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Resumen

Introduccién

Una gran cantidad de medicamentos han sido investigados y autorizados solo para el
tratamiento de pacientes adultos, sin embargo, ante la falta de formulaciones destinadas a
nifos y neonatos, los mismos son adaptados y administrados a este grupo de pacientes.

Para adaptar las dosis al peso corporal del paciente los medicamentos se modifican
de forma rutinaria, por lo que la forma de dosificacién se manipula. En estos casos, no es
posible garantizar la estabilidad fisica, quimica y microbiolégica de la formulacion elaborada,
como tampoco la uniformidad de las dosificaciones. Por tal motivo, es necesario fomentar el
desarrollo de formulaciones adaptadas a las necesidades del paciente, que sean seguras,
confiables y garanticen la adherencia al tratamiento. Por lo descripto anteriormente, esta
Tesis propone el desarrollo y optimizacion de formas farmacéuticas liquidas de uso oral para
el tratamiento de cardiopatias en pacientes pediatricos. Entre los ingredientes farmacéuticos
activos para el tratamiento de cardiopatias se seleccionaron al atenolol, sildenafil,
hidroclorotiazida, furosemida y enalapril. De todos los activos se desarrollaron gotas orales
que pueden ser administradas a pacientes pediatricos.

Resultados

Se desarrollaron dos formulaciones conteniendo 2 mg mL™' de atenolol. Estas
formulaciones fueron almacenadas en envases de vidrio tipo lll color ambar y en envases de
polietiieno de media densidad, resultando estables quimica y microbiolégicamente al menos
6 meses.

Se desarrollaron seis formulaciones liquidas conteniendo 2 y 4 mg mL™" de citrato de
sildenafil. Estas formulaciones resultaron ser estables quimica y microbiolégicamente al
menos 6 meses. Los estudios de palatabilidad realizados empleando leche como diluyente,
indicaron que la diluciéon en leche permitia mejorar el sabor de estas formulaciones, lo que

garantizaria la adherencia al tratamiento.

25



Resumen

Se desarrollaron dos formulaciones liquidas conteniendo 2 mg mL"' de
hidroclorotiazida, @ Estas  formulaciones resultaron ser estables quimica vy
microbiol6gicamente al menos 6 meses.

Se desarrollaron formulaciones conteniendo 2, 5 y 14,7 mg de furosemida base,
empleando dos procedimientos diferentes. Estas formulaciones fueron almacenadas en
envases de vidrio tipo Il color ambar y en envases de polietilieno de media densidad,
resultando estables quimica y microbioldgicamente al menos 6 meses. Por otro lado, se
desarrollé y validé un método de espectrofotometria UV-VIS simple, rapido y sencillo para
determinar el contenido de este IFA, siendo posible realizar su cuantificacién sin necesidad
de un tratamiento previo de la muestra.

Se prepararon gotas de 2 mg mL™" de maleato de enalapril. En una primera etapa, se
evaluo la influencia del pH final de las formulaciones en la estabilidad quimica del maleato
de enalapril. En una segunda etapa, se evalud la influencia del tipo de agente conservante
empleado para garantizar la estabilidad microbiolégica de las formulaciones. Las
formulaciones conservadas en heladera, empleando metil y propilparabeno, benzoato de
sodio o propionato de calcio, preparadas con las soluciones buffer a todos los pH estudiados
y la elaborada en agua, resultaron ser estables quimica y microbiolégicamente al menos 6
meses.

Conclusiones

Se han desarrollado gotas destinadas al tratamiento de pacientes pediatricos con
cardiopatias. Las gotas fueron formuladas con excipientes seguros y en dosis aprobadas
para la poblacidon pediatrica. Finalmente, las formulaciones desarrolladas han demostrado

ser estables quimica y microbiolégicamente por al menos 6 meses.
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Capitulo 1 Introducciéon

1. Introduccioén

1.1  El paciente pediatrico

La farmacologia pediatrica es una ciencia que estudia los farmacos usados en
pediatria y abarca aspectos relacionados con su accion, forma de administracion,
indicaciones terapéuticas y acciones toxicas'. A pesar de los avances en farmacologia
pediatrica ocurridos en los ultimos afios, los nifios siguen siendo “huérfanos terapéuticos”,
expresion utilizada en los afios 60’ por el Dr. Harry Shirkey para referirse a la falta de
recursos terapéuticos en esta poblacion?.

