con ayuda del sistema informatico la preparacion del instrumento para la
medicion de las muestras.

Realizar el ajuste del blanco como lo pide el sistema con la placa de porcelana para
que se realice el ajuste a cero automatico del instrumento.

Compactar las muestras de Simeticona, de forma homogénea para evitar variaciones
por aire en las determinaciones.

Colocar las muestras en el sistema optico del NIR, y leer en toda la region del
infrarrojo cercano.

Comparar el espectro obtenido con la literatura para determinar que se trata de

Simeticona.

1.3 Procedimiento para la identificacion de los excipientes

1.

Colocar cantidades aproximadamente iguales de los excipientes de las distintas
formulaciones en 3 viales de vidrio.

Encender el NIR FOSS 2 horas antes para que la ldmpara se estabilice y se pueda
realizar la medicion de la simeticona.

Iniciar con ayuda del sistema informatico la preparacion del instrumento para la
medicion de las muestras.

Realizar el ajuste del blanco como lo pide el sistema con la placa de porcelana para
que se realice el ajuste a cero automatico del instrumento.

Compactar las muestras de los excipientes, de forma homogénea para evitar
variaciones por aire en las determinaciones.

Colocar las muestras en el sistema Optico del NIR, y leer en toda la region del
infrarrojo cercano.

Comparar el espectro obtenido con la literatura para determinar que se trata del

excipiente de interés.
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1.4 Procedimiento para prueba de estabilidad del clorhidrato de Ranitidina en

condiciones de estrés

1.

Preparar una solucién acuosa de concentracion conocida de clorhidrato de
Ranitidina.

Dispensar aproximadamente 25 ml de esta solucidon en los frascos de color ambar y
transparentes

Sellar con tapon de hule y retapa de aluminio para evitar evaporacion y
contaminacion por microorganismos.

Etiquetar la muestra, y adicionar como corresponda cada uno de lo agentes
quimicos de estrés (HCl 1 M, NaOH 1M y el H,O; al 30%) y dejar una muestra
como control.

Para la evaluacion del efecto de la temperatura someter muestras iguales a
temperatura ambiente (aprox. 20° C) y a 60° C.

Para evaluar el efecto de la luz colocar una muestra de clorhidrato de Ranitidina en
viales trasparentes con tapon de hule y retapa de aluminio, expuestos a la luz de
laboratorio

Esta prueba se realiza por un periodo de tiempo de 1 mes.

Evaluar como respondi6 el clorhidrato de Ranitidina en solucion a las pruebas a las

que fue sometido.

1.5 Procedimiento para prueba de incompatibilidades entre los activos y los

excipientes propuestos para el desarrollo de la forma farmacéutica.

1.

Pesar en la balanza analitica cantidades iguales (aproximadamente 500 mg) de los
activos y los excipientes a evaluar por infrarrojo cercano.

Mezclar todas las posibles combinaciones entre farmaco vs. excipientes
estableciendo una mezcla 1:1 partes

Dejar por un periodo de 1 mes en condiciones ambientales, la mezcla fisica a
evaluar.

Después del periodo de tiempo, colocar una muestra de la mezcla en un vial de
vidrio para evaluar en el infrarrojo cercano

Compactar la muestra y leer en el NIR hasta obtener las lecturas de reflectancia de

todas las combinaciones y evaluar si existe un cambio en la huella quimica inicial.
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6.

Comparar las respuestas iniciales y finales de este estudio en caso de sospechar de
una interaccion proceder a determinar la segunda derivada que proporciona el

equipo y determinar si hay cambios en la respuesta.

1.6 Determinacion de las estabilidades visuales de las formulaciones flotantes y densas,

humectadas con propilenglicol y agua purificada.

1.

Separar por lotes y agrupar las seis formulas que componen cada paquete de
formulaciones, una semana después de haberlas fabricado.

Ordenarlas de forma ascendente en cuanto a cantidad de polimero y presencia de
bicarbonato de sodio y humectante utilizado.

Evaluar principalmente de forma visual si hay separacion entre el agente
humectante y el resto de los componentes de la formula, contaminacién por
microorganismos (principalmente hongos), cambios de color.

Anotar los cambios fisicos que se noten comparando con las fotografias tomadas al
momento de la preparacion, y volverlas a cerrar en el envase de polipropileno.
Pasado un mes de la fabricaron separar por lotes y agrupar las seis formulas que
componen cada paquete de formulaciones.

Y evaluar principalmente de forma visual si hay separacion entre el agente
humectante y el resto de los componentes de la formula, contaminacion por
microorganismos (principalmente hongos), cambios de color.

Anotar los cambios fisicos que se noten comparando con las fotografias tomadas al

momento de la preparacion, y volverlas a cerrar en el envase de polipropileno.

1.7 Determinacion del contenido quimico de Ranitidina en las formulaciones flotantes

seleccionadas.

