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RESUMEN

Resumen

En esta investigacion experimental se muestra el método utilizado para la elaboracion y
caracterizacion de dispersiones solidas (DS) de resveratrol (RSV), utilizando como materia
prima Resveratrol 50% y como excipientes Polivinilpirrolidona K 30 (PVP K30),
hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato (HPMC AS) y Tween 80®.

Las dispersiones solidas de resveratrol se elaboraron mediante el método de evaporacion del
solvente con base en un disefio de experimentos, donde se incluyeron dos tipos de polimero
(PVP K 30 y HPMCAS) y un tensoactivo (Tween 80®) variando la proporcion de estos.

El contenido de RSV en cada dispersion solida se cuantifico mediante la técnica de
espectrofotometria UV/VIS.

Se determind la solubilidad de la materia prima y de las dispersiones solidas en medios
EtOH:H>0 25:75, EtOH:H>0 12.5:87.5 y H20 a través del método de “agitacion de matraces”.
Se realizaron los perfiles de disolucion de cada DS, utilizando el aparato IV en medio HCI pH
1.2. Aunado a esto, en la parte experimental se realizo la validacion del sistema, asi como la
obtencion de los espectros de infrarrojo cercano y termogramas de cada dispersion solida.
Primeramente, en este trabajo se presentan generalidades sobre el resveratrol, técnicas para
aumentar la solubilidad de farmacos, dispersiones so6lidas, métodos de fabricacion, perfiles de
disolucién en aparato IV, rol de los excipientes en las DS y métodos de caracterizacion de
dispersiones solidas.

Posteriormente se muestra todo lo referente a la parte experimental como equipos, materiales,
reactivos y metodologias involucradas en el desarrollo del trabajo.

Y por ultimo, los resultados obtenidos se muestran en graficos, tablas y figuras, con lo cual se
puede decir que la dispersion que permitié aumentar la solubilidad considerablemente fue el lote

4 PVP K 30: HPMC AS: Polisorbato 80: 12:12: 0.5) ya que presentdé mayor AUCo—max.




INTRODUCCION

1. Introduccion

La adecuada solubilidad molecular de las nuevas entidades quimicas es una de las
propiedades clave requeridas para el desarrollo exitoso de una formulacion farmacéutica
(Williams III et al., 2012). Los farmacos con baja solubilidad presentan un desafio mayor,
porque tienden a presentar baja biodisponibilidad oral (Lopez et al., 2018).

Para que un fairmaco que se administra por via oral tenga efecto terapéutico, las moléculas
del farmaco deben ser disueltas en fluido gastrointestinal, pasar a través de la membrana
gastrointestinal hacia el sistema circulatorio y alcanzar el blanco en suficiente cantidad
(Lopez et al., 2018).

Las propiedades clave de los posibles candidatos a farmacos que definen el alcance de la
biodisponibilidad oral incluyen la solubilidad acuosa y la permeabilidad intestinal.
Basandose en estos parametros, el sistema de clasificacion biofarmacéutica asigna a los
farmacos una de cuatro categorias: alta solubilidad, alta permeabilidad (SCB I); baja
solubilidad, alta permeabilidad (SCB II); alta solubilidad, baja permeabilidad (SCB III); y
baja solubilidad, baja permeabilidad (SCB IV). Aproximadamente 90% de las nuevas
entidades quimicas son consideradas de baja solubilidad en combinacion con ambos

grupos: SCB Il y IV (Williams III et al., 2012).

A
Clase 2 Clase 1
Baja solubilidad Alta solubilidad
E Alta permeabilidad Alta permeabilidad
E
(3]
[F]
£
& Clase 4 Clase 3
Baja solubilidad Alta solubilidad
Baja permeabilidad Baja permeabilidad
>
Solubilidad

Figura 1. Sistema de clasificacion biofarmacéutica.
(Modificado de Wu y Benet 2005)
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Muchas estrategias han sido desarrolladas para mejorar la solubilidad de los farmacos; una
estrategia particularmente efectiva es el empleo de dispersiones solidas (Meere et al, 2019).
Las dispersiones solidas amorfas pueden definirse como mezclas moleculares de fArmacos
que presentan baja solubilidad en agua con portadores hidrofilicos, responsables del perfil
de liberacion del farmaco, y caracterizadas por la reduccién del tamafio de particula del
farmaco a un nivel molecular que solubiliza o codisuelve el farmaco en los portadores
solubles.  En general, proporcionan una mejor humectabilidad y dispersabilidad
(Vasconcelos, et al, 2016).

Teniendo en cuenta que el Resveratrol es un compuesto practicamente insoluble en agua,
pero con muchas propiedades farmacoldgicas, en este trabajo se elaboraron dispersiones
solidas con este compuesto, con acarreadores amorfos (PVP K-30 y HPMCAS), con la
finalidad de demostrar que esta técnica puede aumentar la solubilidad del resveratrol y por
ende la biodisponibilidad de este.

Ademas, se caracterizaron las dispersiones mediante espectrofotometria UV-VIS, asi como

la evaluacion de perfiles de disolucion de cada una de las dispersiones solidas preparadas.
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2. Marco teorico

2.1 Resveratrol

2.1.1 Propiedades fisicoquimicas del Resveratrol

Nombre quimico: 3,5,4'-trihydroxistilbeno

Nomenclatura IUPAC: 5-[(E)-2-(4- hidroxifenil) etenil] benceno-1,3-diol
Numero CAS: 501-36-0

Formula condensada: C14H12,03

Peso molecular: 228.2433 g/mol

Estructura molecular:

OH

Figura 2. Estructura molecular del resveratrol
(Drug Bank, 2005).
Estructura molecular 3D:

Figura 3. Estructura molecular 3D de resveratrol
(Drug Bank, 2005)

Estado Fisico: So6lido

Punto de fusion: 254°C

Solubilidad: Soluble en solventes organicos como etanol, dimetil sulféxido y
dimetilformamida, aproximadamente 65 mg/mL, solubilidad en buffer fosfatos pH 7.2 es
aproximadamente 100 pg/mL.

Solubilidad en agua: 3 mg/100 mL

pka 1:8.8  pka2:9.8 pka 3:11.4

Recuento de aceptores de Hidrogeno: 3

Recuento de donadores de Hidrogeno. 3

log P:3.4

——
w
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La estructura base del RSV (3,4',5-trihidroxiestilbeno) consiste en la uniéon de 2 anillos
fendlicos por un doble enlace estireno, el cual es el responsable de las formas isométricas

cis y trans (Baek & Whitlock, 2011).

I OH
) h Q O
HO
OH OH

OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 4. Estructura del trans-resveratrol y cis-resveratrol
(Gambini, et al, 2013).

En los alimentos, las plantas o el vino coexisten los isdémeros cis- y trans-, sin embargo, la

forma natural mayoritaria y mas estable es el isomero trans- (Chang, et al, 2017).

2.1.2 Estabilidad del resveratrol

En general, los polifenoles son muy sensibles a la luz solar, se oxidan facilmente en
presencia de oxigeno, se descomponen a altas temperaturas y no son muy estables frente a
las variaciones de pH (Lucas, 2009).

Estudios de estabilidad indican que el RSV es muy inestable frente a algunos agentes
externos como el aire, la luz y las enzimas oxidativas que pueden provocar la oxidaciéon y
una conversion, inducida por la luz, del isomero frans al isdbmero cis provocando la
reduccién de su bioactividad (Pérez, 2015).

La exposicion del trans-resveratrol a la luz UV, a temperatura ambiente y en presencia de
oxigeno produce una transformacion muy répida de trans a cis-resveratrol (Pérez, 2015).
En un articulo publicado por Trela, et al, menciona que, bajo luz UV, el 90.6% de trans-
resveratrol en solucion es convertido a cis-resveratrol después de exponerlo 120 minutos a
366 nm. Una hora de exposicion a la luz solar result6é en un 80-90% de conversion de trans-

resveratrol a cis-resveratrol (Koga, 2015).
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También se han realizado estudios de estabilidad del RSV a diferentes temperaturas de
almacenamiento. Cuando se conservo el resveratrol a 4°C este se mantuvo estable durante
los primeros cinco dias. Cuando las muestras de RSV disuelto fueron almacenadas a
temperatura ambiente y en oscuridad, la concentracién de RSV disminuy6 un 88% (Lucas,
2009).

El trans-resveratrol fue estable en un rango de condiciones de pH, de pH 3 a 7 por un mes,
pero inestable a pH 12, con una vida media de 10 a 20 horas. En otro estudio se encontrd
que el trans-resveratrol fue estable entre pH 1-7 por 28 dias y la vida media del trans-

resveratrol en pH 10 fue de 1.6 h (Koga, 2015).

OH
S HO —
HO S O pH >11 5
Radiacién solar o UV
OH

OH OH

trans-resveratrol cis-resveratrol

Figura 5. Conversion inducida de trans a cis-resveratrol por pHy luz
(Pannu & Bhatnagar, 2019).

2.1.3 Propiedades farmacoldgicas del resveratrol

El RSV fue identificado por primera vez en 1940. El potencial quimiopreventivo del RSV
fue apreciado por primera vez cuando Jang, et al mostraron que el RSV puede inhibir
diversos eventos celulares asociados con las tres principales etapas de carcinogénesis:
iniciacidon, promocidn y progresion (Brown, 2009).

El resveratrol se encuentra en varias plantas, particularmente en la piel de las uvas rojas.
Este compuesto ha atraido mucha atencion como un posible compuesto quimiopreventivo
y/o quimioterapéutico del cancer desde su inhibicion. Se ha sugerido que el resveratrol
posee propiedades antiplaquetarias, antioxidantes, antifiingicas, anticancerigenas Yy
cardioprotectoras. (Baur y Sinclair 2006).

Los efectos beneficiosos del resveratrol son diversos; incluyen la mejora de la funcion
mitocondrial, la proteccion contra la obesidad y las enfermedades relacionadas, como la

diabetes tipo 2; la supresion de la inflamacion y el crecimiento de células cancerosas y la
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proteccion contra la disfuncion cardiovascular, por nombrar algunas (Bitterman & Chung,
2015).

En la siguiente figura se muestran algunas de las acciones bioldgicas del resveratrol:

Acciones biologicas del Resveratrol

* Estudios In vitro:

* Acciones contra el cancer en la iniciacion, promocién y progresion de fias células
tumorales

* Antiagregante plaquetario

* Regula la lipolisis aumentando la movilizacion de las grasas en adipocitos
* Tiene efectos antialérgicos

* Antioxidante mitocondrial

* En células madre promueve la osteogénesis y previene la adipogénesis

* Estudios In vivo
* Agente cardioprotector
* En diabetes favorece el metabolismo energético y disminuye el catabolismo proteico
* Antiagregante plaquetario

Figura 6. Acciones bioldgicas del resveratrol
(Gambini, et al, 2013)

Numerosos estudios han demostrado que el RSV modula multiples vias de sefalizacion que
interrumpen el proceso cancerigeno; como la induccion de la detencion del ciclo celular en
la fase G1/S y G2/M vy la induccién de apoptosis y sus proteinas relacionadas (Fan et al.
2008).

Se ha demostrado que el tratamiento con RSV produce induccién de autofagocitosis y
senescencia en células de cancer de ovario y colorrectal, respectivamente (Tan et al. 2006;
Heiss et al. 2007). Ademas, el tratamiento con RSV ha resultado en la inhibicién de la
liberacion de factor angiogénico, invasivo y metastasico (Kundu y Surh 2008), asi como la

inhibicion de la tumorigénesis in vivo (Athar et al. 2007).




MARCO TEORICO

Frutas y Verduras

Estudios
epidemioldgicos
in vitro. Pruebas

en modelos
animales

Purificacion de
compuestos activos

Pruebas en:
* Cultivos
celulares
+ Modelos
animales

Incremento de la biodisponibilidad Sintesis de analogos
Especificidad incrementada Mecanismo de reaccion

Quimioprevencioén dietética

Ensayos
clinicos

Quimioterapia Dosis altas Desarrollo de
\ medicamentos

Dosis bajas

Efecto antioxidante

- e Combinacién de efectos
Quimioprevencion

Figura 7. Aproximacion a la prevencion del cancer basada en compuestos con potencial
quimiopreventivo presentes en la dieta
(Brown, 2009).

Aunque se ha demostrado que el RSV es bien tolerado en humanos, la biodisponibilidad
sigue siendo problema ya que es muy baja; por ello se necesitan mas estudios para mejorar
la biodisponibilidad y aprovechar los beneficios que ofrece; el RSV tiene poca solubilidad
en agua (38.8 pug/ mL a 25 °© C y pH 6), debido a su estructura quimica, lo cual afecta la
absorcion (Gambini, et al, 2013).

Para incrementar la solubilidad se puede utilizar el etanol o solventes organicos como el
dimetilsulféxido, aunque esto no es aplicable para humanos (Gambini, et al, 2013). En
consecuencia, se deberian lograr mejoras considerables en la velocidad de disolucién y la
solubilidad aparente formulando este compuesto como una dispersion solida amorfa

(Wegiel et al., 2015).
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2.1.4 Propiedades farmacocinéticas del resveratrol

2.1.4.1 Absorcion

Después que el RSV es ingerido, el 77-80% de este es absorbido en el intestino. La
absorcion ocurre por difusion transepitelial. Los metabolitos del RSV son absorbidos por
transporte activo y en el torrente sanguineo la forma libre del RSV se une a albumina y
lipoproteinas (Pannu & Bhatnagar, 2019).

A nivel intestinal, el RSV, se absorbe o bien por difusion pasiva o formando complejos con
trasportadores de membranas, como las integrinas. Una vez en el torrente sanguineo, el
RSV se encuentra basicamente en tres formas distintas: como glucurénico, sulfatado y
libre. La forma libre puede ser transportada unida a la albumina y a lipoproteinas como las
de baja densidad. Estos complejos pueden ser disociados en membranas celulares que
dispongan de receptores para la albumina y LDL, dejando libre el resveratrol y permitiendo
que este penetre en las células. La afinidad y la uniéon de RSV con la albumina sugieren que
podrian ser un reservatorio polifendlico natural, alcanzando un importante papel en su
distribucion y biodisponibilidad (Gambini, et al, 2013).

Los acidos grasos permiten un entrono lipofilico favorable para la union del RSV.
Normalmente, son utilizados como vectores por su alta afinidad por el higado y por su
eficiente captacion celular, resultante de interacciones especificas con transportadores

transmembrana (Gambini, et al, 2013).

2.1.4.2 Biotransformacion

La biotransformacion del RSV ocurre en el higado donde la fase II conduce a la generacion
de las formas glucurdnido y sulfato empleando enzimas UDP-glucuronosiltransferasas y
sulfotransferasas, respectivamente (Pannu & Bhatnagar, 2019).

El RSV es un sustrato ideal para la sulfotransferasa y glucuronosiltransferasa hepaticas, y el
RSV junto con sus metabolitos se acumula principalmente en el higado; existe una
biotransformacion dependiente de la concentracion. Cuando se administra una dosis mas
baja, los glucurénidos son los metabolitos prominentes en el plasma. Cuando se administra

dosis mas altas, los monosulfatos son los metabolitos principales originalmente (Huang, et

al, 2019).
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2.1.4.3 Excrecion

Junto con el metabolismo rapido, el RSV sufre excrecion rapida. 77-80% del resveratrol
consumido es absorbido en el intestino y del 49-60% de este es excretado en la orina
(Pannu & Bhatnagar, 2019).

Sin embargo, la fuente del RSV afecta su eliminacion. Cuando se proporciona en vino,
toronja y tabletas de extracto de uva, se puede eliminar el 26.4%, el 14.2% y el 5.1% del

resveratrol administrado originalmente (Huang, et al, 2019).

2.2 Técnicas para aumentar la solubilidad de farmacos

Los farmacos con baja solubilidad que se liberan oralmente cominmente resultan en baja
biodisponibilidad y alta variabilidad entre los sujetos. Adicionalmente, los compuestos con
baja solubilidad son conocidos por tener una disposicion mayor a interacciones con
alimentos (Williams III et al., 2012).

Los problemas de solubilidad de los fArmacos pueden ser resueltos de tres maneras:

——
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— Forma amorfa

— Sales
Modificacion al
farmaco puro
— Profarmacos
— Cocristales

— Nanoemulsiones

Sistemas
autoemulsionantes

% Micro- y nanoformas Microemulsiones

Farmacos de baja
solubilidad

— Nanofibras

Nanoparticulas
solidas lipidicas
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Dispersiones solidas
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(acarreadores de Dispersiones solidas
farmacos) Dispersiones sélidas

amorfas

Complejos de
inclusion

Figura 8. Formas de modificacion de fisicoquimica de los farmacos poco solubles en agua
(Rams-Baron et al., 2018).

Una estrategia particularmente efectiva para mejorar la solubilidad de los farmacos es el
empleo de dispersiones solidas (Meere et al, 2019). Especificamente, la tecnologia de

dispersion solida se ha aplicado con éxito para desarrollar formulaciones con una alta carga

——
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de farmaco y/o que contienen farmacos con una alta tendencia a cristalizar (Shah, N., et. al
2014).

2.2.1 Enfoques metodoldgicos para mejorar la biodisponibilidad oral
del resveratrol

El Sistema de Clasificacion de Biofarmacéutica (BCS), segtin lo definido por Amidon et
al., inserta al RSV en la segunda clase de farmacos caracterizados por una baja solubilidad
en agua (~30 mg/L) y una alta permeabilidad de la membrana intestinal. Esta clasificacion
proporciona una base tedrica para correlacionar la disolucion del farmaco in vitro y la
biodisponibilidad in vivo. Dado que el RSV tiene una tasa de disolucion limitada en el
ambiente acuoso, un pequefio aumento en la solubilidad puede mejorar significativamente
su biodisponibilidad (Chimento, et al, 2019).

A este respecto, un sistema de administracion que pueda facilitar la rapida absorcioén de una
gran cantidad del RSV podria aumentar efectivamente su concentracion plasmatica. En la
ultima década, para mejorar la escasa biodisponibilidad del RSV, se han desarrollado varios

enfoques metodolégicos (Chimento, et al, 2019).

=
p—
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Nano
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liposomas
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Sistemas de
liberacion
del
resveratrol

Nanoparticulas |
poliméricas

Nanocristales

Disersiones |
solidas

Figura 9. Principales sistemas de liberacion del resveratrol para mejorar su biodisponibilidad oral
(Chemento, et al, 2019).

2.3 Dispersiones solidas
2.3.1 Generalidades de las dispersiones solidas

Los sistemas de liberacion de farmacos de dispersion solida son atractivos como métodos
de solubilizacion alternativos porque la manipulacion de los vehiculos (como polimeros) y
las propiedades en polvo de los componentes activos pueden mejorar la solubilidad, la
disolucion e incluso la absorcion in vivo de los componentes activos. La biodisponibilidad
puede mejorarse significativamente controlando con éxito los pardmetros tales como el
peso molecular y la composicion de los portadores o el estado cristalino y la porosidad del

polvo de los componentes activos (Chang, et al, 2017).

——
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2.3.2 Definicion de dispersion sdlida

El término “dispersion solida” fue introducido en 1971 por Chiou y Riegelmann, quienes
definieron una dispersion solida como una dispersion de uno o mas ingredientes activos en
un acarreador inerte en estado solido, preparada por diferentes métodos (Shah, N., et. al
2014).

Las dispersiones solidas son productos que contienen mezclas de farmacos y otros
materiales, por ejemplo, polimeros. Una dispersion solida tipicamente consiste en un
farmaco hidrofobico embebido en una matriz de polimero hidrofilico, donde la matriz
puede estar entre el estado amorfo o el estado cristalino. El farmaco estd preferentemente
en estado molecular disperso, pero también puede presentarse en particulas amorfas o
incluso en forma cristalina (Meere et al, 2019).

Aunque el concepto de fundir un principio activo y un acarreador juntos habia sido
previamente usado, Chiou y Riegelman fueron los primeros en introducir una clasificacion

sistematica de las dispersiones solidas (Shah, N., et. al 2014).

2.3.3 C(Clasificacion de las dispersiones sdlidas por el tipo de
acarreador

Algunos autores han clasificado a las dispersiones solidas como primera, segunda y tercera
generacion. Esta clasificacion puede considerarse como un tipo de linea de tiempo que
muestra la evolucion del desarrollo de dispersion solida y su creciente complejidad como

sistemas de administracion de farmacos:

——
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Primera Acarreadores
generacion cristalinos

Segunda Acarreadores
generacion poliméricos
Dispersiones L
sélidas
Mezcla de

surfactantes y
L polimeros

., Mezcla de
LTercera generacion polimeros
Surfactantes

Figura 10. Clasificacion de las dispersiones sdlidas segun el tipo de acarreador
(Shah, N., et. al 2014).