Los niflos conforman una poblacién unica, con diferencias fisioldgicas y de desarrollo
definidas, con respecto a los adultos. Ademas, no son un grupo homogéneo, ya que estas
mismas caracteristicas son muy diferentes en distintos tramos de la edad pediatrica®. Entre
los mencionados tramos podemos diferenciar: 1) Neonatos: es el recién nacido hasta la 4°
semana de vida; 2) Lactante: desde el mes de vida hasta los 2 anos; 3) Preescolar: desde
los 2 afios hasta 6 afos; 4) Escolar: desde los 6 afios hasta los 12 afios; y 5) Adolescente:
desde los 12 afos hasta los 18 afios.

Adicionalmente, se debe tener presente que un paciente pediatrico no es un adulto
pequeno, por lo tanto, ajustar la dosis proporcionalmente al peso o la superficie corporal del
paciente puede ser un riesgo potencial para el mismo. Para disminuir tales riesgos, es
necesario conocer la farmacocinética y la farmacodinamia en un organismo en constante
desarrollo y maduracién para una terapéutica efectiva, segura y racional*.

Particularmente mas desafiante es el desarrollo de formulaciones pediatricas en
comparacion con las de los adultos, en gran parte debido a algunas diferencias en las
funciones fisioldgicas y demandas adicionales de esta poblacién objetivo®. Para entender
cémo el desarrollo afecta la farmacocinética de los medicamentos es necesario conocer la
influencia de la edad pediatrica en los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo y

excrecion (ADME)
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Absorcion:

La absorcién de un farmaco hacia el organismo depende en gran medida de la via de
administracion. En pediatria la mayoria de los farmacos son administrados por via oral, por
lo que es necesario considerar como cambian distintos elementos de la absorcion oral de
acuerdo con la edad pediatrica®’.

° Cambios en el pH intraluminal gastrico: En los primeros momentos después del
nacimiento se produce falta de acido clorhidrico, que mantiene el pH estomacal en rangos
de 6 a7y alos 2 afios alcanza el valor adulto.

. Vaciamiento gastrico mas lento: El vaciamiento es erratico y prolongado durante el
periodo neonatal, alcanzando los valores del adulto a los 6-8 meses. En muchos casos la
velocidad de absorcién de los medicamentos es mas lenta en neonatos y lactantes que en
ninos mas grandes, es decir que, para algunos medicamentos, mientras menor sea la edad
del paciente, los tiempos necesarios para alcanzar niveles plasmaticos maximos van a ser
mas extensos.

. Cambios en la flora bacteriana del intestino: El tracto gastrointestinal es estéril
durante la vida fetal y tras el nacimiento se produce la colonizaciéon bacteriana a las pocas
horas de vida. La flora bacteriana metaboliza algunos farmacos y puede influir en su
absorcion; por ejemplo, los lactantes tienen problemas para biotransformar la digoxina a
nivel intestinal, ya que su flora no estd desarrollada completamente y recién en la
adolescencia se alcanzan los niveles metabdlicos del adulto.

. Cambios en la funcién biliar: Inmadurez en la funcion biliar, los farmacos liposolubles
necesitan de los acidos grasos para su absorcion, lo que puede generar su disminucién.
Ademas, la inmadurez de la mucosa intestinal puede favorecer la permeabilidad y absorcion.
Distribucién:

Luego de que el farmaco ingresa a la sangre, una parte se une a proteinas y el resto
circula en forma libre, esta ultima fraccidon es la que llega al sitio de accion donde se

producira el efecto farmacoldgico.
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o Contenido corporal de agua: En nifios pequenos el porcentaje de agua corporal total
es muy elevado (hasta 90%); conforme crece, este valor va disminuyendo. Los farmacos
hidréfilos precisan dosis mayores dado que el volumen de distribucion es mayor para
conseguir concentraciones terapéuticas.

o Concentracion de proteinas plasmaticas: El grado de unién a proteina plasmatica en
neonatos esta disminuida en parte debido a la baja concentracion proteica. Esto se traduce
en mayor porcentaje de farmaco libre, capaz de actuar sobre receptores incrementando el
riesgo de toxicidad.

o Permeabilidad de las membranas: La permeabilidad de la barrera hematoencefalica
en neonatos se considera mayor que en preescolares.