1.

De las formulaciones flotantes seleccionadas que pasaron la inspeccion de
estabilidad visual y fisica una semana después de su fabricacion.

Se toma una muestra de 1.1 gr de pasta de Ranitidina y Simeticona, y se disuelve en
agua desionizada aforando a 100 ml, se filtran 10 ml de esta muestra.

Concentracion aproximada de 6000 pg / ml de Ranitidina.
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Se toma 1 ml del filtrado de la solucion anterior y se trasfiere a un matraz aforado
de 100 ml y se lleva a la marca de aforo con agua desionizada. Concentracion
aproximada de 60 pg / ml de Ranitidina.

Se toman 4 ml de la solucion anterior, y se trasfieren a un matraz de 10 ml y se lleva
a la marca de aforo con agua desionizada. La concentracion aproximada es de 24 pg
/ ml de Ranitidina. SOL. A
Se prepara un estandar de clorhidrato de Ranitidina, pesando 30 mg de STD de
Ranitidina, y transfiriéndolos a un matraz aforado de 100 ml, disolviendo y
aforando en agua desionizada. 300 pg/ ml de Ranitidina.

Se toman 8 ml de la solucion anterior, y se trasfieren a un matraz de 100 ml y se
lleva a la marca de aforo con agua desionizada. La concentracioén aproximada es de
24 pg/ ml de Ranitidina. SOL. B o STD
Se comparan la absorbancia de la SOL. A contra las de la SOL.B y, tomando en
consideracion el peso y a la pureza del estandar y el peso de la muestra, para
determinar la cantidad real que se adiciono a los matraces.

Y se determina la cantidad del contenido quimico de Ranitidina tomando este
resultado como el tiempo 0.

Posteriormente se compara con la realizacion de una nueva determinacion siguiendo
los pasos 2, 3 y 4 de este procedimiento para el contenido quimico, pero con la
muestra de la pasta seleccionada 3 meses después de su fabricacion para determinar

que aun cumple con el contenido quimico.

1.8 Procedimiento para el llenado mecanico del sistema dosificador de la pasta

flotante de Ranitidina y Simeticona.

1.

Cortar 10 trozos de 15 cm de manguera de silicona de calibre 3/8 de pulgada y
pesarlas, para obtener un peso promedio.

Las restantes 200 mangueras obtenerlas por el corte directo y comprobar con su
peso que cumplen con el peso promedio obtenido en el punto anterior.
Posteriormente cargar la manga (doble bolsa de plastico) del sistema de llenado
mecanico (engrasadora manual) con la formulacion correspondiente.

Llenar cada una de las mangueras hasta aproximadamente 12 cm. lineales,

insertando la boquilla de la engrasadora en uno de los extremos de la manguera
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10.

Tarar con una manguera vacia cortada cada 20 muestras, para asegurar que se esta
llenando las mangueras con 6 g de pasta equivalente a una dosis para un equino de
500 Kg.
Pesar al llegar aproximadamente a los 12 cm y determinar el peso tratando de que la
variacion sea + 5% del contenido establecido de 6 g por muestra, es decir, que el
peso en la manguera cargada sea entre 5.7 g y no mas de 6.3 g.
Sellar con silicon caliente los extremos y verificar que no hay fugas, dejando el
dispositivo por 1 hora de forma vertical.
Marcar los sitios de corte con un plumoén indeleble, para ajustar en caso de que sea
necesario por peso, basados en que cada centimetro lineal equivale
aproximadamente a 0.5 g de muestra de la pasta.
Etiquetar con codigo de color las distintas formulaciones.

a. Rojo = Pasta a base de HPMC K4M

b. Amarillo = Pasta a base de HPMC K100M

c. Verde = Pasta a base de alginato de sodio
Colocar los dispositivos dosificadores protegidos de la luz, en un contenedor de

color oscuro.

1.9 Procedimiento para la evaluacion de la flotabilidad y el boyeo de la pasta de

Ranitidina y Simeticona

1.

Colocar aproximadamente 500 ml de HCI 0.1 M, a 37° C, en dos vasos de
precipitados para evaluar el tiempo de flotacion.

Adicionar con ayuda de una jeringa de boca ancha el equivalente de 500 mg de la
pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.

Determinar el tiempo en que la pasta tarda en reaccionar con el acido clorhidrico y
formar didxido de carbono, alrededor de la pasta y comience a flotar.

Evaluar este tiempo para cada una de las formulas seleccionadas, en modo estéatico y
dindmico, es decir, sin y agitacion usando una barra magnética.

Y determinar el tiempo que la pasta flotara (tiempo de boyeo) cuando entre en
contacto con la region acidificada del estomago, este tiempo definird la permanencia

de la pasta en la region estomacal.
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1.10

Procedimiento para la evaluacion de la capacidad antiespumante de la pasta de

Ranitidina y Simeticona

1.