Primera generacion: En estas DS, un fdrmaco se dispersa en un acarreador
cristalino formando una mezcla eutéctica. Estas DS producen una liberacion mas
rdpida y mayor biodisponibilidad que las formulaciones convencionales de los
mismos farmacos (Simonazzi, et al, 2015).

La desventaja que presenta este tipo de DS esta relacionada a su naturaleza
termodindmicamente estable ya que exhiben un retardo en la liberacion del farmaco
comparadas con las amorfas (Simonazzi, et al, 2015).

Segunda generacion: Contienen acarreadores amorfos. En ellas, el fairmaco esta
disperso molecularmente en forma irregular dentro del arreador amorfo
(generalmente polimeros). Los acarreadores poliméricos son capaces de generar DS
de naturaleza amorfa. Estos polimeros se pueden dividir en sintéticos y naturales.

Los primeros incluyen povidona (PVP), polietilenglicoles (PEG), crospovidona

( 1
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(PVP-CL), polivinilpirrolidona-coacetato de vinilo (PVPVA) y polimetacrilatos.
Los polimeros naturales estan compuestos principalmente por derivados de la
celulosa, como hidroxipropilmetilcelulosa (HPMO), etilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa (HPC), hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP),
hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato (HPMCAS), almidon (almidon de
maiz, almidon de papa) y azicares (trehalosa, sacarosa, inulina). Estos ultimos se
utilizan por su rapida velocidad de disolucion (Simonazzi, et al, 2015).

Tercera generacion: En esta generacion de DS, los agentes activos de superficie o
autoemulsionantes se incorporan como acarreadores o aditivos y ayudan a superar
problemas como la precipitacion y la recristalizacion. El agregado de los
surfactantes o emulsificantes en las DS mejoran tanto el perfil de disoluciéon como
la estabilidad fisica y quimica de los farmacos. Las estructuras anfifilicas pueden
mejorar la miscibilidad de los farmacos y acarreadores reduciendo la velocidad de
recristalizacion del activo. Por otra parte, los surfactantes o emulsificantes son
capaces de mejorar la humectabilidad de los farmacos y prevenir la precipitacion de
estos. Los surfactantes empleados como acarreadores incluyen Poloxamer®,
Compritol 888 ATO®, Gelucire 44/14®, Inutec SPI® y Soluplus®. Otros
surfactantes y emulsificantes tales como el Lauril sulfato de sodio (LSS), Tween
80®, d-alfa tocoferil polietilenglicol 1000 succinato (TPGS 1000®) y laurato de

sacarosa, se utilizan como aditivos en las DS (Simonazzi, et al, 2015).

2.3.4 Seleccion del acarreador

Las propiedades del acarreador tienen gran influencia en las caracteristicas de disolucion de

los farmacos dispersados. Un acarreador deberia reunir los siguientes prerrequisitos para

incrementar la velocidad de disolucion de un farmaco (Vadnere 1990):

Totalmente soluble en agua con propiedades de disolucion rapida.

No toxico y farmacoldgicamente inerte.

Térmicamente estable con bajo de punto de fusion (para el método de fusion).
Soluble en una gran variedad de solventes.

Preferentemente mejorar la solubilidad en agua de los fArmacos.
Quimicamente compatible con el farmaco.

Formar solamente complejos débilmente unidos con el farmaco.

——
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2.3.5 Dispersiones sdlidas amorfas

Las dispersiones solidas amorfas pueden definirse como mezclas moleculares de farmacos,
que presentan baja solubilidad en agua, con portadores hidrofilicos, responsables del perfil
de liberacion del farmaco, y caracterizadas por la reduccion del tamafio de particula del
farmaco a un nivel molecular que solubiliza o codisuelve el farmaco en los portadores
solubles. En general, proporcionan una mejor humectabilidad y dispersabilidad ya que el
farmaco esta en su estado sobresaturado debido a la solubilizacion forzada en los vehiculos
(Vasconcelos, et al, 2016).
En las dispersiones solidas amorfas, el farmaco cristalino es convertido a amorfo y
estabilizado por un acarreador polimérico, el cual no solo ayuda a incrementar la disolucion
y la solubilidad, sino que también mejora la estabilidad fisica del fArmaco en estado s6lido,
reduciendo la movilidad molecular e incrementando la temperatura de transicion vitrea (Ty)
(He & Ho, 2015).
Las dispersiones solidas amorfas se han convertido en una estrategia de formulacién comun
existe para compuestos poco solubles en agua ya que, tras la disolucién, se pueden generar
soluciones sobresaturadas que posteriormente mejoran la biodisponibilidad. Este enfoque
solo es efectivo si la matriz permanece amorfa durante la disolucion y las concentraciones
mejoradas de la solucion se mantienen el tiempo suficiente para mejorar la absorcion in
vivo (Wegiel, et al., 2015).
Los principales objetivos de las aplicaciones farmacéuticas de las dispersiones soélidas
amorfas estan enfocados en:

e Mejora de solubilidad de farmacos y comportamiento de disolucién

e Mejora de la absorcion de farmacos y reduccion de efectos secundarios

e Estabilizacion de farmacos y proteccion contra descomposicion

e Formulacion de formas de dosificacion oral que contienen dispersiones solidas

amorfas que proporcionan la mejora de la liberacion del farmaco poco soluble

(Rams-Baron et al., 2018)

2.3.6 Ventajas de las dispersiones sdlidas amorfas

e Reduccion del tamaiio de particula: La preparacion de DS resulta en particulas de

tamano reducido y por lo tanto aumenta el area de superficie consiguiendo de esta

——
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manera una mayor velocidad de disolucion. El resultado final es, en la mayoria de
los casos, una mejora en la biodisponibilidad (Simonazzi, et al, 2015).

e Mejora en la humectabilidad: Una gran contribucion al aumento de la velocidad
de disolucion de los farmacos esta relacionado con el aumento en la humectabilidad
durante la produccion de las DS (Simonazzi, et al, 2015).

e Mayor porosidad. Se ha encontrado que las particulas en las DS tienen un mayor
grado de porosidad. Esta propiedad acelera el perfil de liberacion del farmaco. El
aumento en la porosidad también depende de las propiedades del acarreador, por
ejemplo, las DS que contienen polimeros lineales producen particulas mas grandes y
porosas que aquellas que contienen polimeros reticulares y, por lo tanto, dan como
resultado una mayor velocidad de disolucion (Simonazzi, et al, 2015).

e Farmacos en estado amorfo. Los farmacos cristalinos que son escasamente
solubles en agua, cuando se encuentran en el estado amorfo, tienden a tener mayor
solubilidad. La mejora en la liberacion del farmaco por lo general se puede lograr
utilizando el farmaco en su estado amorfo, porque no se requiere energia para

romper la red cristalina durante el proceso de disolucion (Simonazzi, et al, 2015).

2.3.7. Desventajas de las dispersiones sélidas

Existe la posibilidad de que durante el procesamiento de las dispersiones solidas (estrés por
temperatura y humedad) el farmaco en estado amorfo pueda cristalizar lo cual da como
resultado una disminucion de la biodisponibilidad (Simonazzi, et al, 2015).

Los productos amorfos son termodindmicamente inestables y tienden a cristalizarse durante
los estudios de estabilidad, almacenamiento, envio o liberaciéon de farmacos in vivo. Por lo
tanto, una dispersion so6lida adecuada debe mantener su estado amorfo desde el momento de

la fabricacion hasta la absorcion del farmaco (Simonazzi, et al, 2015).

2.3.8 Propiedades que afectan la estabilidad de las dispersiones
solidas amorfas

——
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2.3.8.1 Transicion vitrea

En comparacion con los materiales cristalinos, los s6lidos amorfos tienen propiedades tanto
solidas como liquidas, dependiendo de la temperatura. La temperatura de transicion vitrea
es el punto en el que los sélidos amorfos pasan del estado rigido al liquido y maleable.
Durante esta transicion, el s6lido amorfo experimentara un cambio gradual en la capacidad
de calor. Este proceso aumenta la movilidad de la molécula y cambia las propiedades del

solido amorfo (Xiangyu & Williams, 2015).

2.3.8.2 Movilidad molecular

La movilidad molecular se relaciona directamente con la estabilidad fisica de las
dispersiones solidas amorfas. Los farmacos amorfos tienen una mayor energia interna, lo
que conduce a una mayor solubilidad y a una mejor disolucién y absorcion del farmaco. Sin
embargo, esta mayor energia interna también puede aumentar la movilidad de las
dispersiones solidas amorfas, lo que provoca inestabilidad fisica. Este comportamiento de
cristalizacion implica dos procesos: nucleacion y crecimiento de cristales. Ambos procesos
requieren la aglomeracion de moléculas de farmacos, por lo que la movilidad molecular es

uno de los factores importantes que rigen este proceso (Xiangyu & Williams, 2015)

2.3.8.3 Miscibilidad

Un farmaco en una dispersion solida amorfa se disuelve, por definicion, en una matriz (por
ejemplo, un vehiculo polimérico) a nivel molecular. Si el farmaco no es miscible con el
polimero, puede producirse una cristalizacion rapida y producir una separacion de fases, lo
que crea regiones ricas en farmacos y regiones ricas en polimeros. Por lo tanto, la
miscibilidad entre los farmacos y los polimeros en las dispersiones solidas amorfas debe
caracterizarse. La miscibilidad se puede investigar utilizando técnicas espectroscopicas que
miden las interacciones moleculares especificas. Se ha descrito que si el polimero forma
enlaces de hidrogeno consigo mismo, se hace dificil que el farmaco interactiie con el
polimero, causando asi una menor miscibilidad entre el medicamento y el polimero

(Xiangyu & Williams, 2015)

——
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2.3.8.4 Cristalizacion

Muchos factores pueden influir en la tendencia a la cristalizacion del farmaco en las
dispersiones solidas amorfas, como la temperatura de transicién vitrea, la movilidad
molecular y la miscibilidad del farmaco-polimero. Los polimeros pueden inhibir la
cristalizacion de los farmacos durante el almacenamiento de la vida util, pero la tendencia a
la cristalizacion del farmaco en si es mas importante para la estabilidad de las dispersiones

solidas amorfas. (Meere et al, 2019).

2.3.9 Métodos de elaboracion de dispersiones sélidas amorfas

Las tecnologias de procesamiento para dispersiones solidas se clasifican en dos clases
principales principalmente, es decir, a base de solvente o de fusion (Shah, N., et. al 2014).
Ambos han demostrado ser utiles a escala industrial y de laboratorio (produccion de

acuerdo con las buenas practicas de fabricacion, GMP) (Vasconcelos, et al, 2016).

2.3.9.1 Evaporacion del solvente

Un prerrequisito clave para las dispersiones sélidas amorfas es la eliminacion de la
cristalinidad del farmaco y el mejor medio para lograr ese estado es disolviendo el farmaco
cristalino en un disolvente adecuado. Debido a consideraciones de estabilidad; el farmaco
generalmente se procesa con un polimero que estabiliza la forma amorfa a través de
interacciones mecanicas y fisicoquimicas (Shah, N., et. al 2014).

En el método de evaporacion de solvente, la dispersion solida es obtenida después de la
evaporacion del solvente de una solucién que contiene el farmaco y el acarreador. Este
método ha resuelto algunos problemas criticos del método por fusion, como la
descomposicion de farmacos y acarreadores a altas temperaturas (Kumar et al., 2015).

Los procesos de evaporacion de solventes de laboratorio se pueden dividir en cuatro grupos
principales dependiendo de las condiciones de remocion del solvente: (i) alta temperatura y
presion normal, (ii) alta temperatura y presion negativa, (iii) liofilizacion y (iv) fluidos
supercriticos (SCF) (Vasconcelos, et al, 2016).

El disefio de una formulacion que utiliza un proceso de evaporacion de solventes

generalmente consta de los siguientes pasos secuenciales:

( 1
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e Seleccion del solvente
e Seleccion de polimeros y aditivos
e Seleccion de un método de evaporacion que produzca dispersiones solidas amorfas

con niveles aceptables de solvente residual (Shah, N., et. al 2014).

2.3.9.2 Extrusion por fusion en caliente

Desde el descubrimiento de las dispersiones solidas amorfas, los dos métodos que han
dominado la literatura son la evaporacion del solvente y la extrusion por fusion. El proceso
de extrusion por fusidon proporciona un procesamiento continuo sin solventes y la capacidad
de producir un producto cercano al final (Shah, N., et. al 2014). La extrusién por fusién en
caliente es una operacion sencilla de un solo paso. El proceso es llevado a cabo en una
extrusora caliente. Su habilidad de operar en modo continuo y sin la necesidad de un
solvente organico, ofrece un margen extra sobre otras técnicas. En este método, el firmaco
y el acarreador son mezclados, calentados, fundidos, homogeneizados y extrusados en
forma de tabletas, barras o pellets, o triturados y mezclados con otros excipientes para
diferentes propositos (Kumar et al., 2015).

La principal ventaja de la tecnologia HME es la continuacion de las operaciones realizadas,
la simplicidad de la transferencia a gran escala y el bajo costo. El proceso sin solventes

hace que la tecnologia sea amigable con el medio ambiente (Rams-Baron et al., 2018).

2.3.9.3 Encapsulacion por fusion en caliente

En este método, el firmaco y el acarreador se funden juntos a una temperatura por encima
del punto eutéctico, el cual es el punto de fusion mas bajo posible de la mezcla. Después, la
mezcla fundida debe ser enfriada o solidificada usando diferentes técnicas como agitacion
en bafio de hielo, difusion de una capa delgada en placa de ferrita o en placa de acero
inoxidable. El solido resultante es pulverizado para reducir el tamano de particula, o
moldeado para formas de dosificacion sin someterse a molienda. La ventaja de este método

no requiere de ningln solvente (Kumar et al., 2015).

2.3.9.4 Secado en frio (liofilizacion)

——
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El método de secado en frio, o liofilizacion, es una forma efectiva de extender el tiempo de
conservacion de varios productos médicos y biofarmacéuticos (por ejemplo, formulaciones
de vacunas, péptidos y proteinas). En los ultimos afos, se ha avanzado en el campo de los
enfoques farmacéuticos basados en la liofilizacién (Shah, et al, 2014). En este método, el
farmaco y el vehiculo se disuelven conjuntamente en un disolvente comun, se congelan y se
subliman para obtener una dispersion molecular liofilizada. Este método fue propuesto
como una alternativa a la evaporacion del solvente. Las ventajas de la liofilizacién son que
el farmaco se somete a un estrés térmico minimo durante la formacion de la dispersion
solida y el riesgo de separacion de fases se minimiza tan pronto como la solucion se
vitrifica (Bashir & Ahmed, 2017).

En general, el ciclo tipico de liofilizacién incluye tres etapas de procesamiento: (1)
congelacion, (2) secado primario y (3) secado secundario. (Shah, et al, 2014).

El secado por congelacion o liofilizacion comprende congelar una solucion/suspension de
farmaco y vehiculo(s) seguido de reducir la presion circundante para permitir que el agua y
los solventes en la muestra experimenten una transicion solido-gas. En un proceso de
liofilizacion, el farmaco y el (los) vehiculo(s) mantienen su estructura de dispersion
molecular observada tras la disolucion. El uso de solventes organicos en la liofilizacion es
muy limitado, pero posible (Vasconcelos, et al, 2016).

Otra ventaja de este método es el riesgo minimizado de separacion de fases y la desventaja
es que la mayoria de los solventes organicos tienen bajas temperaturas de congelacién y no
permanecen congelados durante la sublimacion. Por lo tanto, el proceso tomard mucho mas

tiempo si se requiere baja temperatura para la liofilizacion de una muestra (Le, et al, 2013).

2.4 Seleccion de un proceso de fabricacion de productos amorfos

Las ventajas de las dispersiones solidas amorfas sobre otros enfoques de mejora de la
solubilidad son la presencia de particulas con tamaio de particula reducido, humectabilidad
mejorada, alta porosidad y estado amorfo. Varios factores contribuyen a la cristalizacion
del farmaco, pero la mayoria de ellos estan relacionados con el aumento de la movilidad del
farmaco, inducido por la temperatura, la humedad o la presencia de solventes organicos. En
consecuencia, un proceso de fabricaciéon adecuado y la seleccion de la composicion es

crucial para cumplir los objetivos deseados, es decir, obtener un producto amorfo estable

——
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con biodisponibilidad mejorada. Es posible una seleccion racional del proceso de
fabricacion basada en las propiedades fisicoquimicas del medicamento que se estd

formulando (Vasconcelos, et al, 2016).

2.4.1 Escala de laboratorio

A escala de laboratorio, los criterios principales para seleccionar el proceso de fabricacion
se basan en las propiedades del farmaco, como la estabilidad térmica y el punto de fusion.
Otro tema importante se relaciona con la disponibilidad del equipo y el propdsito del

estudio (Vasconcelos, et al, 2016).

2.4.2 Escala industrial

La produccion industrial de dispersiones solidas amorfas tiene opciones limitadas. En esta
escala, las principales limitaciones seran la disponibilidad del equipo, asi como la
solubilidad del portador del farmaco y la estabilidad térmica del farmaco. HME es
preferible entre todos los procesos de fusion. Alternativamente, la aglomeracion en estado
fundido puede wusarse si la masa del vehiculo fundido presenta baja viscosidad
(Vasconcelos, et al, 2016).

La justificacion de la seleccion para los procesos de evaporacion de solventes se basa en la
toxicidad del solvente y la capacidad de carga del solvente que, si es muy baja, evitara un
proceso industrial efectivo. A esta escala, se deben tomar consideraciones adicionales, tales
como el rendimiento del proceso, el tamafio del lote y las propiedades de las particulas. Los
procesos de evaporacion de solventes generan particulas mas pequefias, mas redondas y
porosas que los procesos de fusion. Sin embargo, el aumento de la porosidad o la presencia
de algunos solventes residuales en el producto final puede inducir la cristalizacion del
farmaco al absorber la humedad ambiental y / o aumentar la movilidad del farmaco,
mientras que los procesos de fusion proporcionan rendimientos mas altos y permiten lotes

de mayor tamafio que los procesos de evaporacion de solventes (Vasconcelos, et al, 2016).

2.5 Rol de los excipientes amorfos en las dispersiones sdlidas
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En muchos casos, el firmaco amorfo por si mismo no puede resistir a las condiciones de
proceso, implicadas en la manufactura. Los polimeros afectan la estabilidad de la vida util
de las formas de dosificacion solidas amorfas al inmovilizar y aislar el farmaco amorfo,

evitando la cristalizacion del farmaco (Shah, et al, 2014).

API
I ;o —
HHTHHINIT
I NN

M

Polimero Dispersion
acarreador solida amorfa

Figura 11. Representacion esquemdtica de una dispersion sélida amorfa estabilizada por la
inclusion del farmaco en la matriz polimérica
(Shah, et al, 2014).
Los polimeros juegan un papel muy importante en la estabilizaciéon de las DS amorfas,

manteniendo al farmaco en estado amorfo en la matriz polimérica durante el
almacenamiento, de esta manera se inhibe la cristalizacion del farmaco (Chavan et al,
2019).

Cuando se usan los polimeros de estabilizacion deben ser efectivos para inhibir la
cristalizacion del farmaco de la solucion sobresaturada para la duracion del transporte a
través de las zonas de absorcion del tracto gastrointestinal (GI). Los polimeros deben ser
compatibles con el farmaco y tiene que promover interacciones farmaco-polimero para una

estabilizacion efectiva del sistema producido (Chavan et al, 2019).

2.5.1 Polivinilpirrolidona (PVP) K-30 como acarreador

La polivinilpirrolidona (PVP) también llamado comunmente polividona o povidona, es un
polimero soluble en agua que se obtiene a partir del mondémero N-vinilpirrolidona, este es

uno de los polimeros mas utilizados en la industria farmacéutica. Se utiliza como excipiente
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debido a su baja toxicidad, alta solubilidad en agua y biocompatibilidad (Osman, et al,
2018).

Histoéricamente, los acarreadores solubles en agua, como la PVP, han sido los mas comunes
para las dispersiones solidas, dentro de los cuales estan las PVP K12 a K30 (PM 2500—
50,000), debido a su bajo peso molecular.

2.5.1.1. Propiedades fisicoquimicas de la PVP

Nombre: N-Polivinilpirrolidona

Nomenclatura IUPAC: poli [1 - (2-oxo-1-pirrolidinil) etileno]
Numero CAS: 9003-39-8

Formula condensada: (CcHoNO),,

Estructura molecular:

N

__0

Figura 12. Estructura molecular de PVP

Estado Fisico: Solido blanco, sustancia higroscopica

Temperatura de transicion vitrea: 130°C-180°C (Incrementa con relacion al Peso

Molecular)

Peso Molecular: los diferentes grados de polimerizacion dan lugar a polimeros de

diferentes pesos moleculares.