Metabolismo:

Los farmacos para ser eliminados del organismo deben ser transformados en
compuestos mas polares e hidrosolubles, los que llamamos metabolitos. El higado es el
principal érgano responsable del metabolismo de los farmacos. La maduracién progresiva
de las enzimas desde el nacimiento influye directamente en la capacidad metabdlica. Hasta
los dos meses de vida se recomienda administrar bajas dosis de farmacos debido a que la
semivida de eliminacion generalmente esta prolongada.

Excrecion:

La principal via de excrecion de farmacos es la renal. La filtracién glomerular en los
prematuros esta disminuida y recién a los 2 afos de vida se alcanzan tasas de filtracion
equivalentes a un adulto. Por otro lado, la secrecion tubular esta muy reducida al nacimiento
y necesita al menos 1 afio para madurar. Ademas, la reabsorcion renal tiene un proceso de

maduracion que es gradual hasta la adolescencia®.
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1.2 Medicamentos para pacientes pediatricos

Durante mucho tiempo, la investigacion de medicamentos pediatricos se ha regido
predominantemente por la extrapolacion de conocimientos adquiridos en adultos sin
realmente probar medicamentos en nifios. La comprension de los cambios fisioldgicos
dependientes de la edad y su impacto en la disposicion de los medicamentos ha sido
desconocida durante mucho tiempo y las actividades de investigacion sistematicas solo
surgieron en los Ultimos afios®®10,

Ademas, hay que tener en cuenta que los diferentes tramos etarios que abarca la
poblacion pediatrica requieren dosis muy distintas de un mismo ingrediente farmacéutico
activo (IFA), debido no solo a la variacién de peso, sino también a las diferencias en la
farmacocinética y la farmacodinamia. Por lo tanto, cuando un medicamento se va a usar en
distintos grupos de edad pediatrica, se necesita contar con una forma farmacéutica que
permita distintas dosis y concentraciones para asegurar una dosificacion facil, exacta y
segura®.

La vulnerabilidad de la poblacién pediatrica dentro de la investigacion clinica, las
dificultades practicas para reclutar pacientes pediatricos, la disminucidon del interés
comercial, el aumento de los costos y un mayor riesgo de responsabilidad, siguieron siendo
argumentos fundamentales para descuidar la investigacion y el desarrollo de farmacos
centrados en la pediatria. Ademas, hasta hace poco tiempo, la pequefia cuota de mercado y
el retorno de la inversion comparativamente mas pequefio, a menudo hacian que los
programas de desarrollo de farmacos pediatricos fueran impulsados por la estrategia de
desarrollo de productos de una empresa para la poblacion adulta, en lugar de las
necesidades pediatricas reales'" 1213,

En el caso de los medicamentos empleados en patologias comunes, como
infecciones, se suele disponer de especialidades farmacéuticas adecuadas para nifios, pero

para el tratamiento de determinadas patologias, como la hipertension, la insuficiencia
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cardiaca y el cancer entre otras, existen muy pocos medicamentos disponibles en una forma

farmaceéutica adecuada.

1.3 Contexto histérico

La investigacion en seres humanos fue cambiando a lo largo de la historia e
impactando de diferentes maneras en la poblacion infantil. Podemos encontrar muchos
registros de investigaciones en el campo de la salud en el periodo previo a la segunda
guerra mundial, en dichos registros el uso de nifios era frecuente en diferentes tipos de
estudios, algunos de los cuales sin beneficio directo de los participantes. Finalizada la
Segunda Guerra Mundial, en los juicios de Nuremberg, se consider6 a varios médicos como
criminales de guerra. El cédigo de Nuremberg (1947) dejaba delimitado los limites para las
investigaciones en seres humanos, que en la antigiedad eran poco claros y dependian casi
exclusivamente del criterio de los investigadores. Por otro lado, un efecto inesperado fue el
inicio de la era llamada “orfandad terapéutica”, porque excluyé a ninos y adolescentes de

participar en investigaciones, dada su incapacidad legal de consentir™.