1.11

Colocar aproximadamente 500 ml de HC1 0.1M con espuma por agitacion de una
solucion detergente, en dos vasos de precipitados para evaluar el tiempo en que se
elimina la espuma

Adicionar con ayuda de una jeringa de boca ancha el equivalente de 500 mg de la
pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.

Determinar de forma cualitativa en 15 min. la cantidad espuma que contiene el vaso
de precipitados.

Evaluar este tiempo para cada una de las formulas seleccionadas, en modo estatico y
dindmico, es decir, sin y agitacion usando una barra magnética.

Y determinar el tiempo que tardara la pasta en eliminar teéricamente la espuma,
cuando entre en contacto con la espuma presente en el contenido del estomago del

equino.

Determinacion de la valoracion de Ranitidina por espectrofotometria UV- Vis

en los lotes piloto de la pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.

1.

Se toman de cada lote a evaluar, tres muestras de 1.1 gr de pasta de Ranitidina y
Simeticona, y se disuelve en agua desionizada aforando a 100 ml, se filtran con
papel Whatmann aproximadamente 10 ml de muestra. Concentracion aproximada
de 6000 pg / ml de Ranitidina.

Se toma 1 ml del filtrado de la solucion anterior y se trasfiere a un matraz aforado
de 100 ml y se lleva a la marca de aforo con agua desionizada. Concentracion
aproximada de 60 pg / ml de Ranitidina.

Se toman 4 ml de la solucion anterior, y se trasfieren a un matraz de 10 ml y se lleva
a la marca de aforo con agua desionizada. La concentracion aproximada es de 24 pg
/ ml de Ranitidina. SOL MTA

Se prepara un estandar de clorhidrato de Ranitidina, pesando 30 mg de STD de
Ranitidina, y transfiriéndolos a un matraz aforado de 100 ml, disolviendo y

aforando en agua desionizada. 300 pg / ml de Ranitidina.
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5.

1.12

Se toman 8 ml de la solucion anterior, y se trasfieren a un matraz de 100 mL y se
lleva a la marca de aforo con agua desionizada. La concentracion aproximada es de
24 ng / ml de Ranitidina. SOL. STD
Se comparan la absorbancia de la SOL MTA contra las de la SOL. STD y, tomando
en consideracion el peso y a la pureza del estandar y el peso de la muestra, para
determinar la cantidad real que se adiciono a los matraces.

Y se determina la cantidad promedio del triplicado de muestras de Ranitidina y
compara contra el STD, convirtiendo el resultado a porcentaje para expresar la
valoracion y su conversion a mg Ranitidina por gr de pasta, el criterio de aceptacion
indica segun la guia de validacion que la valoracion se debe encontrar entre el 90 -

110 % de la cantidad indicada en el marbete de la pasta.

Determinacion de la uniformidad de contenido en los lotes piloto de la pasta

flotante de Ranitidina y Simeticona.

1.

Se toman de cada lote a evaluar, 10 muestras de 1.1 gr de pasta de Ranitidina y
Simeticona, y se disuelve en agua desionizada aforando a 100 ml, se filtran con
papel Whatmann aproximadamente 10 ml de muestra. Concentracién aproximada
de 6000 pg / ml de Ranitidina.

Se toma 1 ml del filtrado de la solucion anterior y se trasfiere a un matraz aforado
de 100 ml y se lleva a la marca de aforo con agua desionizada. Concentracion
aproximada de 24 pg/ ml de Ranitidina.

Se toman 4 ml de la solucion anterior, y se trasfieren a un matraz de 10 ml y se lleva
a la marca de aforo con agua desionizada. La concentracion aproximada es de 24 pg
/ ml de Ranitidina. MTA UC

Se comparan la absorbancia de la MTA UC contra en promedio de todas las
muestras obtenidas estableciendo los criterios que marca la FEUM undécima
edicion utilizando la ecuacion | M- X | + ks, donde K es 2.4 y s es la desviacion
estandar de la muestra.

El criterio de aceptacion indica segun la guia de validacion que la valoracion se
debe encontrar entre el 80 - 120 % con respecto al peso promedio de las muestras y
la FEUM indica que dependiendo de la prueba que se realice L1 = 15 o menos en

porcentaje del valor obtenido.
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1.13 Evaluacion de la prueba de disolucion en acido clorhidrico de los lotes piloto de

la pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.

1.

10.

11.

12

Se enciende el disolutor y se programa para que mantenga el bafo de recirculacion a
37° C, y se calibran los vastagos de las canastillas.

Se vierte en cada uno de los vasos del disolutor 900 ml de HC1 01 M, sin enzimas,
evitando en la medida de lo posible la introduccion de aire en el medio.