Tabla 1. Peso molecular y viscosidad de los diferentes grados comerciales de PVP

K12 2,000-3,000 4
K17 7,000-11,000 5.5
K25 28,000-34,000 12

( 1
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K30 44,000-54,000 20
K90 1,000,000-1,500,000 1000 a 4000

Solubilidad: Es soluble en cloroformo, metanol, etanol, propilenglicol, trietanolamina y
agua.

Aspecto: Povidonas con un K igual o inferior a 30 son fabricados por secado por
pulverizacion, esto hace que su forma sea como de esfera, y povidonas con un K mayor o

igual a 90 son fabricados en un tambor de secado y se presentan como placas.

2.5.2 Hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato (HPMCAS) como
acarreador

La celulosa es el biopolimero més abundante. La celulosa es un polimero altamente
hidrofilico. Sin embargo, no es soluble en agua en su forma nativa debido a su fuerte union
de hidrogeno intramolecular e intermolecular entre las cadenas individuales y un alto grado
de cristalinidad. Por lo tanto, la celulosa se modifica quimicamente a celulosa soluble en

agua y otros derivados (Chavan et al, 2019).

f ™
Polimeros a base de
celulosa
(. J
| |
r N ' ™
. Derivados de Derivados de
Derivados de :
e celulosa celulosa sensibles a
celulosa hidrifilicos . oy
hidrofobicos pH
L S " ’
| |
' N 4 N\
Derivados de Derivados de Succinatos de
carboximetilcelulosa celulosa phtalato celulosa
L / " )

Figura 13. Clasificacion de los polimeros a base de celulosa
(Chavan et al, 2019).
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Hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato (HPMCAS; conocido como hipromelosa
acetato succinato en aplicaciones farmacéuticas) es una mezcla de acido acético y esteres
de 4cido monosuccinico de hidroxipropilmetilcelulosa (Ashland, 2016).

Eastman Chemical Company informé por primera vez los ésteres mixtos de succinato de
celulosa dispersables en agua y anfifilicos. HPMCAS es el polimero mas ampliamente
estudiado en esta categoria para el desarrollo de la formulacion como un polimero matriz de
dispersion soélida amorfo (Chavan, et al, 2019).

HPMCAS, un derivado sensible al pH de HPMC se estd explorando, ultimamente, para
estabilizar dispersiones so6lidas amorfas. Este polimero celulosico posee cuatro tipos de
sustituyentes que se encuentran de forma semialeatoria en los grupos hidroxilo: metoxi
(12%-28%, p/p); hidroxipropilo (4%-23%, p/p); acetato (2%-16%, p/p); y succinato (4%-
28%, p/p) (Chavan, et al, 2019).

Debido a los grupos de succinato, HPMCAS tienen un pKa de aproximadamente 5; por lo
tanto, por debajo del pH 4, el 10% del polimero se ioniza mientras que al menos el 50% se
ioniza a un pH superior a 5. La solubilidad dependiente del pH se puede atribuir a la
proporcion de grupos succinato y acetilo. Por lo tanto, diferentes grados de HPMCAS
tienen diferente solubilidad dependiente del pH (los grados L, M y H se disuelven a pH
>5,5, 6,0 y 6,5, respectivamente) (Chavan, et al, 2019).

HPMCAS esté disponible en tres grados de sustitucion: L, M, H, basado en el contenido de
los grupos acetilo y succinilo. Ademas, el gradiente estd disponible en dos formas basadas

en las particulas, fino (F) y granular (G) (Chavan, et al, 2019).

2.5.2.1. Propiedades fisicoquimicas de HPMCAS

Nombre: Hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato
Numero CAS: 71138-97-1
Formula condensada: C10H2,09

Estructura molecular:
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Figura 14. Estructura de Hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato
(Ashland, 2016).

Estado Fisico: So6lido blanco

Peso Molecular: 286.28 g/mol

Solubilidad: soluble en solventes orgédnicos, incluyendo acetona, metanol, etanol acuoso
Aspecto. polvo o granulos de color blanco a blanquecino. Tiene un ligero olor a acido
acético y un sabor apenas detectable.

2.6 Mecanismos de liberacion del fdarmaco a partir de
dispersiones solidas

Existen dos mecanismos principales de liberacion del farmaco a partir de dispersiones
solidas de liberacion inmediata: liberacion controlada por farmacos y liberacion controlada
por portadores (Le, et al, 2013).

Cuando las dispersiones solidas se dispersan en agua, los portadores a menudo se disuelven
o absorben agua rapidamente debido a su propiedad hidrofilica y en algunos casos forman
una capa portadora concentrada o una capa de gel. Si el fArmaco se disuelve en esta capa y la
viscosidad de esta, es lo suficientemente alta como para evitar la difusion del farmaco a
través de ella, el paso limitante de la velocidad sera la difusion del vehiculo en la fase de
volumen(Le, et al, 2013).

Si el farmaco es insoluble o escasamente soluble en la capa concentrada, se puede liberar
intacto al contacto con el agua y el perfil de disolucion dependera de las propiedades de las
particulas del fairmaco (estado polimoérfico, tamano de particula, solubilidad del farmaco).
De hecho, estos dos mecanismos a menudo ocurren simultdineamente porque el farmaco
puede ser parcialmente soluble o atrapado en la capa portadora concentrada. Sin embargo,
estos mecanismos ayudan a explicar los diferentes comportamientos de liberacion de las
dispersiones solidas y descubren la forma de mejorar el perfil de disolucion de las

dispersiones solidas (Le, et al, 2013).
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La exposicion a medios acuosos da como resultado una liberacion rapida de farmacos de la
dispersion solida, generando asi una sobresaturacion. La rapida liberacion del farmaco
puede ser atribuida a la eliminacion de la energia requerida para interrupcion de la red
cristalina. La solucion sobresaturada resultante posee la tendencia a saturarse de manera
extrema y alcanzar la forma cristalina estable (Chavan et al, 2019).

La viscosidad, la capacidad de formacion de gel y la proporcion de farmaco-vehiculo son
los factores clave que afectan el perfil de disolucion del farmaco (Le, et al, 2013).

En la siguiente figura, M1 ejemplifica el proceso asociado con la disolucidon controlada por
el acarreador. Cuando las dispersiones solidas se dispersan en agua, los acarreadores a
menudo se disuelven o absorben agua rapidamente debido a sus propiedades hidrofilicas y
forman una capa concentrada de acarreadores o una capa de gel en algunos casos. La
viscosidad de la capa es tal que la difusion del farmaco es muy lenta. En consecuencia, el
paso limitante de la velocidad para la disolucion del farmaco es la liberacion del polimero
(Simonazzi, 2015).

El segundo escenario, corresponde a la disolucion controlada de farmacos y se describe en
el esquema M2. En este caso la disolucion en la capa de difusiéon del polimero es
relativamente lenta y el farmaco se libera como particulas solidas. En consecuencia, la
disolucién no se asociara con el polimero, sino que estara dominado por las propiedades del

farmaco (tamafo, forma fisica, etc.) (Simonazzi, 2015).

\.:./
Wi == |

z—
M2 eee.s

o 0

Figura 15. Mecanismo de liberacidn del fdrmaco de dispersiones sdlidas
(Simonazzi, 2015).

2.7 Métodos de caracterizacion de las dispersiones sdlidas
amorfas

Las dispersiones so6lidas amorfas son un enfoque de formulacion prometedor para mejorar
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la solubilidad, la velocidad de disolucion y la biodisponibilidad de fAirmacos poco solubles
en agua. Las dispersiones solidas amorfas tienen propiedades fisicoquimicas complicadas
debido a las diversas formulaciones y procesos utilizados para producirlos. Estas
propiedades influyen en su estabilidad fisica, por lo que es importante desarrollar técnicas

de caracterizacion integrales y efectivas para las dispersiones s6lidas amorfas (Xiangyu &
Williams, 2015).

Difraccion de
Rayos X

pectroscopia
IR

Calorimetria de
disolucion

de la velocidad
de disolucion

Calorimetria
diferencial de
barrido (DSC)

Técnicas
macroscopicas

N

Métodos

microscopicos

Figura 16. Técnicas para la caracterizacion de la cristalinidad de dispersiones sdlidas
(Simonazzi, et al, 2015).
*TGA= Analisis termogravimétrico, *DTA= Analisis térmico diferencial, * *MDSC= Calorimetria
diferencial de barrido modulado, * SEM= Microscopia electrénica de barrido.
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Espectroscopia
Raman Confocal

Estructura
molecular

Espectrioscopia
IR o FTIR.

Figura 17. Técnicas para la caracterizacion de la estructura molecular de dispersiones sdlidas
(Simonazzi, et al, 2015).
* TMDSC= Andlisis de calorimetria diferencial de barrido con modulacion en temperatura

2.7.1 Velocidad de disolucion

Se define como la cantidad de farmaco que se disuelve por unidad de tiempo bajo

condiciones estandarizadas de temperatura, composicion del medio y pH.

2.7.1.1 Disolucion intrinseca

Como la velocidad de disolucion depende de tantos factores, conviene disponer de una
medida de la velocidad de disoluciéon que no dependa de la velocidad de agitacion, de la
superficie disponible de soluto, etc. Este valor se conoce como velocidad de disolucion
intrinseca, que es la velocidad de transferencia de masa por superficie en proceso de
disolucion y suele expresarse en mg/cm? x min (Aulton, 2004).

La velocidad de disolucion intrinseca es la capacidad propia del farmaco para disolverse, se
estudia la velocidad de disolucion de un farmaco contenido en un comprimido que no

contiene excipiente y se calcula la constante, con la siguiente ecuacion:
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dm— kA(C C
dt_ (S )

Figura 18. Ecuacion de Noyes-Whitney modificada por Underwood y Cadwallader

Donde:

m: masa de sustancia remanente para ser disuelta

A: éarea superficial del farmaco expuesta al medio de disolucion
Cs: concentracion de disolucion (solubilidad)

C: concentracidn de farmaco en el medio al tiempo t

k: constante de velocidad de disolucion intrinseca

Manteniendo A y Cs constantes, la velocidad de disolucion se puede determinar

adecuadamente.

2.7.1.1.1 Aparato de disco rotatorio

Eje rotatorio

Vaso de
disolucién

Comprimido

Figura 19. Aparato de disco rotatorio, aparato de Wood

El aparato de Wood consiste en un punzén y una matriz fabricados de acero inoxidable, la
matriz posee una cavidad en la que se coloca una cantidad medida del material cuya
velocidad de disolucion intrinseca se va a evaluar, esta cantidad se comprime mediante una

prensa hidraulica.
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El montaje de la matriz se conecta con un soporte al eje rotatorio, el eje se coloca de forma
que al descender la matriz dentro del medio de disolucion la superficie expuesta del

compacto este a no menos de 2.5 cm del fondo del vaso.

2.7.2 Técnicas de analisis térmico

Las técnicas térmicas se utilizan para caracterizar las dispersiones solidas amorfas. Se
llevan a cabo en funcion de la temperatura, lo que permite la caracterizacion de las

propiedades termodinamicas de estas (Xiangyu & Williams, 2015).

2.7.2.1 Técnicas calorimétricas

La calorimetria mide los cambios en el calor. Estos cambios de calor se correlacionan con
las diferencias de temperatura de las muestras durante procesos especificos, como
transiciones fisicas o reacciones quimicas, que pueden ser procesos endotérmicos o

exotérmicos (Xiangyu & Williams, 2015).

2.7.2.1.1 Calorimetria diferencial de barrido

Esta técnica se usa a menudo para detectar la cantidad de material cristalino. En esta
técnica, las muestras se calientan a una velocidad de calentamiento constante y se detecta la
cantidad de energia necesaria para ello. Con esta técnica, se pueden detectar las
temperaturas a las que ocurren los eventos térmicos, los cuales pueden ser transicion vitrea,
recristalizacion, fusion o degradacion. Ademas, se puede cuantificar la energia de fusion y
de recristalizacion. La energia de fusion se puede utilizar para detectar la cantidad de
material cristalino (Bashir & Ahmed, 2016).

La calorimetria diferencial de barrido es la técnica més utilizada para obtener directamente
la temperatura de transicion vitrea. La transicion vitrea es una propiedad esencial de las
dispersiones solidas amorfas, que indica la movilidad del sistema. Cuando la temperatura es
inferior a Tg, la capacidad de calor estd dominada por el movimiento vibratorio. Durante la
transicion vitrea, la rotacion controla el cambio de fase. Por encima de T,, el movimiento

de traslacion contribuye al cambio de capacidad calorifica en funcién de la temperatura.
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Esencialmente, la transicion vitrea es un cambio de la capacidad de calor dentro de un

pequefio rango de temperatura (Xiangyu & Williams, 2015).

2.7.3 Técnicas microscopicas y morfoldgicas

La microscopia se utiliza para caracterizar a las dispersiones solidas amorfas en estado
solido. Existen diversas aplicaciones de microscopia en el campo farmacéutico para
analizar las propiedades fisicoquimicas de las dispersiones solidas amorfas, como la
transicion vitrea, la miscibilidad del farmaco y el polimero, el comportamiento de
cristalizacion, la cristalinidad, la morfologia, los eventos térmicos y la disolucion. En
general, las técnicas microscopicas se clasifican en tres tipos: microscopia Optica,
electronica y de exploracion. Estos incluyen microscopia de luz polarizada, difraccion de
rayos X, microscopia electronica de barrido y microscopia de fuerza atomica, que son
métodos ampliamente utilizados que permiten mediciones rapidas y no destructivas

(Xiangyu & Williams, 2015).

2.7.3.1 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X de polvos es una técnica conveniente para analizar las estructuras
cristalinas de materiales organicos, inorganicos y poliméricos. Cada cristal tiene su
disposicion Unica de atomos y unidades repetitivas. Cuando se aplican rayos X, estos
atomos se irradian y generan una serie de picos distintos, que se utilizan para identificar
inequivocamente los componentes cristalinos. Incluso si la composicion quimica de dos
materiales es idéntica, la difraccion de rayos X aun puede distinguir estos dos materiales en
funcién de sus diferentes estructuras moleculares (Xiangyu & Williams, 2015).

La difraccion de rayos X es una técnica cominmente utilizada para detectar la presencia de
cristales y evaluar la cristalinidad de dispersiones solidas amorfas (Xiangyu & Williams,
2015).

Es el método mas utilizado para identificar y caracterizar el estado cristalino de los
farmacos en dispersiones solidas. Este método puede exponer picos de difraccion agudos
que indican compuesto cristalino con region caracteristica de huella digital. Gracias a la
especificidad, la cristalinidad del farmaco se puede identificar por separado de la

cristalinidad del portador y, por lo tanto, puede diferenciar el estado amorfo y el estado
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cristalino de los farmacos en dispersiones sdlidas. Sin embargo, no puede detectar las

cristalinidades por debajo de la fraccion de 5 a 10% (Le, et al, 2013).

2.7.3.2 Microscopia electrénica de barrido

La microscopia electronica de barrido es extensamente usada en las ciencias farmacéuticas
para desarrollo y control de calidad. El principal proposito de usar microscopia electronica
de barrido es analizar el tamafio de particula, morfologia, y propiedades superficiales de
formulacion. Esta técnica puede ser aplicada para evaluar los efectos de diferentes procesos
(como extrusion por fusion en caliente, secado por atomizacioén) en las propiedades de la
formulacion. En la microscopia electronica de barrido, los electrones interactian con los
materiales, y esta interaccion genera un conjunto complejo de sefiales basadas en varios
mecanismos. Todas estas sefiales pueden ser analizadas utilizando diferentes detectores

(Xiangyu & Williams, 2015).

2.7.4 Técnicas espectroscopicas

La espectroscopia es una herramienta poderosa para investigar interacciones entre farmacos
y polimeros en las dispersiones solidas amorfas. Es principalmente dependiente de los
cabios a nivel molecular y atomico. La espectroscopia puede proveer de informaciéon
valiosa en macro, micro y nano escala. Se utiliza durante el desarrollo y control de calidad

de dispersiones so6lidas amorfas (Xiangyu & Williams, 2015).

2.7.4.1 Espectroscopia de Infrarrojo y Espectroscopia de Raman

La espectroscopia Raman y de Infrarrojo son espectroscopias vibratorias que miden el
movimiento vibratorio de la molécula. Los patrones vibratorios de las moléculas son
definidos como los movimientos repetidos desde y hacia el centro de gravedad.

Cuando una molécula puede absorber radiacion infrarroja, el momento dipolo cambia
durante el movimiento vibratorio. Esta molécula se llama IR activa. Para una molécula
Raman activa, la polarizaciéon cambia durante el movimiento vibratorio. La radiacion
infrarroja es absorbida por la molécula si la frecuencia y la energia de la radiacion

infrarroja coinciden con la frecuencia y la energia requeridas para la transicion, lo que
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significa que el movimiento vibratorio de la molécula pasa del estado fundamental al estado
excitado. La espectroscopia IR se basa en esta propiedad de las moléculas para investigar la

estructura molecular y las interacciones (Xiangyu & Williams, 2015)

2.8 Disolucion

Se define como disolucion al proceso por el cual un farmaco entra en solucion en presencia
de un disolvente. Este involucra varias fases como la humidificacion de la superficie, la
desintegracion de la forma farmacéutica solida a granulos, la disgregacion de ellos a
particulas finas y finalmente la disolucion, lo que conlleva a la posibilidad de ser

absorbidas dentro de un sistema biologico.

*+ _ Disolucion muy limitada

l Humidificacion
mm

maceéut S
Y
Disolucion optima

Y
Desmtegacwn N

‘\

mmsolucmn llmltada

Dlsgregacmn

Figura 20. Procesos simultdneos para disolucion de una forma farmacéutica sélida

2.8.1 Pruebas de disolucion IN VITRO

La prueba de disolucion es un método para medir la liberacion de un principio activo, a
partir de la forma farmacéutica que lo contiene y la disolucion de este, en el medio de
prueba. Las condiciones Optimas para la realizacion de este tipo de pruebas difieren de

acuerdo con la forma farmacéutica y la formulacién de esta. (DiPiro, 2003).
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Este tipo de prueba in vitro sirve como guia durante el desarrollo de una forma
farmacéutica, para evaluar la cantidad de farmaco que estd siendo liberada por unidad de
tiempo en un medio de disolucion determinado.

En los ultimos afios, se han desarrollado varias tecnologias para permitir la prediccion del
rendimiento in vivo de las formas de dosificacion (Yamaguchi, 2018)

El aparato 4 de la USP (celda de flujo continuo) es un aparato de prueba de disolucion que
usa el flujo del medio de disolucion a través de una celda que contiene la forma de
dosificacion. El aparato 4 es a menudo el aparato preferido para las pruebas de liberacion
de farmacos de formas de dosificacion de liberacion controlada y farmacos poco solubles
(Eaton, 2012).

El Aparato 4 USP permite una extraccion continua del fArmaco, simulando la absorcion a la
circulacion sistémica, al generar un flujo intermitente del medio de disolucion hacia la
celda en donde se encuentra la forma farmacéutica a evaluar (Medina, 2012).

Cuando se opera en la configuracion abierta, el Aparato 4 USP trabaja bajo condiciones
"sink" o de "no saturacién" lo que facilita la disolucion de farmacos poco solubles (Medina,
2012). Cuando se opera en la configuracion cerrada, el Aparato 4 puede usar pequefios
volimenes de medio para superar el limite de problemas de cuantificacion (Eaton, 2012).
Adicionalmente, el Aparato 4 USP permite el recambio continuo del medio de disolucion a
lo largo de la prueba en un intervalo de valores de pH de relevancia fisiologica (Medina,
2012).

El Aparato 4 de la USP también ofrece otras caracteristicas Uinicas, como una variedad de
celdas de flujo, facil reemplazo del medio y facil modificacion del caudal medio. Estas
caracteristicas facilitan el desarrollo de la correlaciéon in vitro-in vivo (IVIVC) para
productos de liberaciéon prolongada, particularmente para ingredientes farmacéuticos
activos con caracteristicas de alta permeabilidad (Tajiri, 2015).

Hay varias celdas disponibles para tabletas, polvos, granulados, supositorios, capsulas de

gelatina blanda, implantes y semisolidos (Eaton, 2012).
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3. Justificacion

Las enfermedades cronico-degenerativas son las principales causas de mortalidad en
Meéxico (INSP, 2018). En particular, el cancer de pulmén es uno de los principales
problemas de salud en el mundo; pues cada afo se diagnostican alrededor 500 mil casos
nuevos y ocurren 1.7 millones de decesos (SSA, 2018).