1.4 Marco legal

Las directrices internacionales del Consejo de las Organizaciones Internacionales de
Ciencias Médicas (CIOMS), en asociacion con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
inicié sus trabajos sobre ética de la investigacién relacionada con la salud a fines de los
anos setenta. Desde entonces se dispuso, en cooperacién con la OMS, a preparar pautas
para indicar la manera de aplicar de forma efectiva los principios éticos establecidos en la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

Desde entonces se publicaron ediciones revisadas de las pautas éticas del CIOMS,
la primera en 1993 y posteriores modificaciones en 2002 y 2016. Las directrices de 1993
dedican un item especifico a la investigacion en nifios. De la directriz 5, se pueden destacar
tres items: 1) Los padres o representantes legales deben dar consentimiento por

procuracién; 2) el consentimiento de cada nifio deber obtenerse de acuerdo con su
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capacidad; 3) la recusacién del nifio a participar en la investigacion siempre debe
respetarse, a no ser que, de acuerdo con el protocolo de la investigacion, la terapia que el
nifio recibird no tenga ninguna alternativa médicamente aceptable.

En cuanto a normativas vigentes encontramos que, en la Unién Europea (UE), una
sola ley rige el desarrollo y la autorizacion de farmacos para uso pediatrico. Los reglamentos
(CE) n° 1901/20061 y (CE) n° 1902/20062 de la UE requieren la inclusiéon de los nifios en
etapas iniciales del proceso de desarrollo de farmacos. Estos reglamentos establecen la
presentacion de un Plan de Investigacion Pediatrica (PIP) una vez que se completan los
primeros estudios con seres humanos y se empiezan a conocer los efectos del farmaco'® 7.

El Reglamento Pediatrico entré en vigor en la UE el 26 de enero de 2007 con el
objetivo de mejorar la salud de los nifios europeos mediante la introduccién de una serie de
medidas, obligaciones e incentivos para las empresas farmacéuticas. Esta regulacion tiene
como objetivo garantizar que los medicamentos para uso en nifios sean de alta calidad,
éticamente investigados y debidamente autorizados. Ademas, su aplicacion mejora la
disponibilidad de informacién sobre el uso de medicamentos para nifios, sin someter a los
niAos a ensayos innecesarios ni retrasar la autorizacion de medicamentos para uso en
adultos.'®1®

En Estados Unidos hay dos leyes que rigen el desarrollo de farmacos pediatricos. La
primera, que es la Ley de Equidad de Investigacion Pediatrica (PREA) (2003), establece la
necesidad de planes pediatricos en la mayoria de los casos y requiere un acuerdo para la
evaluacion pediatrica®®. La segunda ley, que es la Ley sobre los Mejores Medicamentos de
Uso Infantil (BPCA) (2007), es opcional, pero la finalizacion del proceso establecido en esta
ley conlleva un incentivo, que consiste en la exclusividad durante un periodo de 6 meses
adicional (exclusividad pediatrica voluntaria) durante el cual se impide la introduccién de
especialidades farmacéuticas genéricas en el mercado?'. En el afio 2012 BPCA y PREA
fueron incorporadas permanentemente en la Administracion de Drogas y Alimentos,

mediante la ley de Seguridad e Innovacion (FDASIA).
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Fuera de la Union Europea, Estados Unidos y Japdén, actualmente no se aplica
ningun requisito legislativo especifico para el desarrollo de farmacos pediatricos, pero esto
puede cambiar en el futuro. A pesar de la ausencia de legislacidon, algunos mercados
requieren datos pediatricos locales para la autorizacién de comercializacion.

Los cambios legislativos tanto en los Estados Unidos como en la UE son un gran
logro, pero quedan un gran numero de desafios; por ejemplo, a menudo hay un largo retraso
en la disponibilidad de medicamentos para nifios en comparacion con los de adultos. El
sistema legislativo no es perfecto, sin embargo, ofrece un marco sostenible para el
desarrollo de tratamientos pediatricos. Hay muchas oportunidades para optimizar aun mas la
implementacién de estos marcos, para asegurar la armonizacién global entre todas las
partes interesadas en la promocion de estudios, que realmente sean cientificamente

justificados y evitar la exposicidn de los nifios en forma innecesaria?.