Se pesa directamente en las canastillas aproximadamente 1.1 g de la pasta de cada
uno de los lotes seleccionados, se realizaran 2 perfiles completos de 6 canastillas
cada uno, para cumplir con el criterio que indica la FEUM 11? ed. para la prueba de
disolucion evaluando S2 = 12 muestras.

Se anota el peso que se adiciono en cada una de las canastillas para posteriores
aclaraciones en caso de obtener alguna respuesta andmala.

Se colocan las canastillas inmediatamente después de pesarlas en la balanza
analitica, en orden ascendente de nimero de lote que presenten como identificacion.
Se procede a realizar la disolucion con una agitacion de 100 rpm.

Se verifica que no se formen burbujas de aire en la base de las canastillas al
momento de introducirlas en el 4cido clorhidrico, si existen se retiran con ayuda de
una canula.

Se toman muestras de 5 ml del medio de disolucion de cada vaso del disolutor a los
20, 40, 60, 150 y 240 minutos, para establecer un perfil de disolucién.

De las muestras anteriores se toma ImL de la muestra y se coloca en un matraz
aforado de 25 ml, se lleva al volumen de aforo con el mismo medio de disolucién
(HC1 0.1 M)

Se lee la muestra a 223 nm, para determinar el porcentaje disuelto a los diversos
intervalos de tiempo evaluados.

Se grafican los resultados y se determinan que entre ellos no existan un CV mayor

del 20% para la primera muestra y no mayor de 10% para el resto de los puntos.

. El criterio de aceptacion indica que S2, el promedio de 12 unidades (S1 + S2) es

igual o mayor que Q y que ninguna unidad es menor a Q — 15%.

119

Maestria en Ciencias de la Produccion y de la Salud Animal



QFB Hugo Cuatecontzi Flores LEDEFAR

1.14 Evaluacion de la prueba de disolucion en agua desionizada de los lotes piloto de

la pasta flotante de Ranitidina y Simeticona.

1.

10.

11.

12

Se enciende el disolutor y se programa para que mantenga el bafo de recirculacion a
37° C, y se calibran los vastagos de las canastillas.

Se vierte en cada uno de los vasos del disolutor 900 ml de agua desionizada, sin
enzimas, evitando en la medida de lo posible la introduccién de aire en el medio.

Se pesa directamente en las canastillas aproximadamente 1.1 g de la pasta de cada
uno de los lotes seleccionados, se realizaran 2 perfiles completos de 6 canastillas
cada uno, para cumplir con el criterio que indica la FEUM 11? ed. para la prueba de
disolucion evaluando S2 = 12 muestras.

Se anota el peso que se adiciono en cada una de las canastillas para posteriores
aclaraciones en caso de obtener alguna respuesta anémala.

Se colocan las canastillas inmediatamente después de pesarlas en la balanza
analitica, en orden ascendente de nimero de lote que presenten como identificacion.
Se procede a realizar la disolucion con una agitacion de 100 rpm.

Se verifica que no se formen burbujas de aire en la base de las canastillas al
momento de introducirlas en el agua desionizada, si existen se retiran con ayuda de
una canula.

Se toman muestras de 5 ml del medio de disolucion de cada vaso del disolutor a los
20, 40, 60, 150 y 240 minutos, para establecer un perfil de disolucion.

De las muestras anteriores se toma ImL de la muestra y se coloca en un matraz
aforado de 25 ml, se lleva al volumen de aforo con el mismo medio de disolucion
(agua desionizada)

Se lee la muestra a 313 nm, para determinar el porcentaje disuelto a los diversos
intervalos de tiempo evaluados.

Se grafican los resultados y se determina que entre ellos no existan un CV mayor

del 20% para la primera muestra y no mayor de 10% para el resto de los puntos.

. El criterio de aceptacion indica que S2, el promedio de 12 unidades (S1 + S2) es

igual o mayor que Q y que ninguna unidad es menor a Q — 15%.
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1.15

Procedimiento para la realizacion de la endoscopia en equinos del Hospital de

la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

1.

10.

11.

Informar al Responsable del Hospital de Equinos el plan de trabajo.
Preparar las muestras necesarias suficientes del lote seleccionado de la pasta.
Contener las muestras en un recipiente para un mejor control de las mismas.

Preparar todo el material necesario para el sondeo, endoscopia, administracion y

toma de muestras, previa consulta con el experto Veterinario.

Ingresar con la indumentaria adecuada segiin corresponda, siguiendo la normativa

de las instalaciones del Hospital de equinos.
Solicitar el apoyo del MVZ del érea clinica del Hospital de Equinos de la FESC.

Verificar y evaluar las condiciones del grupo de sujetos de experimentacion

(disponibilidad)

Evaluar sus expedientes clinicos y seleccionar los sujetos de experimentacion (Min.

3 equinos)
Establecer el plan de trabajo con el MVZ encargado.

Informar y leer el protocolo de experimentacion para la administracion y toma de

muestras.