La atencion medica del cancer de pulmén es muy costosa, por ello es necesario establecer
tratamientos menos costosos. En 2017, el IMSS tenia el registro de 2, 539 pacientes con

cancer de pulmon, registrando costos estimados de aproximadamente $666, 818, 775.00:

COSTO UNITARIO Y TOTAL DE LOS PACIENTES CON CANCER DE PULMON.,
CosTO AMBULATORIO Y HOSPITALARIO. MExico, IMSS, 2017

!}lztg:ﬁ) Ndm. psgcientes g:;:;;;:g?gﬂ afz;:z:::g!o Cﬁ i’; ;jﬁﬂgﬂ Costo totg;) h;spitalario CD?S t;ta!
D% D SD§$
Etapa | 584 141 484 82 626 627 61 672 36016612 118 643 239
Etapa Il 381 141 484 53 905 385 61 672 23497 139 77 402 524
Etapa lll 38l 205 087 78138314 61 672 23497 139 101 635 453
Etapa IV 286 162 107 46 322 141 &l 672 17 622 854 63 944 995
Etapa IV adenocarcinoma 857 294 341 252 324 002 61 672 52 868 562 305 192 564
Total 2539 513 316 470 153 502 305 666 818 775
Costo unitario ponderado 202 173 61 672 262 630
SD: sin dato

Figura 21. Costo unitario, ambulatorio y total de los pacientes con cdncer de pulmdn
Meéxico, IMSS, 2017 (Rascon, et al, 2018).

Como se observa, el cdncer es un importante problema de salud y los enfoques
tradicionales para la prevencion han incluido intentos para eliminar agentes carcinogénicos
y la deteccion de lesiones precancerosas. La investigacion actual sugiere que varios
fitoquimicos en la dieta funcionan como agentes quimioterapéuticos, quimio preventivos
y/o adyuvantes (Baek & Whitlock, 2011).

Uno de estos, es el resveratrol. Numerosos estudios han ilustrado su efecto antiproliferativo
en las células cancerosas (Baek & Whitlock, 2011).

Sin embargo, los estudios también confirman su escasa solubilidad y biodisponibilidad oral.

Por ello, existe una motivacion significativa para desarrollar sistemas de entrega que




JUSTIFICACION

mejoren su solubilidad y biodisponibilidad, que es lo que se buscd con este trabajo

experimental.

——
w
\O

| S—



OBJETIVOS

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Elaborar dispersiones solidas amorfas de resveratrol, a través del método de evaporacion de
solvente para mejorar la solubilidad y velocidad de disolucion del resveratrol en acido

clorhidrico pH 1.2

4.2 Objetivos particulares

e Investigar las propiedades fisicoquimicas y quimicas de resveratrol, en diferentes
bases de datos, para determinar las condiciones Optimas en su deteccion y
evaluacion.

e Realizar una investigacion documental sobre los métodos de caracterizacion,
elaboracion y seleccion de acarreadores para la fabricacion de dispersiones solidas.

e Establecer un disefio de experimentos, incluyendo los dos tipos de polimero (PVP K
30 y HPMCAS) y el tensoactivo (Polisorbato 80) en diferentes niveles, para
encontrar la proporcion que mejor se adecua a nuestro objetivo principal.

e Elaborar dispersiones solidas de resveratrol con HPMCAS, PVP y Polisorbato 80 de
acuerdo con el diseno experimental.

e Realizar la prueba de ensayo en medio HCI pH 1.2 para cuantificar el contenido de
resveratrol en las dispersiones s6lidas mediante espectrofotometria UV Vis.

e Realizar el estudio comparativo de solubilidad del resveratrol con las dispersiones
solidas en EtOH:H>O (25:75), EtOH:H,0 (12.5:87.5) y H20, mediante el método de
agitacion de matraces.

e Realizar los perfiles de disolucién de resveratrol en acido clorhidrico pH 1.2,
utilizando el aparato 4, para caracterizar las dispersiones solidas.

e Obtener los espectros de infrarrojo para la caracterizacion de las dispersiones.
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HIPOTESIS

5. Hipdtesis

Si se elaboran dispersiones solidas de resveratrol con HPMCAS y con PVP, entonces se
aumentard su velocidad de disolucion en medios acuosos y, por lo tanto, su

biodisponibilidad.
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MATERIALES Y METODOS

6. Materiales y métodos.

6.1 Materias primas, reactivos y equipos.

6.1.1 Materias primas y reactivos.

Tabla 2. Materias primas empleadas para la preparacion de dispersiones sdlidas de RSV

Resveratrol
Polivinilpirrolidona K30

Hidroxipropilmetilcelulosa
acetato succinato

Polisorbato 80

Estandar
» Resveratrol Sigma Aldrich >99%
Reactivos

» Etanol
» Agua Ultrapura de osmosis 18.2 uS/cm
> Acido clorhidrico

6.1.2 Equipos

——
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Alephquim
Ashland

Ashland

Milikan




MATERIALES Y METODOS

Tabla 3. Lista de equipos utilizados en la elaboracion y caracterizacion de dispersiones sdlidas.

Potenciometro Mettler Toledo  Seven
Multi
Disolutor SOTAX AG CH-
4008
BASEL
NIR FOSS NIR 6500 II
SYSTEM
Espectrofotometro UV-Visible VARIAN Cary
100
Conc
Ultraturrax IKA T25
Basic
Estufa a 50°C SMITHKLINE ESE-04
BEECHAM
Molino Moulinex ~  ---—---
Balanza analitica Mettler Toledo AB204-
S
Purificador de agua Elix Millipore ~ -------

Parrilla de agitacion magnética IKA-WERKE RO 10P

——
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MATERIALES Y METODOS

6.2 Métodos.

Preparacion y caracterizacion de dispersiones
solidas de Resveratrol con polivinilpirrolidona
(PVP) K30. Hidroxipropilmetilcelulosa acetato

succinato (HPMC

Figura 22. Diagrama experimental




MATERIALES Y METODOS

6.2.1 Caracterizacion de Materias primas.

Todas las muestras se leyeron en un espectrofotometro UV, en rango de longitud de onda

de 200 a 500 nm.

6.2.1.1 Barridos espectrofotométricos de resveratrol

Se realiz6 un barrido espectrofotométrico a la materia prima empleada. El resveratrol se
disolvié en una mezcla etanol: agua en una proporcion 50:50 para poder solubilizar al
resveratrol. Llevando a una concentracion final de 7.5 pg/mL, aforando con el medio

correspondiente: solucion amortiguadora pH 1.2.

6.2.1.2 Barrido espectrofotométrico de PVP K-30 y HPMCAS

A los excipientes que se utilizaron como acarreadores. PVP K-30, HPMC AS y Polisorbato

80 se les realizo un barrido espectrofotométrico, este barrido se realizo en medio pH 1.2.

6.2.2 Elaboracion de dispersiones solidas de resveratrol.

6.2.2.1 Diserio de experimentos.

En la preparacion de las dispersiones solidas se eligieron dos tipos de polimero y un
tensoactivo: PVP K 30, HPMCAS MF y Polisorbato 80. Su eleccion se determind a través
de los resultados obtenidos en la busqueda bibliografica.

Se realizd un disefio de experimentos Box-Behnken, en el cual se estudi6 en 15 corridas el
efecto de la proporcion de los 3 tres excipientes anteriormente mencionados. El software

estadistico empleado fue Statgraphics Centuruion 15.2.05.

6.2.2.2 Preparacion de las dispersiones sdlidas.

Existen varios métodos para la elaboracion de dispersiones solidas el cual se elige de
acuerdo con el tipo de necesidades y caracteristicas de los acarreadores, en este caso, se
eligié el método de evaporacion de solvente, siendo los solventes empleados agua y etanol

(Ver figura 23. Metodologia para la preparacion de dispersiones solidas de resveratrol).
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MATERIALES Y METODOS

Pesar las cantidades
correspondientes de PVP
K30, HPMCAS, TWEEN 80

v RESV para cada

\ dispersién J

/

T

Agitar por 5 minutos mas
(Nivel de agitacién=3).

¥

A §

"

Medir las cantidades de
Agua y Etanol a utilizar.

Montar el Ultraturrax

N

En un vaso de 1 litro, adicionar el 40% de
agua, adicionar poco a poco la PVP K30.

Nota: Cuando se adicione mds cantidad
@gar el ultra-turrax. Nive!l de agitacién=

con el 30% de EtOH, y

Adicionar el RSV (Nivel de
agitacién=3). Hacer lavados

adicionar su contenido al vaso
\ de la dispersion. /

En otro vaso de 2 litros, adicionar el 40%
de agua, adicionar poco a poco el HPMCAS.
Nota: Cuando se adicione mds cantidad

/ @gar el ultra-turrax. Nivel de agitaciy
2 3

\

SR

TN
_4_@ SN

Adicionar el 50% del EtOH
a la cantidad de RESV
pesada

./

Adicionar el Tween 80,
agitar durante un minuto.
Nivel de agitacién=2

—

Cortar un bolsa, para cubrir dos
charolas de metal. Cubrir las
charolas de metal con la bolsa

Qadadas, fijar con un poco de
masking tape. /

N

Adicionar la PVP k 30 disuelta (Vaso A), al
vaso B. (Nivel de agitacion=3). Con el 20%
restante de agua, hacer varios lavados al

vaso A y adicionar su contenido al vasy

\

Revisar que la estufa se
encuentra calentando a 50°C

Y

Meter las charolas y colocar las
dispersion, tratando de hacer un
capa fina.

-

Esperar 3-4 dias, sacar la
dispersién, y trozarla con las
manos.

Figura 23. Metodologia para la preparacion de las Dispersiones sdlidas de resveratrol
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o

Moler la dispersidn, durante 2
minutos, dejas enfriar el molido y
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MATERIALES Y METODOS

6.2.2.3 Barrido espectrofotométrico de las dispersiones sdlidas de
resveratrol

Se realizo un barrido de cada una de las dispersiones sélidas, las cuales se disolvieron en

una mezcla etanol: agua en una proporcion 50:50. Se llevd a una concentracion final de 9.4

pg/mL aforando con medio pH 1.2.

Pesar la cantidad
equivalente a 3.766 mg
de RSV en vasos de
precipitados

Adicionar 10 mL de
medio
(Agua:EtOH;50:50)

200-500nm)

-

Realizar los barridos de cada
muestra (Software Scan,
rando de longitud de onda:

J

Agitar por 10 minutos

4 )

Trasvasar el contenido a un
matraz volumeétrico de 20 mL.

Nivel de velocidad 8

Llevar a la marca de aforo
con el medio (Solucién
amortiguadora HCI pH 1.2).
Concentracion final: 9.4
ug/mL

~

-

m

Tomar una alicuotade 0.5
mL con una pipeta
volumétrica. Adicionar la

\ alicuota en un matraz /

Realizar varios lavados con

\medio, y vaciar al malraz/
2 !
\

Llevar:a la marca de aforo

con el medio

Figura 254. Metodologia sequida en el barrido de las dispersiones sdlidas de Resveratrol

6.2.2.4 Ensayo

Para cuantificar la cantidad de resveratrol en la dispersion solida, se realizé por triplicado el

ensayo descrito en la figura 25. Metodologia seguida para el procedimiento de ensayo.
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Pesar aproximadamente
bien conocido 0.030 g de
dispersidn. Realizar por

triplicado

Adicionar 10 mL de
medio

/

(Agua:EtOH;50:50)

\

J

LY
- VAN

o M ok e WA P R
N i v creen e
™

—
e | Qs

)

N

Lectura de las muestras en el espectrofotometro:
* Prender el espectrofotometro y la computadora 15
minutos antes de ocuparlo.
+  Abrir "simple reads"y ajustar a una longitud de 306 nm
+ Ajustar a cero con el medio
+ Leercada muestra

/

Agitar por 20 minutos
Nivel de velocidad 8

N

Leer las muestras en el
espectrofotémetro.

/

Trasvasar el contenido a un
matraz volumétrico de 20 mL.
Realizar varios lavados con
medio, y vaciar al matraz

)l

Llevar ala marca de aforo

1]

Llevaria la marca de aforo

con el medio

Figura 265. Metodologia seguida para la prueba de ensayo
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Tomar una alicuotade 2mL
con una pipeta volumétrica.
Adicionar la alicuota en un

@traz volumétrico de 50 ny
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MATERIALES Y METODOS

6.2.3 Validacion del método analitico para los perfiles de disolucion.

6.3.1 Especificidad

Se realizd la especificidad, con la finalidad de demostrar que el método es capaz de obtener
una respuesta debida Uinicamente al resveratrol. Esto se llevo a cabo mediante un barrido
espectrofotométrico del analito, un placebo y la muestra a las mismas condiciones,

demostrado que estos absorben en una longitud de onda diferente.

6.3.2 Linealidad del sistema

Se realizo la linealidad del sistema con la finalidad de demostrar que los datos obtenidos
fueran directamente proporcionales a la concentracion del analito (RSV) en un rango de
concentraciones determinado.

Para esto, se evalud con una curva de calibracion en un intervalo de seis concentraciones

por triplicado, preparadas a partir de la misma solucion patron.

——
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MATERIALES Y METODOS

Pesar 15 mg de
estandar de

resveratrol

rd Y
En el software 3 De la solucién anterior, tomar las siguientes alicuotas, \
“Simple Reads” a la adicionarlas matraces volumétricos de 10 mLy llevar a la marca
longitud de onda de de aforo con el mismo medio.
306 nm, obtener la
absorbancia de los
ultimos 18 sistemas
—
preparados.
Realizando un a1 m-l:q_sm gmL
blanqueo con el A & T
medio de disolucion. 1 1 1 1 1 1 Realizar
\ / or
1\\,_L ,/r AN A AL A A AN p
I-._/ '\._..I I-._r \_.-I I-._.l \_.-I I.._f \_.-I I_f \.I Vi ", trII:IlIC a dDI
=) (=) (=) | = ) =) - /
0.21 {ug/mi) 2.1 ug/mi) B.4 {ug/mi) /
- 1.05 (ug/mi) 4.2 {pe/mil) 16.8 {ug/ml) iy

e N ™

f Trasvasar el \ De la solucion patron,
Resveratrol a un hacer una dilucion
matraz volumétrico
de 100 mL y disolver
en Agua: Etanol

7:50, llevar al aforo
con el mismo medio.

— (50:50), —
— |
., I =) =
e AN __/'

Figura 286. Metodologia sequida en la linealidad del sistema.
6.3.3 Linealidad del método.

Se realizd la linealidad del método con la finalidad de demostrar que los datos obtenidos
fueran directamente proporcionales a la concentracion del analito (RSV) en un rango de
concentraciones determinado. Se evalud con una curva de calibracion en un intervalo de

seis concentraciones por triplicado, preparadas a partir de una solucion patron.

——

]
50 |



MATERIALES Y METODOS

/ Pesar 15 mg \ / Trasvasar el \ /De la solucion patrén,\

estandar de Resveratrol a un hacer una dilucion
resveratrol matraz volumétrico 7:50, llevar al aforo
de 100 mL y disolver con el mismo medio.

en HCl pH 1.2

N2 \ 2R l J
ﬁla solucidn patron diluida, tomar las siguientes alicuoh /Preparar 50 mL de un\

y adicionarlas matraces volumétricos de 10 mL, a cada
. L placebo, con la
sistema adicionar 2 mL del placebo y llevar al aforo con HCI . ;
maxima cantidad de

1.2 PVP K30, Tween 80%y
HPMCAS usada en las
dispersiones,
disolverlo el HCI 1.2

mL

Realizar
por < & & & >
triplicado
0.21 (ug/ml) 2.1 {pg/ml) 8.4 (ug/ml) \ /
1.05 {ug/ml) 4.2 (pg/ml) 16.8 (ug/ml)
g /

|

En el software “Simple Reads” a la longitud de onda de 306 nm, obtener la absorbancia de
los 18 sistemas preparados. Realizando un blanqueo con el medio de disolucion.

Figura 27. Metodologia sequida en la linealidad del método.
6.3.4 Precision del sistema

Para evaluar la precision del sistema se evaluaron tres niveles de concentracién por

sextuplicado.

——
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/ De la solucién patrén \

preparada para
linealidad, hacer una
dilucién 15:100, llevar al

/ De la solucién anterior, tomar las siguientes \

alicuotas, adicionarlas matraces volumétricos de 10
mLy llevar a la marca de aforo con el mismo medio.

aforo con el mismo
medio.

T 8 mL

DSm’!,/ 2mL —

A

A Realizar por
Jk J_L sextuplicado
1. 12mfml} 45 Epg’;m” 18. mmlj /

!

En el software “Simple Reads” a la longitud de onda de
306 nm, obtener la absorbancia de los Ultimos 18 sistemas
preparados.

Realizando un blanqueo con el medio de disolucién.

Figura 28. Metodologia sequida en la precision del sistema.

6.3.5 Precision del método.

Para evaluar la precision del método se evaluaron tres niveles de concentracion por

sextuplicado. El medio de disolucion correspondiente fue acido clorhidrico pH 1.2.

——
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/De la solucion patrén\

preparada para
linealidad, hacer una
dilucién 15:100,
llevar al aforo con el
mismo medio

/Preparar 50 mLde un\

placebo, con la
maxima cantidad de
PVP K30, Tween 80®y
HPMCAS usada en las
dispersiones,
disolverlo el HCl 1.2

. /

/ En el software \

“Simple Reads” a la
longitud de onda de
306 nm, obtener la
absorbancia de los 18
sistemas preparados.
Realizando un
blangueo con el
medio de disolucidn.

. /

h A

. /

!

ﬁla solucion patron diluida, tomar las siguientes alicuom

\_

y adicionarlas matraces volumétricos de 10 mL, a cada
sistema adicionar 2 mL del placebo y llevar al afaro con HCI
1.2
05 o 2mlL | —&mL
=i

Realizar por i
sextuplicado // \

=) =)

1.125 (ug/ml) 4.5 (ug/ml)

(Nl
18-0{ug/y

Figura 29. Metodologia seguida en la precision del método.

6.3.6 Influencia del filtro

De acuerdo con el Método General de Andlisis se recomienda la validacion de filtros para

eliminar la posibilidad de adsorcion significativa del analito y/o libracion de sustancias con

respecto al filtro.

En esta prueba se evaluo la interferencia de 4 filtros, para la cual se prepararon dos
soluciones de diferentes concentraciones partiendo de la solucidén stock preparada en la
linealidad del sistema, de estas se tomaron seis alicuotas para filtrarse con cada filtro y cada
una de ellas se leyd en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 306nm, leyendo

también un blanco con el medio de disolucion (solucion pH 1.2) , al final se compard el

valor de la absorbancia con el de las mismas soluciones pero sin filtrar.
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MATERIALES Y METODOS

/ De la solucién patrén \\

preparacda para linealidad,
tomar una alicuotade 1
mLyotrade 10mLy " jui
trasvasar a un matraz g | .
valumétrico de 100 mL | 1

cada una. (= | é
[£8 5usfmtl g (15 pgsmt) 5
i l =
(1 mL) ﬂ {10 mL) ﬂ:' [2.7um)

Ga solucidn de 1.5 pg/mL y con ayuda dejerinﬁ @a solucion de 15 pg/mLy con ayuda de jen‘%
tomar seis alicuotas de 3 mL para cada filtro v filtrar. tomar seis alicuotas de 3 mL para cada filtroy

filtrar.

150 pg/ml

\\5 pg/mL) (15 pg,:’mL]/‘

(8 pum)

[ En el software “Simple Reads” a la longitud de onda de 306 nm, obtener la absorbancia de las seis alicuotas filtradas y de la misma selucidn sin filtrar. }

Repetir este paso para cada uno de |os filtros

Figura 3029. Metodologia sequida para evaluar la influencia del filtro.

6.2.4 Perfiles de Disolucion.

Los perfiles de disolucion se realizaron en el aparato IV de la USP.
Existen factores de la prueba que afectan el proceso de disolucion, por lo que se realizaron
pruebas preliminares para determinar las condiciones de obtencion de los perfiles de
disolucion, a continuacion, aparece un listado de las condiciones bajo las que se opero:
e Equipo de disolucion: Equipo IV de la USP, marca SOTAX, modelo CH 4008 BASEL.
e Modo de operacion: flujo continuo, sistema abierto
e Velocidad de flujo: 4 mL/min
e Composicion del medio de disolucion: solucion amortiguadora HCI pH 1.2
e Temperatura del medio de disolucion: 37 £5 °C
e Tipo de celda: celda para solidos con un didmetro interno de 22.6 mm
e Especificacion de las perlas:
a. Perlas de vidrio de 5 mm de diametro
b. 14 g de perlas para cada una de las celdas en la cama inferior

c. 8 gde perlas para cada una de las celdas después de colocar los polvos

&

Total de perlas empleadas: 22 g por cada una de las celdas

[ 5]



MATERIALES Y METODOS

Muestra: la muestra se colocd sobre un lecho de perlas (flujo laminar), no se empled la
celda para polvos, debido a la reproducibilidad entre cada prueba

Filtro: se empleo el filtro de microfibra de vidrio grado GF/D (2.7 pm)

Muestreo: se tomaron muestras a los 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 90, 120, 150

y 180 minutos.