1.5 El factor econémico

Dado que la mayoria de las industrias farmacéuticas consideran que el mercado de
medicamentos pediatricos no es lucrativo ni atractivo, las mismas dirigen su produccién
principalmente a la poblacion adulta. Esto deja a la poblacién pediatrica sin otra opcion que
ser atendida con formas farmacéuticas para adultos a las cuales se les realiza el ajuste de
dosis y la adaptacion a una forma que pueda ser administrada®.

Por otro lado, encontramos que la postura de la industria farmacéutica frente al
desarrollo de formulaciones pediatricas, a lo largo de la historia se mantuvo practicamente
sin cambios, solamente dan respuestas a aquellas patologias que se presentan en una alta
proporcion de la poblacion infantil, de manera que el desarrollo de la formulacion les permita
obtener una patente y un beneficio econémico en el tiempo, o se enfocan en medicamentos

de alto costo.
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1.6 Avance real o panacea

Especificamente, en cuanto al desarrollo y la optimizacién de los nuevos
medicamentos, encontramos que los constantes avances en este campo no siempre traen
consigo la cura para la patologia tratada o una mejora en la calidad de vida de los pacientes.
Lamentablemente, algunos tratamientos se transforman en paliativos de alto costo y dificil
justificacion de uso. Tampoco podemos dejar de mencionar los juegos de patentes que
suelen realizar la industria farmacéutica, con la finalidad de tener el monopolio de un
medicamento determinado, ademas de la presién de lobby que ejercen las multinacionales
farmacéuticas sobre los distintos gobiernos para lograr la aprobaciéon de nuevas patentes.
Esta postura, esta vulnerando el derecho humano a la atencion sanitaria, ya que cientos de
miles de personas no pueden comprar medicamentos que les han recetado por motivos
economicos. Por lo tanto, los altos precios de los nuevos medicamentos erosionan a los
sistemas de salud, limitan el acceso al medicamento y excluyen a los grupos mas

vulnerables?:.

1.7 Adaptacion de formulas de adultos

Las enfermedades poco frecuentes, como las cardiopatias pediatricas, son aquellas
que afectan a 1 persona cada 2.000 habitantes y no suelen ser atendidas por la industria
farmacéutica. En estos casos, la Unica alternativa es el uso de magistrales o la manipulacion
de formulaciones para adultos, con sus correspondientes limitaciones.

Las manipulaciones de las formas de dosificacién para adultos han sido el "método
de referencia" para atender a los recién nacidos y a los nifios. En el pasado, la mayoria de
las formas de dosificacion oral administradas a pacientes pediatricos no estaban aprobadas
o no tenian licencia, fundamentalmente debido a la falta de medicamentos para este grupo
desatendido. Todavia en estos dias hay un uso significativo de medicamentos no
aprobados, principalmente debido a las dificultades para realizar los ensayos clinicos
necesarios en subconjuntos vulnerables con un nimero bajo de pacientes?*. Esto lleva a

que los farmacéuticos de hospitales, padres o cuidadores a menudo enfrentan la necesidad
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de manipular las formulaciones destinadas a pacientes adultos, sin que esto sea descripto
en las caracteristicas del producto, usos fuera de especificacion, (del inglés off label). Esta
manipulacion puede ser simple (pulverizar comprimidos y mezclar el polvo con jugo; o
romper los comprimidos en porciones mas pequenas hasta obtener la dosis deseada) o
compleja (mediante el uso de comprimidos como fuente de un IFA para preparar una
suspension). Sin embargo, estas técnicas presentan grandes desventajas, por ejemplo, es
dificil obtener la dosis correcta, especialmente cuando los comprimidos que no estan
ranurados deben partirse en mitades iguales. Ademas, en las formas de dosificacién de
liberacion controlada o de liberacion modificada, romper los comprimidos puede alterar
drasticamente la liberacién deseada.