Proceder en el horario diurno para la realizacion del control y manejo del sujeto de
experimentacion (paciente), la administracién por peso de la pasta, y en caso de ser
necesario la toma de muestra por el MVZ encargado de acuerdo al plan de trabajo

ya establecido.
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1.16

1.17

Manejo del Sujeto de experimentacion

Informar al Responsable del Hospital de Equinos el plan de trabajo.

Con el apoyo del MVZ del area clinica del Hospital de Equinos de la FESC, retirar

al sujeto de experimentacion del establo o cuadra.

Ubicarla en el sitio de contenciéon y manejo para realizar el procedimiento. De ser

necesario asegurar al sujeto para evitar riesgos al mismo y al personal médico.

Preparar el material para la realizacion del procedimiento de sondeo, endoscopia,

administracion de la pasta y toma de sangre.

Obtencion de muestra estomacal e imagenes de las ulceras
Realizar el procedimiento de sondeo usando un tubo nasogéstrico, via nasal previa

lubricacién con agua o gel segin recomiende le MVZ encargado.

Realizar la toma de muestra del contenido estomacal en ayunas para determinar el

pH previo al inicio del tratamiento.

a. La obtencion generalmente se realiza mediante succion por la sonda naso-

gastrica. La cantidad necesaria es alrededor de 10 ml.
Colectar la muestra en un recipiente previamente identificado, tapar.

Posteriormente introducir el endoscopio por la sonda y buscar una lesion ulcerosa
en la zona escamosa o el limite de la region escamosa-glandular del equino que
permita fotografiar, medir y seguir la evolucion de esta lesion para evaluar la

eficacia del tratamiento. (Los dias 1, 15 y 30).

a. En caso de encontrar multiples lesiones seleccionar los casos mas extremos
(min y méx.) segln la escala internacional de clasificacion de ulceras, para

determinar el potencial cicatrizante y de recuperacion.

b. En caso de no encontrar en estas dareas una lesion, proceder con el
tratamiento para demostrar su efecto profilactico en el sujeto y tener

evidencia de la prevencion del padecimiento al final del tratamiento.
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1.18 Administracion de la pasta flotante de Ranitidina y Simeticona
1. Después retirar la sonda naso-gastrica del sujeto, verificar la cantidad de la pasta a

administrar, mediante una jeringa con dosificador en la region profunda de la boca.

2. Administrar al sujeto de experimentacion, la cantidad ya determinado de acuerdo a

su peso.

a. Para evitar que el equino entre en contacto con el sabor amargo de la

Ranitidina y se ponga ansioso

b. Hacerlo lo mas répido posible y dejar que el equino vuelva a un estadio de

reposo, de ser necesario suministrar agua, o bien, un poco de alimento.
3. Retirar al animal de la jaula de contencion y llevarlo a su caballeriza.

4. Dejar que el sujeto continué con su vida cotidiana en el hospital de equinos de la

FESC.
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B. Formulaciones de las pasta de Ranitidina y Simeticona

Tabla 31. Descripcion de los porcentajes de las seis formulaciones de la pasta de Ranitidina
y Simeticona utilizando diferentes proporciones de Carboméro, bicarbonato utilizando

propilenglicol como agente humectante.

Composicion Porcentaje (%) de los activos y excipientes.
Lotes 002 002F 003 003F 004 004F
Ranitidina 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00
Simeticona 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33
Carbopol 971P 0.50 0.50 1.00 1.00 2.00 2.00
Propilenglicol 36.15 35.90 35.65 34.65 34.65 32.65
Bicarbonato Na -- 0.25 - 1.00 - 2.00
Optiphen 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02

Tabla 32. Descripcion de los porcentajes de las seis formulaciones de la pasta de Ranitidina
y Simeticona utilizando diferentes proporciones de HPMC K100M, bicarbonato utilizando

propilenglicol como agente humectante.

Composicion Porcentaje (%) de los activos y excipientes.
Lotes 005 005F 006 006F 007 007F
Ranitidina 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00
Simeticona 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33
HPMC K100M 1.25 1.25 2.50 2.50 5.00 5.00
Propilenglicol 35.40 35.15 34.15 33.15 31.65 29.65
Bicarbonato Na -- 0.25 -- 1.00 -- 2.00
Optiphen 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
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Tabla 33. Descripcion de los porcentajes de las seis formulaciones de la pasta de Ranitidina
y Simeticona utilizando diferentes proporciones de HPMC K4M, bicarbonato utilizando

propilenglicol como agente humectante.

Composicion Porcentaje (%) de los activos y excipientes.
Lotes 008 008F 009 009F 010 010F
Ranitidina 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00
Simeticona 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33
HPMC K4M 1.25 1.25 2.50 2.50 5.00 5.00
Propilenglicol 35.40 35.15 34.15 33.15 31.65 29.65
Bicarbonato Na -- 0.25 -- 1.00 -- 2.00
Optiphen 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02

Tabla 34. Descripcion de los porcentajes de las seis formulaciones de la pasta de Ranitidina
y Simeticona utilizando diferentes proporciones de Alginato de sodio, bicarbonato

utilizando propilenglicol como agente humectante.