——
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Llenar 3/4 partes de
la tina del aparato IV.

\ Conectary

encenderlo.

/

Pesar la cantidad de
dispersion

/ \equivgfrgz SaVO.OSD

Verificar que la
temperatura del
agua de la tina se
encuentre a 37°C

\

Colocarlos

-3
ncenaer la bomba
y ajustar el flujo, a 4

mL/min.

Colocar cada cabezal en su
lugar correspondiente y
cerrar a presion. Ajustar los
cabezales hasta que no se

\cilindros en su Iugay

muevan y que los vasos no
\ se inclinen. /

Limpiar bien los cabezales

L

Lienar la celda con
perlas grandes hasta

\ la linea marcada /

cada uno.

\yCoIocar un filtro GF/D, en

/

ll-n-lw A e
8 e Crenen e

t 18 8

™

Tomar una muestra y leerla en el
espectrofotémetro a la longitud de

onda optima: 306 nm. (Software
\ empleado: Simple reads)

Adicionar la dispersion a la
celda procurando que caiga

en el centro. Colocar mas
\perlas hasta llenar la celdy

Figura 301. Metodologia empleada para la prueba de disolucion en el Aparato IV USP

]
561

—



MATERIALES Y METODOS

6.2.5 Obtencion de los parametros cinéticos de los perfiles de
disolucion.

Los datos obtenidos durante el desarrollo de los perfiles de disolucion fueron: tiempos de
muestreo, volumen recolectado en el intervalo de tiempo (VU), y absorbancia obtenida de
la muestra recolectada, en algunos casos fue necesario realizar diluciones (con medio HCI
pH 1.2).

La concentracion se calculd mediante el método del estdndar externo, empleando la

AbSmuestra

* Concentracion standaar-
AbSEstiandar

formula Concentracionyestra =

El estandar empleado, se encontrd a una concentracion final de 8.8 mg/mL, en medio HCI
pH 1.2.
Se realiz6 una tabla de tiempo vs concentracidon y se obtienen los siguientes parametros:

» Cuao—=Concentracion maxima disuelta en el perfil

» Tuw~=Tiempo expresado en minimos que indica el momento en el que el fArmaco alcanza la

concentracion maxima en el perfil

> ABCS"“""= Area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta el tiempo en que se alcanza la
concentracion maxima.

> ABCS(180)=Area bajo la curva desde el tiempo 0 hasta los 180 min transcurridos en el

perfil de disolucion.

Para la determinacion de los pardmetros farmacocinéticos se utilizdo el complemento de
Excel DDSolver, exceptuando Cmax Y Tmax los cuales se calcularon de forma visual, ya que
su determinacidn no tiene mayor complejidad.

Con la funcion =DD_AUC se calcularon las areas bajo la curva, tanto del tiempo cero a tmax
como a los 180 minutos de muestreo, seleccionando solo el intervalo correspondiente para

cada una.

——
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TIEMPO CONCENTRACION C
1 21.58463425
2 29.39566817
3 40.14123416

e il oy 23.21242338 N +— Cpax
5 41.06187168
10 38.70993053
15 32.98471598
20 29.35970576
25 25.41103392
30 22.20634246
40 16.13848794
50 12.8961177
60 10.53482632
90 7.193199837
120 5.073575807
150 3.870993053
180 3.461740907 ‘
[ AUC " [=DD_AuC(A26:A42.626:842) «——ABCy-u150

Figura 312. Metodologia para calcular los pardmetros farmacocinéticos en complemento de Excel
DDSolver

6.2.6 Solubilidad

Se realizaron pruebas de solubilidad a cada una de las dispersiones solidas obtenidas, asi
como a la materia prima. Esta se realiz6 siguiendo el método de agitacion de matraces.
Para la preparacion de las soluciones saturadas que se emplearon en el presente estudio de
solubilidad fue necesaria la preparacién de tres medios, los cuales fueron seleccionados
considerando una futura administraciéon en un modelo animal:

e Mezcla EtOH:H»O 25:75

e Mezcla EtOH:H,O 12.5:87.5

e HO

Para la realizacion de la prueba, se adiciond un exceso de RSV o de la dispersion solida en
matraces, con 20 mL de medio hasta lograr la saturacion en cada uno de los medios

mencionados. Paralelamente se prepar6 un estaindar de RSV en cada uno de los medios.

——
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’ = ‘ ‘;‘ -— o
—_— e Colocar 20 mL de medio
Pesar aproximadamente (Mezcla EtOH:H20 - Agitar por 24 horas a temperatura ambiente.
bien conocido 1.5 g de 25:75, mezcla EtOH:H20 Agregar la cantidad pesada de Nivel de agitacién: 8

dispersion solida y RSV 12.5:87.5, agua) en

cada dispersién al matraz
\ materia prima / \, matraces por separado / \ correspondiente /

e
Realizar un barrido =
espectrofotométrico (Rango Realizar una dilucién de 2 Tomar una alicuotade 0.5 Filtrar cada una de las
de longitud de onda: 200-500 mL en 20 mL en casode ser mL de la solucién y aforara soluciones (Papel Whatman
nm) a cada una de las necesario. Aforarconel 50 mL con el medio 542)

\soluciones y al esténdar/ \ medio correspondiente / \ correspondiente / \ /

Obtener la absorbancia a la
longitud de onda optima

- /

Figura 323. Metodologia empleada para la prueba de solubilidad

6.2.7 Espectroscopia de Infrarrojo Cercano (NIR)

Otro método para la caracterizacion de las dispersiones fue la realizacion de espectros
mediante la Espectroscopia de Infrarrojo Cercano.

La realizacion de este método fue por triplicado y de manera directa, es decir, se coloco el
polvo de interés (dispersiones soOlidas formuladas y materias primas) en el accesorio

adecuado (Tubo de vidrio), y se ley6 en el NIR.
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N

Colocar una muestra de cada dispersion
sdlida y materias primas. Realizar por

triplicado Leer la referencia.
\ \ Software empleado: VISION®
/ : \:‘ 2 derivada con Segment: 10,20, 30y 40 ‘\ \
=POU WUy
=AY A

£ § 3

e

21 = > 2
W0 E0 TIO TI) B0 850 M0 550 1000 1050 1100 110 1200 1280 100 10 1400 1450 100 1550 MOD WED TR0 17SO 1800 |
Wavelength

l;'a_'un'

Guardar los espectros y obtener la
\segunda derivada para su analisis / \ Leer las muestras j

Figura 334. Metodologia empleada en espectrofotometria de infrarrojo cercano
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7. Resultados y discusion

7.1 Espectrofotometria UV Visible

7.1.1 Barrido espectrofotométrico de Resveratrol materia prima

Debido a que el RSV no es soluble en medio acido, primeramente fue solubilizado en una
mezcla EtOH:H>0 50:50 y el medio final fue una solucion amortiguadora HCI pH 1.2.
Como se puede observar en el grafico 1, la longitud maxima de absorcion fue a 306 nm
para trans-RSV.

Para la prueba de solubilidad, se realizaron barridos en diferentes medios, siendo la
longitud de onda maxima 305 para las mezclas EtOH:H,O 25:75, EtOH:H,0 12.5:87.5, y

agua.

==RSV en solucién amortiguadora HCI pH
1.2

2.5
RSV en medio EtOH:H20 25:75

—RSV en medio EtOH:H20 12.5:87.5

==RSV en medio EtOH:H20 0:100

Absorbancia

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm)

Grdfico 1. Espectro de absorcion de RSV en diferentes medios
7.1.2 Barrido espectrofotométrico de los excipientes

Se observa en el Grafico 2 que los excipientes no absorben a en un rango de 275 a 400 nm,

por lo que no hay interferencia de los acarreadores en las senales obtenidas del RSV.

——
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—PVPK30
2.5

—HPMCAS MF

1.5 —Tween 80

Absorbancia

0.5

0

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm)

Grdfico 2. Espectro de absorcion de los excipientes empleados como acarreadores en la
elaboracion de las dispersiones sdlidas

7.1.3 Barrido espectrofotométrico de las dispersiones sdlidas de resveratrol

Todas las dispersiones solidas mostraron una longitud de onda maxima de 306 nm en el

medio seleccionado (Solucion amortiguadora HCI pH 1.2).

——
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==-RSV MATERIA PRIMA

3
—LOTE4 PVPK30:HPMCAS:TWEENSO 12:12:0.5
2.5 LOTES PVPK30:HPMCAS:TWEENSO 12:6:0
, —LOTES PVPK30:HPMCAS:TWEEN 80 12:6:0
(1]
S LOTE10 PVPK30:HP MCAS:TWEENSO 12:0:0.5
8 15
} ..
Q
W
D
<
0.5
0

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Longitud de onda (nm)

Grdfico 3. Espectro de absorcion de las dispersiones sdlidas con mayor contenido de PVP K 30 y RSV
materia prima

3 = =RSV MATERIA PRIMA
LOTE2 PVPK30:HPMCAS:TWEENSO 0:12:0.5
25
===|0TE4 PVPK30:HPMCAS:TWEEN80 12:12:0.5
© 2
'c LOTE 12 PVPK30:HPMCAS:TWEENSO 6:12:1
c
S
= 15 T T e ==L0TE14 PVPK30:HPMCAS:TWEEN80 6:12:0
[=] TN - h)
' ’
2~
4
1
0.5
0
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Grdfico 4. Espectro de absorcion de las dispersiones sdlidas con mayor contenido de HPMCAS y de
RSV materia prima
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3
= =RSV MATERIA PRIMA
25
===Lote 1 PVPK30:HPMCAS:;TWEENBO 0:6:0
2 ===LOTE2 PVPK30:HPMCAS:TWEENS0 0:12:0.5
3
o
c LOTE3 PVPK30:HPMCAS:TWEENSO 0:0:0.5
@
e 1-5 o
F ~
8 R P » —LOTE15 PVPK30:HPMCAS:TWEENSO 0:6:1
2
<
1
0.5
3 —ame :
0 - - e . ...
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Grdfico 5. Espectro de absorcion de las dispersiones sélidas de RSV materia prima sin contenido de

PVP K 30.
3
== «==RSV MATERIA PRIMA
2.5
=== OTE 6 PVPK30:HPMCAS:TWEEN80 6:6:0.5
2 =—LOTE 7 PVPK30:HPMCAS:TWEEN80 6:6:0.5
5
Lo
c e==|0OTE9 PVPK30:HPMCAS:TWEEN80 6:6:0.5
©
L 15
o
[
Ke]
<
1
0.5
0 o -
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)
Grdfico 6. Barrido espectrofotométrico de los lotes centrales de las Dispersiones sélidas de RSV y de
RSV materia prima




RESULTADOS Y DISCUSION

7.2 Espectrometria de Infrarrojo cercano

Se eligi6 realizar un andlisis de espectrometria de Infrarrojo Cercano (NIRS por sus siglas
en inglés), la cual es una tecnica no destructiva de la muestra, no requiere algun tipo de
tratamiento y no produce residuos.

Es sabido que la aplicacion de la espectroscopia NIR permite obtener informacién tanto
cuantitativa como cualitativa. Para fines del presente trabajo, solo se muestra un andlisis
cualitativo, el cual consiste en el agrupamiento o separacion de muestras en funcion de las

similitudes o diferencias de sus caracteristicas espectrales. Esta aplicaciéon puede ser

valiosa para la identificacion de materias primas y para estudiar la composicion de cada una

de las dispersiones solidas elaboradas.
Las muestras se leyeron en un rango de longitud de onda de 1100 a 2500 nm (9090-4000

cm™). La forma maés habitual de cuantificar la absorcion de energia es a partir de la medida
de la energia reflejada (A= log (1/R)) o transmitida (A= log (1/T)) por la muestra, donde R

y T son el valor de reflectancia o transmitancia respectivamente. A continuacion se

meustran los espectros obtenidos.

0.55

0.5

0.45

= \
3 /v oap
= ’ LA “
& 04 7 A
k) ! ~a_t
.g ]
[}
£ ’
£ 035 !
o ,\—\ Iy '
2 U
] - - ! —==RSV MATERIA PRIMA
< - ] “ 8!
\‘ l” \\ "
03 N 7 \ ]
\ ] N
\ [ N
\\ ' -4
~ ’
\_~I
0.25
0.2 T T j
1500 2000 2500

1000
Longitud de onda (nm)

Grdfico 7. Espectro infrarrojo de RSV materia prima
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La materia prima de Resveratrol empleada muestra picos caracteristicos a 1526 nm (6553
cm™), 1576 nm (6345 cm™), 1674 nm (5973 cm™), 1930 nm (5181 cm™), 2144 nm (2664
cm™), 2278 nm (4390 cm™), 2316 nm (4318 cm™!) y 2470 nm (4049 cm™).

La baja diferenciacion que normalmente presentan los espectros puede ser mejorada
derivando los espectros obtenidos. El punto maximo de absorcion del espectro normal
corresponde a un minimo en la segunda derivada, como se muestra a continuacion para el

espectro del RSV materia prima.

0.6 0.04
0.02
0.5
}
0.0
0.4
2
E 0.02 2 e phsorbancdia
= =
203 :
£ 2
< -0.04 £
= | ntensid ad
(Segunda
0.2 derivada)
-0.06
0.1
-0.08
0.0 0.1
1000 1200 1400 1600 1800 2000 X200 2400

Longitud de onda (nm)

Grdfico 8. Superposicion del espectro NIR de resveratrol sin derivar y el espectro de la sequnda
derivada
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0.02
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1000 leOU 140M V 1600 UV 1800 VZUUO

-0.02

Intensidad

-0.04

-0.06

-0.08

-0.1
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a

~——RSV MATERIA PRIMA

Grdfico 9. Espectro infrarrojo de RSV materia prima: sequnda derivada

A continuacion, se presentan los perfiles de espectrometria de infrarrojo cercano para las

dispersiones solidas de RSV.
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PVPK30:HPMCAS:TWEEN
80 12:12:0.5
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Grdfico 10. Espectros de Infrarrojo cercano de las dispersiones sélidas con mayor contenido de PKP
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Grdfico 11. Espectros de infrarrojo cercano de las dispersiones sdlidas con mayor contenido de PVP
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K 30: segunda derivada
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El grafico 10 muestra los espectros de las dispersiones marcadas como lotes 4, 5, 8 y 10, las
cuales corresponden a las formulaciones con el nivel més alto de PVP K 30. De la misma
manera, se muestran los espectros de la materia prima y de este excipiente. Como se
aprecia, las dispersiones muestran un espectro mas parecido al de polimero que a la materia
prima, lo cual puede atribuirse a un efecto de dilucion del activo dentro del polimero al
encontrarse en mayor proporcion

Al realizar la derivacion del espectro y tener mejor visualizacion de los picos, se tiene que
las dispersiones solidas tienden a ser similares al espectro del polimero PVP K 30, sin

embargo, existen picos que siguen la tendencia del resveratrol materia prima.

0.55

05 1

-==RSV MATERIA PRIMA
0.45 -

—LOTE 2
PVPK30:HPMCAS:Tween80
0:12:0.5

—LOTE 4
PVPK30:HPMCAS:Tween80
12:12:0.5

~——LOTE 12
PVPK30:HPMCAS:Tween80
6:12:1
LOTE 14
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6:12:0

o
=
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o
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02 + . .
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Grdfico 12. Espectros de Infrarrojo cercano de las dispersiones sdlidas con mayor contenido de
HPMCAS MF
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Grdfico 13. Espectros de Infrarrojo cercano de las dispersiones sdlidas con mayor contenido de

HPMCAS MF: segunda derivada
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Grdfico 14. Espectros de Infrarrojo cercano de las dispersiones sdlidas sin contenido de PVP K30
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Grdfico 15. Espectros de Infrarrojo cercano de las dispersiones sdlidas sin contenido de PVP K30:
segunda derivada

Los graficos 14 y 15 muestran los espectros de infrarrojo cercano de aquellas dispersiones
solidas que no contienen PVP K 30, los lotes 1,2 y 15 presentan espectros parecidos debido
a la presencia de HPMCAS MF, sin embargo, el lote 3, formulado uinicamente con un nivel
central de Tween 80®, presenta un comportamiento similar a la materia prima.

Todos los espectros presentan picos caracteristicos a 1526 y 2144 nm lo que indica la

presencia de resveratrol en las dispersiones s6lidas formuladas.

]
711

——



RESULTADOS Y DISCUSION

0.5

0.45

Longitud de onda (nm)

—LOTE6
— 04 PVPK30:HPMCAS:TWEEN
&« 80 6:6:0.5
:I-
g —LOTE 7
= 035 PVPK30:HPMCAS:TWEEN
= 80 6:6:0.5
o
5 —LOTE 9
= PVPK30:HPMCAS:TWEEN
80 6:6:0.5
0.25
0.2
1000 1500 2000 2500
Longitud de onda (nm)
Grdfico 16. Espectros de Infrarrojo cercano de lotes centrales
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Grdfico 17. Espectros de Infrarrojo cercano de lotes centrales: sequnda derivada
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Los lotes centrales también fueron sometidos a espectrometria NIR, como se observa en los

graficos 16 y 17. Al ser formulaciones iguales, los graficos se superponen al obtener la

segunda derivada

7.3 Validacion del método analitico para perfiles de disolucion.

7.3.1 Linealidad

Los datos obtenidos en la curva de calibracion en medio EtOH:H»O 50:50, se sometieron a

un analisis estadistico para demostrar la linealidad del sistema.

Tabla 4. Resultados de las caracteristicas evaluadas para la linealidad del sistema de la curva de

calibracion en medio EtOH:H,0 50:50 con un nivel de significancia =95%.

Resultados de la regresion

% C.V. 1.0994
Coeficiente de correlacion  0.9999
multiple

Coeficiente de 0.9999

Determinacion (R?)

Pendiente = 0.142447

Inferior 95% Superior 95%
0.1421 0.1427
Intercepto (b) = 0.001780
Inferior 95% Superior 95%
-0.0007 0.0042

Tabla 5. Resultados de linealidad del sistema en medio EtOH:H>0 50:50

Absorbancia/
Concentracion
Promedio 0.0016
Desviacion estandar 0.1435
%CV 1.0994
(7]
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Tabla 6. Resultados del andlisis de varianza para la curva de calibracion en medio EtOH:H,0 50:50

ANALISIS DE VARIANZA
Grados Suma de Promedio de F Valor critico de
de cuadrados | los cuadrados F
libertad
Regresion 1 11.9999 11.9999 912143.801 1.75993E-39
Residuos 16 0.0002 1.3155E-05
Total 17 12.0001

Se realizé un analisis de varianza para calcular el valor de F, como el valor de F calculada
es mayor al valor critico de F, se puede afirmar que existe una relacion lineal entre la

concentracion y absorbancia en el rango de concentraciones que se trabajo.

y =0.1424x + 0.0018

Absorbancia
|_‘L

0 5 10 15 20
Concentracion RSV (ug/mL)

Grdfico 18. Curva de calibracion de Resveratrol en una mezcla EtOH:H,0 50:50

De la misma manera se evalu6 una curva de calibracion en solucion amortiguadora HC1 pH

1.2, sometiéndose a un analisis estadistico. Los resultados se muestran a continuacion:

——
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Tabla 7. Resultados de las caracteristicas evaluadas para la linealidad del sistema de la curva de
calibracion en solucion amortiguadora HCl pH 1.2 con un nivel de significancia =95%.
Resultados de la regresion

% C.V. 1.0108
Coeficiente de correlacion ~ 0.9999
multiple

Coeficiente de 0.9999
Determinacion (R?)

Pendiente = 0.13745470

Inferior 95% Superior 95%
0.1370 0.1379
Intercepto (b) = 0.0025639
Inferior 95% Superior 95%
-0.0013 0.0064

Tabla 8. Resultados de linealidad del método en soluciéon amortiguadora HCl pH 1.2

Absorbancia/

Concentracion
Promedio 0.0014
Desviacion estandar 0.1380
%CV 1.0108

Tabla 9. Resultados del andlisis de varianza para la curva de calibracion en solucion amortiguadora

HCl pH 1.2
ANALISIS DE VARIANZA
Grados Suma de Promedio de F Valor critico
de cuadrados  los cuadrados de F

libertad
Regresion 1 11.1734 11.1734 361989.230 2.85988E-36
Residuos 16 0.00049 3.08668E-05
Total 17 11.1739

Se realiz6 un analisis de varianza para calcular el valor de F, como el valor de F calculada
es mayor al valor critico de F, se puede afirmar que existe una relacion lineal entre la

concentracion y absorbancia en el rango de concentraciones que se trabajo.