Otro punto importante son los excipientes que habitualmente se emplean en las
formulaciones destinadas a los adultos y que pueden tener un efecto negativo sobre el
paciente pediatrico. Entre ellos podemos mencionar: 1) Alcohol bencilico, acido benzoico y

benzoatos; 2) Etanol; 3) Lactosa; 4) Propilenglicol; 5) Sorbitol; 6) Sulfitos*.

1.8 Medicamentos tamaio nifios

Aunque se han logrado grandes avances en la reduccién de la mortalidad infantil
durante afios, todavia existen grandes disparidades entre paises. Casi 5,2 millones de nifios
menores de cinco afios siguen muriendo cada afo de enfermedades prevenibles y tratables,
la mayoria de las cuales se encuentran en paises de bajos y medianos ingresos?.

En respuesta a estos desafios, la OMS puso en marcha en diciembre de 2007 su
iniciativa “Hacer medicamentos tamano nino” (en inglés “Make medicines child size”) con el
fin de crear conciencia y acelerar las acciones para mejorar la disponibilidad y el acceso de
medicamentos especificos para nifios?.

Es bien conocido que las formas de dosificacion sélidas han sido la formulacién
preferida por la industria farmacéutica, principalmente debido a la disponibilidad de
plataformas tecnolégicas bien establecidas que brindan estabilidad a largo plazo, una
cadena de suministro sencilla y, lo que es mas importante, un costo de fabricacion bajo?.

37



Capitulo 1 Introduccion

Las principales limitaciones asociadas con las formas de dosificacion sélidas han sido la
escasez de flexibilidad de la dosis debido a la division desigual de los comprimidos y las
dificultades para tragar en algunos pacientes.

Las formas de dosificaciéon liquidas son preferidas para los pacientes pediatricos y los
adultos mayores o pacientes de cualquier edad con problemas de deglucion, en gran parte
debido a una mayor flexibilidad de dosis y la facilidad para tragar en comparaciéon con los
productos sdlidos?®. Sin embargo, en comparacion con las formas de dosificacion solidas,
las formas de dosificacion liquidas tienen mas limitaciones, que incluyen problemas de
estabilidad, y mayores costos de transporte. Adicionalmente, la palatabilidad de la
formulacién liquida es un factor clave para la aceptacion por parte del paciente. En los
ultimos afios se han llevado adelante investigaciones dirigidas al estudio de vehiculos
apropiados, que mejoraran la palatabilidad de las formulaciones pediatricas. Entre ellos, la
leche se ha explorado con buenos resultados, como potencial vehiculo en formulaciones
liquidas, haciendo uso de sus propiedades solubilizantes, correctivas de sabor y su
capacidad para mantener la estabilidad del vehiculo emulsionado?®.

Al administrar por via oral una formulacién liquida, el volumen no debe ser
excesivamente grande para el paciente pediatrico, se recomienda administrar un volumen
menor a 5 mL para nifios menores a 5 afios y volumenes menores a 10 mL para mayores a
5 afos. Ademas, no conviene administrar grandes volumenes a pacientes con restriccion
hidrica, como los cardidpatas, ni tampoco sobrecargar al paciente con los excipientes de las

formulaciones.

1.9 Trabajos previos y seleccion de IFAs

La Planta Piloto de Produccion de Medicamentos (PPPM) de la Facultad de Ciencias
Bioquimicas y Farmacéuticas trabajé durante los afios 2014/2015 con el servicio de
neonatologia del Hospital Centenario preparando “papeles”, la cual es una forma
farmacéutica que se elabora a partir de morterear uno o0 mas comprimidos comerciales y
fraccionar por peso el polvo obtenido. De esta experiencia observamos el uso frecuente de
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ciertos IFAs para tratar diferentes enfermedades, una patologia recurrente eran los
pacientes pediatricos con problemas cardiacos y la falta de formas farmaceéuticas
comerciales que permitan una dosificacion segura y controlada®. En base a nuestra
experiencia e informacion disponible en ese momento seleccionamos los IFAs de trabajo,

entre ellos se encuentran:

1.9.1 Atenolol

Quimicamente conocido como 2-(p-(2-Hydroxy-3-(isopropylamino)propoxy)
phenyl)acetamide, nimero de CAS: 29122-68-7, es un polvo blanco o casi blanco. Soluble
en etanol; moderadamente soluble en agua; poco soluble en cloruro de metileno y
practicamente insoluble en éter. Debido a la absorcion incompleta del tracto gastrointestinal
inferior, tiene una biodisponibilidad oral en el rango del 50 al 60%, mientras que el resto del
farmaco se excreta sin cambios en las heces®'.