Composicion Porcentaje (%) de los activos y excipientes.

Lotes 011 011F 012 012F 013 013F
Ranitidina 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00 55.00
Simeticona 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33 8.33
Alginato de Na 1.25 1.25 2.50 2.50 5.00 5.00
Propilenglicol 32.40 32.15 31.15 30.15 28.65 26.65
Bicarbonato -- 0.25 -- 1.00 -- 2.00
Carbonato Ca 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Optiphen 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
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C. Disolucion

1.19 Resultados de las absorbancias de los perfiles de disolucion para los lotes 007F,
010F y 013F en agua y HC1 0.1N

Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 007F en agua

Absorbancia prom/Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240

0.5856 0.7402 0.8393 1.0322 1.1147
0.6353 0.8146 0.9298 1.1177 1.1493
0.6135 0.7490 0.8504 1.0690 1.1237
0.6641 0.8116 0.8842 1.1308 1.1258
0.6976 0.8392 1.0393 1.2164 1.1676
0.6656 0.8976 1.0078 1.1417 1.1068
0.5856 0.7402 0.8393 1.0322 1.1147
0.6353 0.8146 0.9298 1.1177 1.1493
0.6135 0.7490 0.8504 1.0690 1.1237
0.6641 0.8116 0.8842 1.1308 1.1258
0.7976 0.9392 1.0393 1.2164 1.1676
0.7656 0.8976 1.0078 1.1417 1.1696

M mE PRI A WN-

Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 007F en acido

Absorbancia prom/Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240

1.5680 1.6007 1.5984 1.5979 1.6089
1.4994 1.5217 1.5148 1.5279 1.5519
1.5111 1.5500 1.5079 1.5895 1.5793
1.5280 1.5727 1.5766 1.5603 1.6179
1.5902 1.5630 1.5869 1.5841 1.5616
1.5973 1.5898 1.5727 1.5524 1.5263
1.5580 1.6007 1.5954 1.5979 1.5989
1.4894 1.5237 1.5145 1.5779 1.5819
1.5121 1.5525 1.5023 1.5895 1.5793
1.5250 1.5707 1.5824 1.5503 1.6179
1.5922 1.5605 1.5869 1.5841 1.5661
1.5953 1.5860 1.5827 1.5824 1.5936

e
N = ORI N R W=
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 010F en agua

Absorbancia prom/Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240

0.8421 0.9768 1.0494 1.1332 1.1286
0.8875 1.0044 1.0626 1.1049 1.1364
0.9181 1.0109 1.0077 1.1435 1.1764
0.9293 1.0465 1.0882 1.137 1.1786
0.9987 1.0682 1.0996 1.164 1.1373
0.8459 0.9638 0.9971 1.122 1.1235
0.8381 0.9712 1.044 1.1298 1.1228
0.8696 1.0006 1.0563 1.1272 1.1289
0.8996 1.0049 1.0021 1.0992 1.1684
0.9125 1.0549 1.0794 1.1378 1.1717
0.9836 1.0625 1.0925 1.1568 1.1283
0.8377 0.9585 1.0916 1.1567 1.117

prd
R = ORI AW -

Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 010F en acido
Absorbancia prom/Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240

1.5680 1.6007 1.5984 1.5979 1.6089
1.4994 1.5217 1.5148 1.5279 1.5519
1.5111 1.5500 1.5079 1.5895 1.5793
1.5280 1.5727 1.5766 1.5603 1.6179
1.5902 1.5630 1.5869 1.5841 1.5616
1.5973 1.5898 1.5727 1.5524 1.5263
1.5580 1.6007 1.5954 1.5979 1.5989
1.4894 1.5237 1.5145 1.5779 1.5819
1.5121 1.5525 1.5023 1.5895 1.5793
1.5250 1.5707 1.5824 1.5503 1.6179
1.5922 1.5605 1.5869 1.5841 1.5661
1.5953 1.5860 1.5827 1.5824 1.5936

p—
P e C® I N A WN -
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 013F en agua
Absorbancia prom/Tiempo (min)

Muestra 20 40 60 150 240
1 0.8421 0.9768 1.0494 1.1332 1.1286
2 0.8875 1.0044 1.0626 1.1049 1.1364
3 0.9181 1.0109 1.0077 1.1435 1.1764
4 0.9293 1.0465 1.0882 1.137 1.1786
5 0.9987 1.0682 1.0996 1.164 1.1373
6 0.8459 0.9638 0.9971 1.122 1.1235
7 0.8381 0.9712 1.044 1.1298 1.1228
8 0.8696 1.0006 1.0563 1.1272 1.1289
9 0.8996 1.0049 1.0021 1.0992 1.1684
10 0.9125 1.0549 1.0794 1.1378 1.1717
11 0.9836 1.0625 1.0925 1.1568 1.1283
12 0.8377 0.9585 1.0916 1.1567 1.117

Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 013F en acido
Absorbancia prom/Tiempo (min)

Muestra 20 40 60 150 240
1 1.5680 1.6007 1.5984 1.5979 1.6089
2 1.4994 1.5217 1.5148 1.5279 1.5519
3 1.5111 1.5500 1.5079 1.5895 1.5793
4 1.5280 1.5727 1.5766 1.5603 1.6179
5 1.5902 1.5630 1.5869 1.5841 1.5616
6 1.5973 1.5898 1.5727 1.5524 1.5263
7 1.5580 1.6007 1.5954 1.5979 1.5989
8 1.4894 1.5237 1.5145 1.5779 1.5819
9 1.5121 1.5525 1.5023 1.5895 1.5793
10 1.5250 1.5707 1.5824 1.5503 1.6179
11 1.5922 1.5605 1.5869 1.5841 1.5661
12 1.5953 1.5860 1.5827 1.5824 1.5936
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1.20  Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HCI 0.1N

Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 007F en agua
mg del analito disueltos /Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240

1 51.07 64.20 72.39 88.52 95.06
2 55.41 70.65 80.19 95.86 98.01
3 53.51 64.96 73.34 91.68 95.83
4 57.92 70.39 76.26 96.98 96.01
5 60.84 72.78 89.64 104.32 99.57
6 58.05 77.85 86.92 97.91 94.39
7 51.07 64.20 72.39 88.52 95.06
8 55.41 70.65 80.19 95.86 98.01
9 53.51 64.96 73.34 91.68 95.83
10 57.92 70.39 76.26 96.98 96.01
11 69.56 81.46 89.64 104.32 99.57
12 66.77 77.85 86.92 97.91 99.74
Promedio 57.59 70.86 79.79 95.88 96.92
Des.Est 5.77 5.82 6.83 5.19 1.95
C.V 10.02 8.21 8.56 5.42 2.01
Minimo 51.07 64.20 72.39 88.52 94.39
Maximo 69.56 81.46 89.64 104.32 99.74
Lote 007 F en agua deionizada
g = ——— =
E 80 -—,«/7 Mta3
= S
° 60 |97 —* Mtas
] © —— Mta7
5 40 Mta
($) Mta9
E 20 Mta 10
0 - - - - Mta 12
0 50 100 150 200 250
Tiempo (min)

Fig. 54. Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HC1 0.1N
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 007F en acido
mg del analito disueltos /Tiempo (min)

Muestra 20 40 60 150 240

1 102.13 103.69 102.96 102.35 102.47

2 97.67 99.12 98.67 99.52 101.09

3 98.43 100.96 98.22 103.54 102.87

4 99.53 102.44 102.69 101.63 105.39

5 103.58 101.81 103.37 103.18 101.72

6 104.04 103.55 102.44 101.12 99.42

7 101.48 104.26 103.92 104.08 104.15

8 97.02 99.25 98.65 102.78 103.04

9 98.49 101.13 97.86 103.54 102.87

10 99.33 102.31 103.07 100.98 105.39

11 103.71 101.65 103.37 103.18 102.01

12 103.91 103.31 103.09 103.07 103.80

Promedio 100.78 101.96 101.53 102.41 102.85
Des.Est 2.65 1.66 2.38 1.34 1.72
C.V 2.63 1.63 2.35 1.31 1.67

Minimo 97.02 99.12 97.86 99.52 99.42
Maximo 104.04 104.26 103.92 104.08 105.39

Lote 007F en HCI 0.1M

— 100 +— = —— —= —e—Mtat
X —=— Mta2
o Mta3
2 80 Mta 4
a —s—Mta5
5 60 —s—Mtab
3 —+——Mta7
5 40 Mta8
E Mta9
) 20 Mta 10
o Mta 11

Mta 12

O T T T T
0 50 100 150 200 250

Tiempo (min)