——
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Grdfico 19. Curva de calibracion de Resveratrol en solucion amortiguadora HCl pH 1.2

De acuerdo con los Graficos 18 y 19, se observa una tendencia lineal de la concentracion de
RSV con respecto a la respuesta, en ambos medios. Esta conclusion se refuerza con las
estadisticas de regresion de cada curva de calibracion, donde los valores obtenidos para el
coeficiente de correlacion, coeficiente de determinacion y coeficiente de variacion que se
muestran en las tablas 2 y 5 para las curvas de calibracion en los dos medios, se encuentran

dentro de los criterios de aceptacion establecidos para determinar la linealidad del sistema.

Tabla 10. Criterios de aceptacion para la evaluar linealidad del sistema
Criterios de aceptacion: Linealidad del sistema

Factor de evaluacion Criterio

Coeficiente de correlacion >0.999

Coeficiente de determinacion >0.98

Error relativo debido a la regresion <2%

Intercepto Estadisticamente = 0
IC intercepto Contiene al 0

%CV <2%

A partir de la informacion arrojada en el andlisis realizado para cada medio, se determina
que existe una relacion lineal entre la concentracion de RSV y la respuesta analitica con un

nivel de significancia del 95%.
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7.3.2 Precision

Para evaluar la precision del sistema se tomaron en cuenta tres concentraciones por

sextuplicado, en ambos medios.

Tabla 11. Resultados para precision en medio EtOH:H,0 50:50 y HCl pH 1.2

Concentracion
(ng/mL)

Muestra Abs CA:lfi Abs é(l))i
1 0.1516 0.1444 0.1552 0.1478

2 0.1510 0.1438 0.1550 0.1476

3 0.1509 0.1437 0.1553 0.1479

4 0.1517 0.1445 0.1601 0.1525

5 0.1508 0.1436 0.1557 0.1483

6 0.1517 0.1445 0.1557 0.1483
Promedio 0.1441 0.1487

S 0.00041 0.00187

% CV 0.2830 1.2547
Muestra Abs LI Abs ANBEY
Conc Conc

1 0.5899 0.1405 0.6175 0.1470

2 0.5925 0.1411 0.6218 0.1480

3 0.593 0.1412 0.6198 0.1476

4 0.5935 0.1413 0.6212 0.1479

5 0.5933 0.1413 0.6226 0.1482

6 0.5929 0.1412 0.6200 0.1476
Promedio 0.1411 0.1477

S 0.00032 0.00043

% CV 0.2247 0.2912
Muestra Abs £k Abs Al
Conc Conc

1 2.3955 0.1426 2.5108 0.1495

2 2.3895 0.1422 2.5073 0.1492

3 2.3951 0.1426 2.5127 0.1496

4 2.3899 0.1423 2.5120 0.1495

5 2.3941 0.1425 2.5098 0.1494

6 2.3867 0.1421 2.5185 0.1499
Promedio 0.1424 0.1495
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Concentracion
(pg/mL)

0.00021
0.1505

0.00022
0.1500

Los valores calculados para %CV en las tres concentraciones son menores al 2%, en los dos

medios, por lo cual se establece que el sistema es preciso, considerando los criterios

establecidos.

Tabla 12. Criterios de aceptacion para la evaluar precision del sistema

Factor de evaluacion Criterio

%CV <2%

7.3.3 Influencia del filtro

Tabla 13. Resultados de la influencia del filtro utilizando una solucidn de concentracion de RSV:

15ug/mL.
SIN Microfibra  Microfibra Papel Microfibra

FILTRAR de vidrio de vidrio Whatman de vidrio
GF/D 2.7 GF/C 1.2 540 8 pum 934-AH 1.5

pm pm pm
Absorbancias de las 2.0857 2.0735 2.0791 2.0852 2.085
soluciones de RSV 2.086 2.0777 2.0823 2.0848 2.0745
2.0865 2.0775 2.086 2.0867 2.0745
2.0861 2.0877 2.0793 2.0853 2.0861
2.079 2.0853 2.0854 2.0758
2.0762 2.0824 2.086 2.0786
Media 2.0861 2.0786 2.0824 2.0856 2.0791
S 0.0003 0.0048 0.0029 0.0007 0.0052
% CV 0.0158 0.2325 0.1390 0.0325 0.2520
Diferencia Absoluta de solucion sin 0.7475 0.3675 0.0508 0.6992
filtrar y filtradas (%)
( |
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2.50

2.00

1.50

Medias de Absorbancias

1.00

0.50

0.00

Comparacién de Absorbancias de soluciones de RSV con 15 pg/mL filtradas y sin filtrar

H Media m Diferencia Absoluta de solucién sin filtrar y filtradas (%)
0.75 0.70
0.37
0.05
SIN FILTRAR Microfibra de vidrio GF/D Microfibra de vidrio GF/C Papel Whatman 540 8 um Microfibra de vidrio 934-
2.7 um 1.2 ym AH 1.5 um
Filtro

Grdfico 20. Medias y Diferencias absolutas para evaluar influencia del filtro en soluciones de RSV a

una concentracion de 15ug/mL

Tabla 14. Resultados de la influencia del filtro utilizando una solucién de concentracion de RSV: 1.5

ug/mL
SIN Microfibra  Microfibra Papel Microfibra

FILTRAR de vidrio de vidrio Whatman de vidrio
GF/D 2.7 GF/C 1.2 540 8 um 934-AH 1.5

pm pm pm
Absorbancias de las 0.2106 0.2092 0.2107 0.2089 0.2077
soluciones de RSV 0.2106 0.2094 0.2094 0.2098 0.2077
0.2085 0.2107 0.2084 0.208 0.2094
0.2084 0.2108 0.2106 0.2082 0.2064
0.2107 0.2107 0.2072 0.2053

(7 )
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SIN Microfibra  Microfibra Papel Microfibra
FILTRAR de vidrio de vidrio Whatman de vidrio
GFE/D 2.7 GF/C 1.2 5408 pm 934-AH 1.5

pm pm pm
0.2109 0.2095 0.2083 0.2087

Media 0.2095 0.2103 0.2099 0.2084 0.2075

S 0.0012 0.0008 0.0009 0.0009 0.0015

% CV 0.5928 0.3652 0.4484 0.4216 0.7203
Diferencia Absoluta de solucion sin 0.0758 0.0358 0.1125 0.1992

filtrar y filtradas (%)

Medias de Absorbancias
o
&

Grdfico 21.

Comparacion de Absorbancias de soluciones de Resveratrol con 1.5 pg/mL
filtradas y sin filtrar

B Media m Diferencia Absoluta de solucién sin filtrar y filtradas (%)

SIN FILTRAR Microfibra de Microfibra de  Papel Whatman  Microfibra de
vidrio GF/D 2.7 vidrio GF/C 1.2 540 8 um vidrio 934-AH 1.5
um um um

Medias y Diferencias absolutas para evaluar influencia del filtro en soluciones de RSV a
una concentracion de 1.5 pg/mL

Con los datos obtenidos para evaluar la influencia del filtro, se observa que la diferencia

absoluta es menor a 2% para todos los tipos de filtro y para las dos concentraciones de

RSV, por lo que se cumple el criterio sefialado en la NOM-177-SSA1-2013. Se eligi6 el

filtro de microfibra de vidrio grado GF/D (2.7 um) para llevar a cabo la prueba de

disolucion en el aparato IV.
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Tabla 15. Resultados de la validacion del método analitico para perfiles disolucion.

Parametro de
Desempeiio

Factor de Evaluacion

Criterio de Aceptacion

Valor obtenido

Linealidad del

1 (coeficiente de correlacion)

r>0.99

0.9999

12 (coeficiente de
determinacién)

r2>0.98

0.9999

IC (BO) (intervalo de

Sistema confianza de la ordenada al IC (B0) d:::) incluir el -0.0007 a 0.0042
origen)

C.V. (coeficiente de C.V. <2% 1.0994
variacion) e '

Precision del C.V. (coeficiente de C.V.<2% 0.9133
Sistema variacion) e '

r (coeficiente de correlacion) r>0.99 0.9999

12 (coeficiente de 2> 0.98 0.9999

Linealidad del
Método

determinacion)

1C (BO) (intervalo de
confianza de la ordenada al

IC (B0) debe incluir el

-0.0012a 0.0063

origen) cero
C.V. (coeficiente de C.V.<2% 1.0107
variacion)
Preci,si()n del C.V. (co_eﬁ_c,iente de C.V.<2% 1.3292
Método variacion)
Filtro 1 0.1503
La diferencia absoluta 0.3404
entre el promedio de los Filtro 2 0.3402
Influencia del Diferencia absoluta datos de por lo menos 6 0.1725
filtro muestras de solucion Filtro 3 0.0479
filtrada y sin filtrar debe 0.0447
ser igual o menor al 2% Filtro 4 0.4158
0.3363

7.4 Ensayo de contenido de RSV en las dispersiones sdlidas

——

81




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 16. Contenido de RSV en las dispersiones sdlidas

LOTE 1 0.030 12.141 86.692 0.176 1.450
LOTE 2 0.030 7.702 101.596 0.106 1.374
LOTE 3 0.015 50.216 100.932 0.141 0.280
LOTE 4 0.030 3.919 100.266 0.018 0.456
LOTE 5 0.030 5.240 103.368 0.081 1.539
LOTE 6 0.031 7.891 107.409 0.068 0.866
LOTE 7 0.031 7.990 108.604 0.189 2.363
LOTE 8 0.030 5.297 106.561 0.134 2.537
LOTE 9 0.031 7.751 106.176 0.147 1.900
LOTE 10 0.030 7.383 102.830 0.101 1.372
LOTE 11 0.030 12.425 100.360 0.136 1.097
LOTE 12 0.030 5.204 103.064 0.025 0.475
LOTE 13 0.030 13.200 106.329 0.062 0.472
LOTE 14 0.030 4.753 93.128 0.076 1.601
LOTE 15 0.030 10.717 84.687 0.105 0.979

En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos en la cuantificacion de RSV en cada
una de las dispersiones solidas obtenidas, dichos resultados se expresan como gramos de
RSV por cada 100 g de dispersion solida (%).

Ademas, se muestra una comparacion del porcentaje recuperado de RSV respecto a la
cantidad tedrica, el cual no es menor al 80%, lo que indica que se recupera casi toda la
cantidad inicial de RSV.

En todos los casos el %CV es menor al 3%.

7.5 Prueba de disolucion de las dispersiones sdlidas en el aparato
IV USP

——
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Para la construccion de los perfiles de disolucion, se colectaron los voliimenes a tiempos
determinados, se obtuvieron las respuestas analiticas y se determinaron las concentraciones
y el porcentaje de resveratrol disuelto para cada una de las formulaciones.

A continuacion, se muestran los perfiles obtenidos para cada una de ellas, asi como los
resultados de la materia prima. También se muestran las tablas y grafico correspondientes

al porcentaje disuelto de resveratrol en funcion del tiempo.




RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 17. Concentracion (ug/mL) de Resveratrol disuelto en cada una de las dispersiones sdlidas: datos
no acumulados, obtenidos en el aparato IV USP (Materia prima, lotes 1-3).

Tiempo Concentracion (ug/mL)
de Promedio + Desviacion estandar
muestreo

(min) Materia prima Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 29.7596 +1.5530 25.9279 +4.5064 7.5443 £0.6097 |13.8023 +3.1143
2 33.1906 +1.8941 30.1836 +4.3477 | 8.6457 £0.2679) |16.5690 +£3.9006
3 35.9412 +1.3909 33.1238 +4.3181 8.9919 +0.2343 |22.0414 +6.8762
4 38.8828 +0.3137 37.3399 £2.3369 9.1621 0+.2300 |19.4290 +3.7624
5 36.2539 +1.3352 35.0215 +2.1330 9.2507 £0.2130 | 17.5419 +2.4781
10 32.4681 +2.0795 32.0790 +2.2117 9.3895 +0.1813 | 15.6289 +2.1325
15 28.2068 +2.3529 29.3132 +1.4977 9.3769 +£0.2957 |13.8815 +1.8203
20 24.6341 +2.5712 27.5026 +1.1493 9.1230 £0.3280 | 12.3047 +£1.1482
25 20.5240 +1.2335 26.0081 +0.9974 8.8704 +£0.3325 |11.1320 +0.9140
30 17.4688 +0.4224 24.4300 +1.1504 8.6655 £0.2604 | 9.5766 +0.5315
40 14.2980 +0.6470 22.0291 +1.1590 8.4535 £0.2050 | 7.9960 +0.3762
50 12.0106 +1.2434 20.1720 +1.4359 8.1624 +0.1030 | 7.3387 £1.0201
60 9.9929 +1.0090 18.2580 +0.9718 7.8493 £0.1719 | 6.0288 +0.1222
90 7.1359 +0.9562 15.7567 +0.7876 7.2743 £0.3499 | 4.8199 +0.3858
120 5.7370 +0.8954 13.2385 +1.1171 6.6840 +£0.5300 | 3.8271 +0.0897
150 4.6078 +0.1440 11.1483 +0.9408 5.7398 £0.6590 | 3.4639 +0.0259
180 3.7194 +0.0912 9.1656 +0.8107 4.8445 +0.3818 | 3.1416 +0.0714

Tabla 18. Concentracion (ug/mL) de Resveratrol disuelto en cada una de las dispersiones sdlidas: datos
no acumulados, obtenidos en el aparato IV USP (Continuacion: lotes 4-7).

Tiempo de Concentracion (pg/mL)
muestreo . -y z
(min) Promedio + Desviacion estandar
Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7

1 59.3170 £3.6239 46.0268 +3.2909 12.6281 +0.8815 11.8624 +1.4068
2 66.4810 +2.5361 53.5090 +£2.7787 13.8057 +0.7160 14.3135 +1.0892
3 73.5446 +2.4906 64.9338 £2.7613 15.0630 +0.8528 15.0864 +0.8784
4 80.9397 +£2.0810 74.6050 £3.6517 20.7095 +1.4162 | 20.5895 £1.7387
5 88.0267 £1.4976 88.7057 +£5.8279 23.2149 +1.4568 | 23.5984 +2.3800
10 102.8308 +4.8346 | 106.6247 £1.7558 | 28.3929 +0.7275 | 27.2260 +£1.9428
15 120.3918 +9.1826 90.6207 +6.3453 26.0121 +0.7321 | 25.2852 +£2.5294
20 137.1405 +2.6979 80.5726 +3.1842 23.4267 +£1.1238 | 23.0738 +0.6945
25 128.6669 +3.1667 73.9144 +2.6027 21.8246 +1.1579 | 21.4576 +0.8336
30 120.7000 +4.8575 68.8552 +2.3768 19.8672 +1.4126 19.1662 +1.5348

( 1
1 % )
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Tiempo de
muestreo
(min)

Concentracion (ng/mL)
Promedio + Desviacion estandar

Lote 4

Lote 5

Lote 6

Lote 7

40

107.6559 +5.2674

63.7351 +1.2423

18.0329 +1.8835

15.8849 +3.2730

50

92.3008 +5.6375

57.3017 +1.4467

14.9187 +0.6352

14.2710 +£0.7052

60

79.8309 +£3.0937

51.1140 +2.0059

13.4795 +0.3446

12.9217 +£0.5892

90

65.9418 +£3.0136

43.5288 +0.9398

10.5193 +0.4897

10.1057 +£0.9746

120

58.0472 +£3.2826

35.9786 +£2.6600

7.8430 +0.9049

7.2772 £1.0016

150

50.1456 +2.2350

27.6278 £1.9071

6.4461 +0.8375

5.9702 £1.1096

180

39.5035 +£2.3923

19.0334 +£5.1879

5.1174 £0.7276

5.0259 +0.5006

Tabla 19. Concentracidn (ug/mL) de Resveratrol disuelto en cada una de las dispersiones sdlidas: datos
no acumulados, obtenidos en el aparato IV USP (Continuacion: lotes 8-11)

Tiempo Concentracion (ug/mL)
de Promedio + Desviacion estandar
muestreo

(min) Lote 8 Lote 9 Lote 10 Lote 11
1 136.6822 +3.8415 | 12.9421 +0.4134 76.4395 +3.8097 21.7992 +4.0780
2 149.4851 +0.8765 | 14.1452 +0.8448 92.3760 +8.1621 26.1652 +2.6289
3 160.0650 +1.3532 | 15.3245 +£0.7724 | 112.6061 +6.6004 | 28.8399 +0.9813
4 155.9054 £2.0566 | 20.5448 +£1.2102 | 127.3646 +2.3823 | 30.8053 +1.7436
5 149.8480 +£2.3472 | 23.2243 +1.8730 | 143.4268 +8.0447 | 27.7660 +0.5030
10 138.9663 +£2.3263 | 27.3813 +2.2664 | 155.4304 +7.5529 | 25.8760 +1.5378
15 125.8475 £2.6625 | 25.5698 +1.8637 | 144.3641 +11.4866 | 23.1899 +2.1294
20 114.6840 £3.6741 | 22.4174 +0.8807 | 128.8869 +£5.8120 | 20.3437 +1.5110
25 100.8065 £2.9473 | 20.6648 +0.5808 | 113.4562 +£6.2547 | 17.4052 +1.5418
30 89.7486 +1.8379 | 19.0462 +0.9878 | 101.1072 £5.0216 | 13.5301 +1.3900
40 72.7262 +4.3784 | 16.0919 +1.2249 90.2072 +3.6601 9.3219 +1.4166
50 58.9391 +2.4688 | 14.5279 +0.6347 78.7106 +4.9165 7.6233 +£1.4031
60 44,1820 +£2.4186 | 13.2273 +0.4019 63.0415 £1.5758 6.0606 +0.7919
920 27.8806 +£2.4500 | 10.2102 +0.8875 46.3968 +1.4416 4.7625 +0.6443
120 19.3066 +1.2062 7.6124 +0.9020 27.6320 +4.4858 3.8631 +0.3904
150 14.4791 +1.0640 6.2068 +0.8658 18.4624 +2.8979 3.4675 +0.4466
180 11.7592 +0.4925 5.0208 +0.6155 14.5981 +0.3395 2.9393 +0.5088

Tabla 20. Concentracion (ug/mL) de Resveratrol disuelto en cada una de las dispersiones sélidas: datos
no acumulados, obtenidos en el aparato IV USP (Continuacion: lotes 12-15

Tiempo de
muestreo

Concentracion (pg/mL)
Promedio + Desviacion estandar

( 1
1 % )
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(min) Lote 12 Lote 13 Lote 14 Lote 15
1 24.7966 +£2.6111 21.3173 £1.7194 | 32.2900 +2.9129 27.5826 £3.6670
2 26.8217 £2.4965 | 27.3758 +£4.0724 | 35.3710 £2.6582 | 31.5633 +4.3802
3 28.5057 £2.4959 | 35.6495 +3.1321 38.1110 £2.9904 | 36.8615 +3.9533
4 30.0086 +2.9595 | 44.0060 +0.9241 40.0796 +£2.5538 | 43.5006 +4.8766
5 31.6879 +£1.9260 | 38.2412 +0.7764 | 42.2458 +£2.8663 | 40.3455 +4.3625
10 28.8420 +2.4073 34,9854 +0.7889 | 45.9336 +£2.0316 | 35.2128 +£1.9184
15 26.5324 £2.7998 | 28.0111 £1.0096 | 44.3719 +2.3371 30.5442 +1.7644
20 23.6418 +£1.8323 | 23.8515 £1.4505 | 42.2387 £2.3902 | 26.8573 +1.2762
25 20.8830 +0.7941 20.0287 #£1.5993 | 39.9620 +£2.0744 | 23.9657 +1.8910
30 18.9732 +0.2202 17.1741 +£2.3057 | 37.2855 +£2.0837 | 21.1533 +£1.8525
40 15.8900 +0.7063 14.1811 +1.8220 | 34.1480 +1.8401 18.3666 +1.0881
50 14.1809 +0.6489 11.3602 £1.5887 | 30.7777 +1.4920 15.1069 +0.8147
60 13.2634 +0.4383 8.8742 +1.3337 27.2403 +1.7191 14.0510 +0.9451
90 11.8188 +1.1858 6.4035 +0.4666 23.2396 +1.6230 12.6971 +0.2938
120 9.8941 +1.3396 5.2620 +0.2658 19.6388 +1.3407 12.0867 +0.3154
150 7.5941 +0.5471 4.2659 +0.2144 16.5756 +1.3429 11.5736 +0.2204
180 6.4253 +0.3278 3.5286 +0.1733 14.7385 +1.0824 11.2526 +0.3675
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Concentracion ' (ug/mL)

180
160 1 -+-RSV Materia prima
——L1 PVP:HPMCAS:Tween 80 0:6:0
140 12 PVP:HPMCAS:TWEEN 80 0:12:0.5
L3 PVP:HPMCAS:Tween 80 0:0:0.5
120 —-—L4 PVP:HPMCAS:Tween80 12:12:0.5
L5 PVP:HPMCAS:Tween80 12:6:0
100 ——16 PVP:HPMCAS:Tween80 6:6:0.5
20 ——L7 PVP:HPMCAS:Tween80 6:6:0.5
——L8 PVP:HPMCAS:Tween80 12:6:1
60 ——[9 PVP:HPMCAS:Tween80 6:6:0.5
--110 PVP:HPMCAS:Tween80 12:0:0.5
40 -=-[11 PVP:HPMCAS:Tween 80 6:0:1
——L12 PVP:HPMCAS:Tween80 6:12:1
20 L13 PVP:HPMCAS:Tween80 6:0:0
: —-L14 PVP:HPMCAS:Tween80 6:12:0
0 — = 115 PVP:HPMCAS:tween80 0:6:1

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (min)

Grdfico 22. Perfiles de Resveratrol disuelto en cada una de las dispersiones sélidas, Datos puntuales no acumulados obtenidos con el aparato IV USP.
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Concentracién (ug/mL)

50
45
40
35
30
25 =-&-=RSV Materia prima
——=|1 PVP:HPMCAS:Tween 80 0:6:0
20 —=—L2 PVP:HPMCAS:TWEEN 80 0:12:0.5"
L3 PVP:HPMCAS:Tween 80 0:0:0.5
15 ——L15 PVP:HPMCAS:tween80 0:6:1
o N
I
1 \ﬂ
5 --------
= ———
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (min)

Grdfico 23. Perfiles de Resveratrol disuelto en los lotes formulados con el nivel bajo de PVP K 30 (Media * Desviacion estdndar). Datos puntuales no
acumulados obtenidos con el aparato IV USP.
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Concentracién (ug/mL)

180
160
140
120
100 -+-RSV Materia prima
~-L4 PVP:HPMCAS:Tween80 12:12:0.5
80 L5 PVP:HPMCAS:Tween80 12:6:0
-8 PVP:HPMCAS:Tween80 12:6:1
60 ~-L10 PVP:HPMCAS:Tween80 12:0:0.5
40
20
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (min)

Grdfico 24. Perfiles de Resveratrol disuelto en los lotes formulados con el nivel alto de PVP K 30 (Media * Desviacion estdndar). Datos puntuales no
acumulados obtenidos con el aparato IV USP.
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180
160
140
= 120
£
~~
x®
— 100 -+-RSV Materia prima
2 L3 PVP:HPMCAS:Tween 80 0:0:0.5
(]
5 80 ~-110 PVP:HPMCAS:Tween80 12:0:0.5
S —=-111 PVP:HPMCAS:Tween 80 6:0:1
S 60 L13 PVP:HPMCAS:Tween80 6:0:0
40
20
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (min)

Grdfico 25. Perfiles de Resveratrol disuelto en los lotes formulados con el nivel bajo de HPMCAS (Media + Desviacion estdndar). Datos puntuales no
acumulados obtenidos con el aparato IV USP.
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180
160
140
=120
£
R
2
e 100 -+-RSV Materia prima
2 L2 PVP:HPMCAS:TWEEN 80 0:12:0.5
©
E 80 ——L4 PVP:HPMCAS:Tween80 12:12:0.5
§ ——L12 PVP:HPMCAS:Tween80 6:12:1
S 60 —-L14 PVP:HPMCAS:Tween80 6:12:0
40
20
0

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (min)

Grdfico 26. Perfiles de Resveratrol disuelto en los lotes formulados con el nivel alto de HPMCAS (Media *+ Desviacion estdndar). Datos puntuales no
acumulados obtenidos con el aparato IV USP.
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40

35

30

25

20

15

Concentracion (ug/mL)

10

== RSV Materia prima
——L6 PVP:HPMCAS:Tween80 6:6:0.5
——L7 PVP:HPMCAS:Tween80 6:6:0.5

——L9 PVP:HPMCAS:Tween80 6:6:0.5

20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (min)

Grdfico 27. Perfiles de Resveratrol disuelto en los lotes centrales (Media + Desviacion estdndar). Datos puntuales no acumulados obtenidos con el aparato IV
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Tabla 21. Porcentajes promedio de Resveratrol disuelto en las dispersiones sodlidas obtenidos en el
aparato IV USP. (Materia prima, lotes 1-3)

Tiempo Porcentaje disuelto (%)
de Promedio + Desviacion estandar
muestreo
(min) Materia prima Lote 1 Lote 2 Lote 3
1 0.2330 +0.0444 0.1163 +0.0315 0.0323 +0.0054 | 0.1056 +0.0239
2 0.4807 +0.0556 0.2402 +0.0782 0.0619 +0.0037 | 0.2337 +£0.0544
3 0.7549 +0.0756 0.3615 +0.0918 0.0936 £0.0056 | 0.4026 +0.1081
4 1.0503 +0.0794 0.5044 +0.1201 0.1278 +0.0069 | 0.5518 +0.1377
5 1.3252 +0.0930 0.6367 +0.1308 0.1614 +0.0086 | 0.7563 +0.2441
10 2.3677 +0.1696 1.1803 +0.1639 0.3069 £0.0087 | 1.2451 +0.2658
15 3.2908 +0.2381 1.6647 £0.1962 0.4506 +0.0156 | 1.6778 +0.2841
20 4.0927 +0.3159 2.1123 +0.2111 0.5935 £0.0242 | 2.0682 +0.2963
25 4.7609 +0.3448 2.5470 +0.2234 0.7333 £0.0326 | 2.4144 +0.3056
30 5.3396 +0.3659 2.9621 +0.2369 0.8695 £0.0438 | 2.7194 +0.2905
40 6.2387 + 0.3744 3.6920 +0.2327 1.1288 +0.0576 | 3.2185 +0.3052
50 6.9607 +0.3826 4.3765 +0.2400 1.3812 +0.0706 | 3.6880 +0.3623
60 7.5760 +0.3658 4.9830 +0.2622 1.6206 +0.0804 | 4.0934 +0.3800
90 8.9238 +0.2851 6.1345 +£0.5346 2.2846 +0.0804 | 5.0313 +0.3685
120 10.0201 +0.3436 7.2982 +0.5576 2.9026 +0.0770 | 5.7787 +£0.3925
150 11.0634 +4.5170 8.3275 +£0.6325 3.4198 +0.0187 | 6.4553 +0.4153
180 11.6335 +0.4574 9.0867 £0.5587 3.8665 £0.0158 | 7.0695 +0.4459
Tabla 22. Porcentajes promedio de Resveratrol disuelto en las dispersiones solidas obtenidos en el
aparato IV USP. (Lotes 4-7)
Tiempo Porcentaje disuelto (%)
de Promedio + Desviacién estandar
muestreo
(min) Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7
1 0.2432 £0.0454 0.4403 +0.2248 0.0883 +0.0147 | 0.0922 +0.0308
2 0.5185 £0.0594 0.8875 £0.2453 0.1853 +0.0296 | 0.2114 +0.0326
3 0.8205 +0.0932 1.3131 +0.2714 0.2959 +0.0353 |0.3321 +0.03199
4 1.1529 +0.1307 1.8373 +0.3541 0.5668 +0.3091 | 0.4838 +0.0266
5 1.5238 +0.1614 2.4806 +0.3516 0.7216 +0.2987 | 0.6737 +0.0528
10 3.5101 +0.5351 5.7866 +0.4343 1.4695 +0.2952 | 1.4982 +0.1080
15 5.6757 +0.9250 8.6507 +0.6054 2.1887 £0.3007 | 2.2658 +0.1745
20 8.2666 +1.4356 11.2817 +0.7545 2.8205 +0.3174 | 2.9417 £0.2055
25 10.6782 +1.8728 13.6468 +0.9298 3.4024 +0.3468 | 3.5988 +0.2082
30 12.9539 +2.2723 15.8011 +1.1566 3.9373 £0.3721 | 4.1622 £0.2535
40 16.3806 +2.2058 19.7565 +1.2858 4.9382 +0.3779 | 5.0684 +0.3008
50 19.5254 +1.9457 23.3844 +1.4784 5.7725 £0.3620 | 5.9096 +0.3489
60 22.0718 +£1.8299 26.7170 +1.5618 6.5267 +0.3570 | 6.6637 +0.3887
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Tiempo Porcentaje disuelto (%)
de Promedio + Desviacion estandar
muestreo
(min) Lote 4 Lote 5 Lote 6 Lote 7
90 28.8567 £1.6541 34.4364 +1.4890 8.3061 +0.3901 8.3658 +0.3871
120 34.7259 +1.5652 40.7902 £1.5186 9.6183 +0.3285 9.6226 +0.4274
150 39.7581 +1.5792 45.7189 +£1.2247 10.7021 +0.2703 | 10.6495 +0.5448
180 41.5067 £1.6337 49.0034 +0.3951 11.5663 +0.1829 | 11.5165 +0.5812
Tabla 23. Porcentajes promedio de Resveratrol disuelto en las dispersiones solidas obtenidos en el
aparato IV USP. (Lotes 8-11)
Tiempo Porcentaje disuelto (%)
de Promedio + Desviacion estandar
muestreo
(min) Lote 8 Lote 9 Lote 10 Lote 11
1 1.0246 +0.2398 0.0950 +0.0220 0.5837 +0.1288 0.1623 £0.0260
2 2.1704 +0.4190 0.2085 +0.0379 1.2911 £0.2656 | 0.3528 +0.0418
3 3.4250 +0.6509 0.3265 +0.0514 2.1602 +0.4451 0.5642 +0.0492
4 4.5950 +0.8897 0.4704 +0.0483 3.0718 +0.5463 0.7895 +0.0589
5 5.6697 +0.9745 0.6505 +0.0837 4.1951 £0.7409 | 0.9921 +0.0689
10 10.0613 +1.0255 1.4382 +0.2035 8.8382 +1.1794 1.7714 £0.1079
15 14.0545 +1.0678 2.1779 +0.2396 13.1435 +1.0841 | 2.4747 +0.2094
20 17.5802 +1.0835 2.8040 +0.2862 17.1071 +£1.1212 | 3.0431 +0.2658
25 20.8004 +1.0485 3.4158 +0.3125 20.6567 +£1.3776 | 3.5600 +0.3173
30 23.5917 +0.9365 3.9544 +0.3250 23.6313 +£1.6632 | 3.9570 +0.3603
40 27.9829 +0.8283 4.8763 +0.3154 28.9737 £2.8247 | 4.4870 +0.4053
50 31.5760 +0.8502 5.7333 +0.3310 33.4613 +3.4761 | 4.9713 +0.3442
60 34,4251 +0.8648 6.5047 +0.3641 37.4132 +4.6295 | 5.3578 +0.3096
90 40.1759 +0.7564 8.2178 +0.3094 46.3468 +£5.8653 | 6.2803 +0.2006
120 442135 +0.4773 9.5140 +0.2431 52.8166 +6.7214 | 7.0280 +0.1370
150 47.2536 +0.1566 10.5712 +0.2036 57.6754 +£7.8550 | 7.6997 +0.0829
180 49.7114 +0.0298 11.4257 +0.1861 61.0357 +8.7187 | 8.2851 +0.1007
Tabla 24. Porcentajes promedio de Resveratrol disuelto en las dispersiones solidas obtenidos en el
aparato IV USP. (Lotes 12-15)
Tiempo Porcentaje disuelto (%)
de Promedio + Desviacion estindar
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muestreo
(min)

Lote 12

Lote 13

Lote 14

Lote 15

1

0.1984 +0.0209

0.1750 +0.0229

0.2117 £0.0576

0.2305 +0.0425

2

0.6214 +0.5323

0.3873 +0.0382

0.4553 +0.1040

0.4595 +0.0596

3

0.8384 +0.5335

0.6729 +0.0828

0.7191 +0.1652

0.7168 +0.0657

4

1.0572 +0.5381

1.0333 +0.1239

0.9999 +0.1380

1.0063 +0.0962

5

1.3198 +0.5337

1.3482 +0.1827

1.2795 +0.2099

1.2997 +0.1387

10

2.1726 +0.5698

2.5080 +0.2751

2.7195 +0.2166

2.2123 +0.2188

15

2.9756 +0.5927

3.4634 +0.3251

4.1935 +0.1966

3.0754 £0.2226

20

3.6831 +0.6220

4.2754 +0.3735

5.4912 +0.2827

3.7879 +0.3173

25

4.3163 +0.6431

4.9611 +£0.4238

6.7172 +0.3569

4.4158 +0.3518

30

4.8919 +0.6513

5.5468 +0.4896

7.8491 +0.4392

5.0340 +0.3485

40

5.8816 +0.6160

6.5123 +0.5553

9.9777 £0.5677

6.2413 +0.2762

50

6.7697 +0.5966

7.2838 +0.6201

12.0106 +0.6574

7.2154 +0.2798

60

7.6047 +0.6013

7.8933 +0.6600

13.7575 +0.7070

8.0541 +0.3261

90

9.6893 +0.6378

9.3691 +0.5311

17.9064 +0.8289

10.4200 +0.1856

120

11.4396 +0.7276

10.5938 +0.3676

21.4004 +0.7263

12.5633 +0.1500

150

12.7560 +0.7653

11.5844 +0.2383

24.3953 +0.5149

14.6012 +0.0729

180

13.8946 +0.7938

12.4181 +0.1750

27.0700 +0.3865

16.6193 +0.0677
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Grdfico 28. Perfiles del porcentaje de RSV disuelto en las dispersiones sdlidas en funcion del tiempo
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—&—1L1 PVP:HPMCAS:Tween80 0:6:0

—&— L2 PVP:HPMCAS:Tween80 0:12:0.5
L3 PVP:HPMCAS:Tween80 0:0:0.5

—&—L15 PVP:HPMCAS:Tween80 0:6:1

% Disuelto de RSV

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (min)

Grdfico 29. Perfiles del porcentaje de RSV disuelto en las dispersiones sdlidas con nivel bajo de PVP K 30 en funcion del tiempo. (Datos promedio #Desviacion
estdandar).
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Grdfico 30. Perfiles del porcentaje de RSV disuelto en las dispersiones sdlidas con nivel alto de PVP K 30 en funcidn del tiempo. (Datos promedio +Desviacion
estdandar).
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% Disuelto de RSV
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—#— 11 PVP:HPMCAS:Tween 80 6:0:1
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Grdfico 31. Perfiles del porcentaje de RSV disuelto en las dispersiones sdlidas con nivel bajo de HPMCAS en funcion del tiempo. (Datos promedio +Desviacion

estdandar).
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Grdfico 32. Perfiles del porcentaje de RSV disuelto en las dispersiones sdlidas con nivel alto de HPMCAS en funcion del tiempo. (Datos promedio +Desviacion
estdandar).
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7.5.1 Parametros cinéticos.

Con los datos obtenidos en los perfiles de disolucion, se procedid a calcular los parametros

cinéticos:

Cnmax: Datos correspondientes a la concentracion maxima de RSV durante el tiempo de muestreo
tmax: Datos correspondientes al tiempo donde se alcanza la maxima concentracion de RSV
disuelto

AUC.max: Datos correspondientes del area bajo la curva concentracion-tiempo desde el tiempo
cero hasta tmax.

AUC,.: Datos correspondientes del area bajo la curva concentracion-tiempo desde el tiempo cero

hasta el tiempo final de muestreo (180 minutos).

En la tabla siguiente se muestran los valores correspondientes a la media y al coeficiente de

variacion para cada una de las dispersiones so6lidas formuladas y para la materia prima.

Tabla 25. Pardmetros cinéticos obtenidos para las dispersiones sélidas de RSV

Lote Crnax (ug/mL) tmax (Min) AUCE™> AUC},
Media %CV Media %CV Media %CV Media %CV
MP 38.8828 0.807 4.000 0.000 118.333 3.692 1947.428 4.780
1 37.966 3.858 4.300 11.917 119.721 11.404 3118.336 2.433
2 9.589 0.707 13.300 19.365 109.073 22.96 1297.639 3.424
3 23.012 24811 3.700 28.167 51.554 19.925 1145.400 5.642
4 138.088 1.349 19.200 10.650 | 1890.043 | 11.404 | 13307.5363 | 0.591
5 106.625 1.647 10.000 0.000 771.713 2.816 8512.472 1.127
6 28.393 2.562 10.000 0.000 202.229 5.283 2199.254 4.196
7 27.875 4.752 10.800 18.842 222.590 20.748 2097.581 5.815
8 160.436 0.491 3.200 12.892 392.681 16.875 8352.989 1.054
9 28.125 5.134 10.800 18.842 222.785 19.369 2122.579 4.580
10 158.590 0.507 9.200 22.268 1102.998 20.680 10251.774 0.739
11 30.805 5.660 4.000 0.000 120.140 4.944 2388.556 4.147
12 31.813 6.806 4.800 8.447 125.064 18.239 2877.360 3.457
13 44.006 2.100 4.000 0.000 106.346 6.977 1870.027 5.217
14 46.477 3.687 10.800 18.842 425.166 19.330 4613.525 1.972
15 44.433 10.907 4.200 9.798 125.064 18.239 2877.360 3.457
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7.6 Modelacion de los parametros cinéticos de disolucion.

Se realiz6 el andlisis estadistico para cada una de las variables de respuesta empleando el
software Statgraphics Centurion 15.2.05, empleando el moédulo de modelos lineales
generalizados para relacionar a cada una de las variables con los factores predictivos.

Hipotesis para el disefio experimental

Yi = pt+ miA + meB + m3C + myD + msAB + mgAC + m7AD + mgABC + moABD + m;oBCD +
mi1ABCD + mpA? + my3B?

Donde.

Yi = puede ser cualquiera de las cinco variables de respuesta estudiadas

m, = pendiente. Representa el factor de cambio provocado por el factor analizado.

A= Factor PVP K 30

B= Factor HPMCAS

C= Factor polisorbato 80

D=RSV

En la tabla 26, Modelos determinados para los parametros farmacocinéticos, se muestran los
resultados de ajustar un modelo estadistico general que relaciona a cada una de las variables con
los 4 factores predictivos: PVP K 30, HPMCAS, Polisorbato 80 y RSV. En la primera columna
se muestra el nombre de las variables de respuesta medidas, para las cuales se determinaron los
coeficientes del modelo

Dado que el nivel de significancia de los coeficientes (Valor de P) para cada una de las variables
es menor a 0.05, se dice que hay una relacion estadisticamente significativa entre las variables de
respuesta y los factores con un nivel de confianza del 95%.

Dado que el nivel de significancia del modelo es menor a 0.05 en todos los casos, hay una
relacion estadisticamente significativa entre las respuestas tmax, Cmax, AUCo-cmax, AUCo.y AUCy,
disuelto Y 1as variables predictoras con un nivel de confianza del 95.0%.

En la tabla también se muestran los valores de R? lo que representa el porcentaje de la

variabilidad de las respuestas debidas al modelo.
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Tabla 26. Modelos determinados para los pardmetros farmacocinéticos

-43614

ms= 116 ms= 0.0002

Mms= -43060 ms= 0.0012

Me= -458 Me= 0.0013

mz= -46334 myz= 0.0012

Mmg= -1793 Mmg= 0.0002 0.0013 99.7428 7.66
My= -138 My= 0.0004

mqo= -54 mqo= 0.0009

mq1= -2726 mq1= 0.0002

mq2= -42962 mq2= 0.0012

mq3= 45 mq3= 0.0005

mi= -168094 mi= 0.0218

mo= 555 mo= 0.0005

ms= 37 ms= 0.0096

Mms= -166029 ms= 0.0218

Me= -1940 Me= 0.0217

p— 179250 - 00215 0.0016 98.9588 12.00
Mms= 61 Mms= 0.0201

My= -392 My= 0.0064

mq2= -165697 mq2= 0.0218

mq3= 349 mq3= 0.0053

mq= 2,718,930 | mi= 0.0021

my= 4,301 my= 0.0006

ma= 10,985 ma= 0.0003

ms= 2,684,590 | ms= 0.0021 0.0010 99.9831 9.9102
Me= -28,016 Me= 0.0024

m7= -2,893,700 | m;= 0.0021

ms= -165,302 ms= 0.0003
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-19,597

M1o0= -3,966 M10= 0.0012
mq= -251,933 Mm14= 0.0003
m12= -2,675,100 m12= 0.0021
m13= 8,418 m13= 0.0002
mi= -20715 mi= 0.0148
my= 44638 my= 0.0008
ms= 27516 ms= 0.0317
Mms= -23935 ms= 0.0067
mz= -74742 mz= 0.0003 0.0023 97.1859 56.2008
Mms= -395632 Mmsg= 0.0312
My= -82640 My= 0.0026
mq1= -607445 mq1= 0.0314
mq3= 45246 mq3= 0.0017
mi= 1051810 mi= 0.0147
my= 61814 my= 0.0285
ms= -4515 ms= 0.0048
ms= 44925 ms= 0.0421
Mms= 993958 ms= 0.0146
Me= 5356 Me= 0.0300
mz= 1048010 mz= 0.0149 0.0010 100 0.1534
Mms= 90609 Mms= 0.0039
My= -4228 My= 0.0078
mqo= 7770 mqo= 0.0019
m1= 134683 mi4= 0.0040
M1o= 994662 M1o= 0.0146
mq3= 6840 mq3= 0.0021
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7. 6. 1 tmdx

Los resultados obtenidos tras la prueba de disolucion para tmax fueron sometidos a un analisis
estadistico de modelos lineales, obteniendo la ecuacion del modelo ajustado:
tmax= 19 - 43614 A + 116 C- 43060 AB - 458 AC - 46334 AD - 1793 ABC - 138 ABD - 54 BCD
- 2726 ABCD - 42962 A% + 45 B2. Como se observa en la tabla 26, el valor mas alto para el nivel
de significancia de los coeficientes es de 0.0013 que corresponde a la interaccion de los factores
PVP K 3 con Polisorbato 80 (A*C). Dado que el valor-P es menor que 0.05, todos los términos
son estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95.0%.
En el siguiente grafico se muestra el valor de los coeficientes del modelo obtenido (nivel de
significancia= 00013), con el cual se explica el 99.7428% de la variabilidad de los resultados.
También se muestra el valor del porcentaje maximo de error relativo, el cual es menor a 10%
(7.66128%).