Fig. 55. Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HCI 0.1N
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 010F en agua
mg del analito disueltos /Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240
1 77.12 88.95 95.03 102.04 101.06
2 81.27 91.47 96.23 99.50 101.75
3 84.08 92.06 91.26 102.97 105.34
4 85.10 95.30 98.55 102.39 105.53
5 91.46 97.28 99.58 104.82 101.84
6 77.46 87.77 90.30 101.04 100.60
7 76.75 88.44 94.54 101.74 100.54
8 79.63 91.12 95.66 101.50 101.08
9 82.38 91.51 90.75 98.98 104.62
10 83.56 96.07 97.75 102.46 104.92
11 90.07 96.76 98.94 104.17 101.03
12 76.71 87.29 98.85 104.16 100.02
Promedio 82.13 92.00 95.62 102.15 102.36
Des.Est 5.02 3.58 3.35 1.78 2.09
C.vV 6.11 3.89 3.50 1.75 2.05
Minimo 76.71 87.29 90.30 98.98 100.02
Maximo 91.46 97.28 99.58 104.82 105.53
Lote 010F en HCI 0.1M
RN S—s—& —— — | [——ma
§ —8— Mta2
2 80 e
2 "
g 60 —=—wtas
i) —+—Mta7
-E 40 Mtag
o Mta9
g 20 o~
0 : : : : Mta 12
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Fig. 56. Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HC1 0.1N
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 010F en acido
mg del analito disueltos /Tiempo (min)
Muestra 20 40 60 150 240
1 104.08 105.66 104.92 104.30 104.42
2 99.53 100.45 99.43 99.73 100.72
3 100.30 102.31 98.98 103.75 102.50
4 101.43 103.81 103.49 101.84 105.01
5 105.55 103.17 104.16 103.40 101.35
6 106.03 104.94 103.23 101.33 99.06
7 103.42 105.66 104.72 104.30 103.77
8 98.86 100.58 99.41 102.99 102.67
9 100.37 102.48 98.61 103.75 102.50
10 101.23 103.68 103.87 101.19 105.01
11 105.69 103.01 104.16 103.40 101.64
12 105.89 104.69 103.89 103.29 103.43
Promedio 102.70 103.37 102.41 102.77 102.67
Des.Est 2.71 1.74 2.49 1.43 1.79
C.V 2.63 1.69 2.43 1.39 1.75
Minimo 98.86 100.45 98.61 99.73 99.06
Maximo 106.03 105.66 104.92 104.30 105.01
Lote 010F en agua desionizada
I A
100 +—r—=—r—r— — e —e— Mtat
§ ~— —=— Mta2
:9’ 80 Mta3
E s
% 60 —8__ Mtab
2 —+—— Mta7
'E 40 —=—Mta8
E Mta9
g 2 -
0 I I Mta 12
0 50 100 150 200 250
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Fig. 57. Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HCI 0.1N
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 013F en agua
mg del analito disueltos /Tiempo (min)

Muestra 20 40 60 150 240

1 77.12 88.95 95.03 102.04 101.06

2 81.27 91.47 96.23 99.50 101.75

3 84.08 92.06 91.26 102.97 105.34

4 85.10 95.30 98.55 102.39 105.53

5 91.46 97.28 99.58 104.82 101.84

6 77.46 87.77 90.30 101.04 100.60

7 76.75 88.44 94.54 101.74 100.54

8 79.63 91.12 95.66 101.50 101.08

9 82.38 91.51 90.75 98.98 104.62

10 83.56 96.07 97.75 102.46 104.92

11 90.07 96.76 98.94 104.17 101.03

12 76.71 87.29 98.85 104.16 100.02

Promedio 82.13 92.00 95.62 102.15 102.36
Des.Est 5.02 3.58 3.35 1.78 2.09
CVv 6.11 3.89 3.50 1.75 2.05

Minimo 76.71 87.29 90.30 98.98 100.02

Maximo 91.46 97.28 99.58 104.82 105.53

120

Lote 013F en agua desionizada
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Fig. 58. Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HCI 0.1N
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Perfil de disolucion de la pasta flotante Lote: 013F en acido

mg del analito disueltos /Tiempo (min)

Muestra 20 40 60 150 240

1 104.08 105.66 104.92 104.30 104.42

2 99.53 100.45 99.43 99.73 100.72

3 100.30 102.31 98.98 103.75 102.50

4 101.43 103.81 103.49 101.84 105.01

5 105.55 103.17 104.16 103.40 101.35

6 106.03 104.94 103.23 101.33 99.06

7 103.42 105.66 104.72 104.30 103.77

8 98.86 100.58 99.41 102.99 102.67

9 100.37 102.48 98.61 103.75 102.50

10 101.23 103.68 103.87 101.19 105.01

11 105.69 103.01 104.16 103.40 101.64

12 105.89 104.69 103.89 103.29 103.43

Promedio 102.70 103.37 102.41 102.77 102.67
Des.Est 2.71 1.74 2.49 1.43 1.79
C.V 2.63 1.69 2.43 1.39 1.75

Minimo 98.86 100.45 98.61 99.73 99.06
Maximo 106.03 105.66 104.92 104.30 105.01

Lote 013F en HCI 0.1 M

o e — — - Mta
% 100 L e w  ————— m——— —_—, —u__ Mta?2
z Mta3
S 80 Mta4
§ —=— Mta5
g 60 —=__ Mta6
: —+—Mta?7
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Fig. 59. Resultados de los porcentajes acumulados y su Grafico correspondiente de los
perfiles de disolucion para los lotes 007F, 010F y 013F en agua y HC1 0.1N
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