1:ma'\x

tmsc 19 - 43614 A + 116 C- 43060 AB - 458 AC - 46334 AD - 1793 ABC - 138 ABD - 54 BCD - 2726 ABCD - 42962
A2 + 45 B2

50000 | 4334 = ;

Valor del coeficiente

45000 -43614 43060 -42962
A =PVP K30
40000 B = HPMCAS
35000 C = Polisorbato 80
30000 D =RSV
R2=99.7428%
25000 P 0
Max Error relativo = 7.66128%
20000
15000
10000
5000 -2726 1793
-458 138 116 54 45
0 H =
AD A AB A2

ABCD ABC AC ABD C BCD B2

Coeficientes del modelo ddeterminado
Grdfico 33. Valores de los coeficientes del modelo determinado para la variable de respuesta tmgx.

En el siguiente grafico se muestran los valores observados vs los predichos usando el modelo
ajustado para la variable tmsx. Como se puede visualizar, el residuo con el valor mas alto

corresponde al lote 6, con un valor de -0.7661 (Observado-Predicho).
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Grdfico 34. Valores observados y predichos para la variable de respuesta tmax para cada uno de los lotes

de Dispersiones sdlidas de RSV

7. 6.2 Cmdx

Los resultados obtenidos tras la prueba de disolucion para Cmix fueron sometidos a un analisis
estadistico de modelos lineales, obteniendo la ecuacion del modelo ajustado:

Cmax = 30- 168094 A + 555 B + 37 C - 166029 AB - 1940 AC - 179252 AD + 61 ABC - 392
ABD - 165697 A2 + 349 B2 Como se observa en la tabla 26, el valor més alto para el nivel de
significancia de los coeficientes es de 0.0218 que corresponde a la interaccion de los factores
PVP K 30% (A?. Dado que el valor-P es menor que 0.05, todos los términos son
estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95.0%.

En el siguiente grafico se muestra el valor de los coeficientes del modelo obtenido (nivel de
significancia= 0.0016), con el cual se explica el 98.9588% de la variabilidad de Cmax. También se

muestra el valor del porcentaje maximo de error relativo, el cual es del 12%

——
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Cméx
Crnix = 30- 168094 A + 555 B + 37 C - 166029 AB - 1940 AC - 179252 AD + 61 ABC - 392 ABD - 165697 A% + 349 B?

200000
4179252 - .
180000 -168094 166029 -165697
v 160000 B +
% 140000
5 A=PVP K30
g 120000 B = HPMCAS
'© 100000 C = Polisorbato 80
< 80000 D =RSV
L.
Tou 60000 R2=98.9588%
> 40000 Max Error relativo = 12.00%
20000 1940 555 297 349 61 37
0
AD A AB A2 AC BCD ABD B2 ABC c

Coeficientedel modelo determinado
Grdfico 35. Valores de los coeficientes del modelo determinado para la variable de respuesta Cmadx

En el siguiente grafico se muestran los valores observados vs los predichos usando el modelo
ajustado para la variable Cmsx. Como se puede visualizar, el residuo con el valor mas alto

corresponde al lote 5, con un valor de -12.8025 (Observado-Predicho).

180
160 =e—(bservado (Valor
o 140 experimental) parala
o variable Cmax
'g 120 =e==\/3lor pronosticado por el
g 100 modelo para Cmax
©
v 80
2
G 60
]
= 40
20
0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Lote

Grdfico 36. Valores observados y predichos para la variable de respuesta Cmex para cada uno de los lotes
de Dispersiones sdlidas de RSV
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7.6.3 AUCo-cmax

Los resultados obtenidos tras la prueba de disolucion para AUCo—cmax fueron sometidos a un
analisis estadistico de modelos lineales, obteniendo la ecuacion del modelo ajustado:

AUCo—cmax = 1010 - 2718930 A + 4301 B + 10985 C - 2684590 AB - 28016 AC - 2893700 AD
- 165302 ABC - 19597 ABD - 3966 BCD - 251933 ABCD - 2675100 A? + 8418 B2 Como se
observa en la tabla 26, el valor mas alto para el nivel de significancia de los coeficientes es de
0.0024 que corresponde a la interaccion de los factores PVP K 30* Polisorbato 80 (A*C). Dado
que el valor-P es menor que 0.05, todos los términos son estadisticamente significativos con un
nivel de confianza del 95.0%.

En el siguiente grafico se muestra el valor de los coeficientes del modelo obtenido (nivel de
significancia= 0.0010), con el cual se explica el 99.9831% de la variabilidad de AUCo—max.

También se muestra el valor del porcentaje maximo de error relativo, el cual es menor al 10%.

AUC 0_tmax

AUCq ¢max=1010-2718930A + 4301 B + 10985 C - 2684590 AB - 28016 AC - 2893700 AD - 165302 ABC - 19597 ABD - 3966
BCD - 251933 ABCD - 2675100 A2 + 8418 B2

3500000 - -
3000000 -2893700 - +

-2718930 2684590 -2675100 A = PVP K30
2500000 B = HPMCAS
C = Polisorbato 80
2000000 D = RSV
R% =99.9831%
1500000 Max Error relativo = 9.9102%
1000000
500000
251933 o
28016 -19597 B
. . u 10985 8418 4301 3966
AD A AB A2 B

ABCD ABC AC ABD C B2 B BCD
Coeficiente del modelo determinado
Grdfico 37. Valores de los coeficientes del modelo determinado para la variable de respuesta AUCo-stmax

Valor del coeticiente

En el siguiente grafico se muestran los valores observados vs los predichos usando el modelo
ajustado para la variable AUCo—max. Como se puede visualizar, el residuo con el valor mas alto

corresponde al lote 6, con un valor de -20.0414 (Observado-Predicho).
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Grdfico 38.Valores observados y predichos para la variable de respuesta AUCo-tmax para cada uno de los

lotes de Dispersiones sdlidas de RSV

7.6.4 AUC 9180

Los resultados obtenidos tras la prueba de disolucion para AUCo—: (180) fueron sometidos a un
analisis estadistico de modelos lineales, obteniendo la ecuacion del modelo ajustado:
AUCo—:=3647 - 20715 A + 44638 B + 27516 C - 23935 AB - 74742 AD - 395632 ABC- 82640
ABD - 607445 ABCD + 45246 B2 Como se observa en la tabla 26, el valor més alto para el
nivel de significancia de los coeficientes es de 0.0317 que corresponde al factor Polisorbato 80
(C). Dado que el valor-P es menor que 0.05, todos los términos son estadisticamente
significativos con un nivel de confianza del 95.0%.

En el siguiente grafico se muestra el valor de los coeficientes del modelo obtenido (nivel de

significancia= 0.0023), con el cual se explica el 97.1859% de la variabilidad de AUCo—max.
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Grdfico 39. Valores de los coeficientes del modelo determinado para la variable de respuesta AUCot

En el siguiente grafico se muestran los valores observados vs los predichos usando el modelo
ajustado para la variable AUCo—:. Como se puede visualizar, el residuo con el valor mas alto

corresponde al lote 12, con un valor de -1342.39 (Observado-Predicho).

14000
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Grdfico 40. Valores observados y predichos para la variable de respuesta AUCotpara cada uno de los
lotes de Dispersiones sdlidas de RSV
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7.6.5.AUC de perfiles de disolucion del porcentaje Resveratrol disuelto

Los resultados obtenidos tras la prueba de disolucion para AUCo—cmax fueron sometidos a un
analisis estadistico de modelos lineales, obteniendo la ecuacion del modelo ajustado:

AUCq; disuelto media = 43343 + 1051810 A+ 61814 B - 4515 C + 44925 D + 993958 AB + 5356 AC
+ 1048010 AD + 90609 ABC - 4228 ABD + 7770 BCD + 134683 ABCD + 994662 A% + 6840
B2. Como se observa en la tabla 26, el valor mas alto para el nivel de significancia de los
coeficientes es de 0.0421 que corresponde al factor RSV (D). Dado que el valor-P es menor que
0.05, todos los términos son estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95.0%.
En el siguiente grafico se muestra el valor de los coeficientes del modelo obtenido (nivel de
significancia= 0.0010), con el cual se explica el 100% de la variabilidad de AUCo—max. También

se muestra el valor del porcentaje méximo de error relativo, el cual es menor al 10% (0.1534%).

AUC %disuelto

AUC_%Diuelto media = 43343+ 1051810 A+61814B - 4515 C+ 44925 D + 993958 AB + 5356 AC + 1048010 AD + 90609 ABC -
4228 ABD +7770BCD + 134683 ABCD + 994662 A2 + 6840 B2

1200000

1051810 1048010
994662 993958

1000000
I -

]

£ 800000 +

S

”g A =PVP K30

S 600000 B = HPMCAS

5 C = Polisorbato 80
S 200000 D=RSV

= R? =100%

Max Error relativo = 0.1534%
200000 134683
20609 61514 44925

7770 6840 5356 -4515 -4228

A AD A2 AB ABCD ABC B D BCD B2 AC C ABD
Coeficiente del modelo determinado
Grdfico 41. Valores de los coeficientes del modelo determinado para la variable de respuesta AUC disueito

En el siguiente grafico se muestran los valores observados vs los predichos usando el modelo
ajustado para la variable AUCoq gisueto. Como se puede visualizar, el residuo con el valor més alto

corresponde al lote 6, con un valor de -2.0755 (Observado-Predicho).
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Grdfico 42. Valores observados y predichos para la variable de respuesta AUC saisueito para cada uno de
los lotes de Dispersiones sdlidas de RSV

7.7 Solubilidad

En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos de la prueba de solubilidad para cada
uno de los lotes preparados de las dispersiones s6lidas, obteniéndose la mayor solubilidad en el
lote 10 con un valor de 6.154g/mL,lo que se puede atribuir al efecto de la proporcion del PVP K

30 en la formulacion.

Tabla 27. Resultados obtenidos de la prueba de solubilidad.

EtOH:H,O EtOH:H>O
. 2575 3774.482  3.774 l 25:75 3395.737 3.396
EtOH:H>O EtOH:H,O
. 12.5:875 1801.738  1.802 l 12.5:87.5 2958.472 2958
. H2O 1285317  1.285 l H>O 2554.393  2.554
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EtOH:H>O
25:75

EtOH:H,O
12.5:87.5
H>,O
EtOH:H>O
25:75
EtOH:H>O
12.5:87.5
H>O
EtOH:H,O
25:75
EtOH:H,O
12.5:87.5
H>O
EtOH:H,O
25:75
EtOH:H,O
12.5:87.5
H-O
EtOH:H,O
25:75
EtOH:H,O
12.5:87.5
H-O
EtOH:H,O
25:75

EtOH:H,O
12.5:87.5

861.175

280.017

135.028

298.531

127.749

63.724

3676.555

1636.05

1105.125

1854.839

1518.26

1393.586

3006.912

2911.349

2535.059

3302.131

2258.247

0.861

0.28

0.135

0.299

0.128

0.064

3.677

1.636

1.105

1.855

1.518

1.394

3.007

2911

2.535

3.302

2.258
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EtOH:H>O
25:75

EtOH:H,O
12.5:87.5
H,O
EtOH:H>,O
25:75
EtOH:H>,O
12.5:87.5
H-O
EtOH:H,O
25:75
EtOH:H,O
12.5:87.5
H>O
EtOH:H,O
25:75
EtOH:H,O
12.5:87.5
H-O
EtOH:H,O
25:75
EtOH:H,O
12.5:87.5
H-O
EtOH:H,O
25:75

EtOH:H,O
12.5:87.5

3398.876

2630.081

1689.781

6153.514

5377.97

4162.198

3819.124

2208.178

1177.82

1666.907

1299.578

1139.152

3778.802

1887.517

1031.656

1710.109

1253.927

3.399

2.63

1.69

6.154

5.378

4.162

3.819

2.208

1.178

1.667

1.3

1.139

3.779

1.888

1.032

1.71

1.254
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. HO 1666.581 1.667 l H>O 1038.616 1.039
EtOH:H>O EtOH:H>O

. 2575 2877.304 2.877 l 25.75 1067.828 1.068
EtOH:H>O EtOH:H>O

. 12.5:875 2480.611 2.481 l 12.5:87.5 1613.244 1.613

. HO 1487.936  1.488 l H>O 144.231 0.144
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8. Conclusiones

Se realizd una investigacion bibliografica que permitio seleccionar el método de preparacion y
las técnicas de caracterizacion de las dispersiones solidas asi como las condiciones de analisis en
espectrofotometria UV-Vis.

Se elaboraron dispersiones solidas de RSV por el método de evaporacion de solvente a partir de
un disefio de experimentos, considerando como acarreadores polivinilpirrolidona K 30,
Hidroxipropilmetilcelulosa acetato succinato y Polisorbato 80.

Se realizo la prueba de ensayo de contenido de RSV para cada una de las dispersiones solidas
formuladas, donde los porcentajes recuperados estan por encima del 80% de RSV en todos los
casos.

Se determino la solubilidad de RSV de cada una de las dispersiones solidas en los medios H>O,
EtOH:H,O 12.5:87.5 y EtOH:H>O 25:75, donde la dispersion formulada como lote 10
(PVPK30:HPMCAS MF: Tween 80® 12:0:0.5) present6 la mayor solubilidad en los tres medios:
4.1622 mg/mL en H>0, 5.3780 mg/mL en EtOH:H>O 12.5:87.5 y 6.154 mg/mL en EtOH:H>O
25:75.

Se demostraron las diferencias cinéticas existentes entre cada una de las dispersiones de RSV
formuladas, siendo la formulacion del lote 4 (PVP K 30: HPMC AS: Polisorbato 80: 12:12: 0.5)
la que presentd mayor AUCo—max (1890.0432) y AUCo-max (13307.5363), mientras que la
dispersion formulada como lote 8 (PVP K 30: HPMCAS:Tween 80® 12:6:1) presentd la maxima
Cmax (160.4361 pg/mL) y la menor tmax (3.16 min), lo que se atribuye al efecto de la PVP K 30.
Todos los resultados obtenidos en la prueba de disolucion fueron analizados estadisticamente
para obtener el modelo lineal que se ajustara a cada uno de ellos, donde todos los coeficientes
son estadisticamente significativos con un nivel de confianza del 95%.

El espectro NIRS de las dispersiones solidas que presentan mejor solubilidad, siguen la
tendencia de PVP K 30 debido a que estd en mayor proporcion, pero también muestra los picos
caracteristicos de RSV, a 1526 nm, 1576 nm, 1674 nm, 1930 nm, 2144 nm, 2278 nm, 2316 nm y
2470 nm.

Se evaluaron parametros de validacion para evaluar perfiles de disolucion de dispersiones solidas
de RSV en medio 4acido clorhidrico pH 1.2 por espectrofotometria UV-Vis, demostrando cumplir

con los criterios:
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Linealidad del sistema: en un rango de concentraciones de 0.21 pg/mL a 16.8 ug/mL de
RSV.

Precision del sistema: el sistema demostrd ser preciso en un rango de concentraciones de
1.125 pg/mL a 18 pg/mL.

Linealidad del método: en un rango de concentraciones de 0.21 pg/mL a 16.8 pg/mL de
RSV.

Precision del método: el método demostro ser preciso en un rango de concentraciones de
1.125 pg/mL a 18 ng/mL

Especificidad: El método es especifico, lo cual se demostr6 con los barridos
espectrofotométricos de materias primas y dispersiones formuladas.

Influencia del filtro: La diferencia absoluta entre los datos de las muestras de solucion

filtrada y sin filtrar resulto ser menor al 2%.
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9. Perspectivas

Para las dispersiones solidas en las que se obtuvieron los mejores resultados llevar a cabo
estudios preclinicos "in vivo" en el modelo animal y en lineas celulares de cancer

Ademas, para trabajos posteriores se recomienda hacer estudios de estabilidad. }
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ANEXOS

ALEPHQUIM, S.A. DE C.V.

AV INSURGENTLES NORTE 240 INT 22
COLONIA STA. MAIRIA LA OB A
C P. 06400 DEL CUAUHTEMOC
TEL 2630-0%0% ¥ 55415419

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Polygonum Cuspidate Extract trans-Resveratrol 50% HPLC
GENERAL INFORMATION

Batch Number = CHZ A-T08224 " " Respont Date B0 7

Manulacture Date anz2o017 | Expiry Date LI802020

q«anmu Source Palygonum cuspdatum | Part Used Roo

Country OF Onigin China Appearance Brown fing powcear
Solvents Used Water&Ethanal Carrier Used Mo

Sterdization Method Etanc | [NONJRR/ETO | Kosher | | Halal  Yes | | Yes AWF
ITEMS | SPECIFICATION TRESULTS | METHODREFERENCI
Iganiuficabon Corresponds 1o standard Calmiu HPf‘Lt
Trans.Resveratrol NLT[%) 500 | S0 OT USP <621>
Emodin Report only (%) 1167 . ” USP <621
Partcle size F NLT 95% Through 80 mesh | Complos | USP <786>

Loss on drying NMT (%) 100 |23 | USP <T31>

Buik gensiy | Batween (g/100md) 20-80 | 57 | USP <616>Method |
Residue of Solvent | NMT (ppm) 500 | Complies | GC | |USP <467>
Leaca (Po) NMT {ppm) 20 00620 | USP<TI0>ICP.-MS
Arsenic (As) | NMT (ppm) 20 1 1.3424 USP<730>ICP-MS
Caagrmium (Cd) | NMT (ppm) 10 | 00233 | USP<T30>ICP-MS
Mercury (Mg) | NMT (ppm) 1.0 00073 | USP<730=I1CP-MS
Total Plate Count | NMT (cfuig) 10000 | 45 USP<2021>
YeasadMolg | NMT (cfulg) 1000 |10 USP<2022>
E Coa ' Absent (cfu/10g) | Compaes USP<2022>

| Absent (cfu/10g) | Comples USP<2022>
| Comglies | USP<2023>

Samonelia
Staphylococcus | Absent (chu/10g)
Storage: Stove in boht, m;m:mwm mweummmmm

L=~
heif e 36 moths if store under the conditions above anda saty in original packaging

ESTE CERTIFICADO ES COPLA FIEL DEL PROPORCIONADO POR EL FABRICANTE.
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ANEXOS

S Ashland

Fage 1of 2

Certificate of Analysis

AQUASOLVE HPMC-AS MF DRUM 20KG

Afshland Material Nusber: #14121

AquaSolve (TM) HPMC-AS MNP hypromellone acetate asuccinate

Ratch: 60F-710001

Characteristics Specitication Results
Identification test {IR,NF) PASE PASS
Appearance - White to yellowish Aeass PALS -
Jwhite powder N
= _on drying W_(NF 731} I B
> acid ¥ (NF) ' 0,0 T
cosity 2% solution, dry, ops EER '
] H
Suphated Ash/Res. on ign & (NF = 0.2 0.0 o
281)
Acetyl ) 10.4
12.6 !
6.1
.__..:1.-"‘0 -
. PASS
8
October 17, 2017
October 17, 202

Thie material meets teést requirements of current USP/NF and Jp for

Hypromellose Acetate Succinate

Toll manufactured by a third party in the US

for Ashland Specialty Ingredients GP

Affiliace of Ashland
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