Atenolol (ATN), Figura 1.9.1., es un agente bloqueante de los receptores
adrenérgicos B1 que se ha prescrito ampliamente para enfermedades cardiovasculares como
la hipertensién, la angina de pecho y el infarto de miocardio sin actividad simpaticomimética
intrinseca o estabilizadora de la membrana®’. Ademas, esta recomendado para el
tratamiento de la hipertension y la arritmia en nifios menores de 12 afos (incluidos los recién
nacidos), por lo cual la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) lo incluy6 en el inventario
de necesidades de medicamentos pediatricos para ayudar a los formuladores de

medicamentos a identificar oportunidades®3.

i/@/OQ\/N\l/CHS
H,N Chs

Figura 1.9.1 Estructura quimica Atenolol

39



Capitulo 1 Introduccion

1.9.2 Citrato de Sildenafil

Quimicamente conocido como 5-[2-etoxi-5-(4-metilpiperazin-1-il) sulfonilfenil]-1-metil-
3-propil-6H-pirazol[4,3-d]pirimidin-7-ona;2-hidroxipropano-1,2,3-acido tricarboxilico, es un
polvo blanco, ligeramente cristalino, higroscopico, ligeramente soluble en agua y metanol,
parcialmente soluble en hexano. El citrato de sildenafil (SIL), Figura 1.9.2, es un inhibidor de
la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE-5) aprobado para el tratamiento de la hipertension arterial
pulmonar en adultos. Los inhibidores de la PDE-5 tienen efectos vasodilatadores sobre la
vasculatura pulmonar a través de un aumento del monofosfato de guanosina ciclico® %. La
hipertension arterial pulmonar se caracteriza por un aumento progresivo de la resistencia
vascular pulmonar que conduce a insuficiencia ventricular derecha y muerte prematura: 3"
38, 39_

Actualmente, SIL no esta aprobado por la Administracion de Alimentos vy
Medicamentos de Estados Unidos, del inglés Food and Drug Administration (FDA) en la
poblacion pediatrica; sin embargo, se ha utilizado ampliamente para el tratamiento de la
hipertension pulmonar pediatrica desde 2005, principalmente en base a estudios en adultos,

ya que hay datos pediatricos limitados?#041:42:43:44,

Figura 1.9.2 Estructura quimica de Citrato de sildenafil

1.9.3 Hidroclorotiazida
Hidroclorotiazida (HCT), quimicamente conocida como 6-cloro-3,4-dihidro-2H- 1,2,4-
benzotiadiazina-7-sulfonamida-1,1-diéxido, es un polvo cristalino blanco e inodoro,
ligeramente soluble en agua y escasamente soluble en metanol*. HCT (Figura 1.9.3), es un

farmaco antihipertensivo y diurético tiazidico utilizado en el tratamiento del edema asociado
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con insuficiencia cardiaca congestiva y trastornos renales y hepaticos*®. Ademas, es un
diurético aprobado por la FDA como terapia complementaria para el tratamiento del edema
asociado con diversas afecciones, incluida la terapia hormonal, la cirrosis hepatica y la
insuficiencia cardiaca congestiva*’*é. La EMA incluye HCT para el tratamiento del edema y
la hipertension, asi como para el tratamiento de las tubulopatias, en nifios de todas las

edades®.

H
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Figura 1.9.3 Estructura quimica de Hidroclorotiazida
1.9.4 Furosemida

Furosemida (FURO), acido 5- (aminosulfonil) -4-cloro-2 - ((2-furanilmetil) amino)
benzoico, es un polvo cristalino blanco o casi blanco. Funde aproximadamente a 210°C, con
descomposicion. Se disuelve en soluciones diluidas de hidroxidos alcalinos. Soluble en
acetona; moderadamente soluble en alcohol; practicamente insoluble en agua y cloruro de
metileno. FURO (Figura 1.9.4), es un diurético de asa que se usa por via oral en el
tratamiento de estados edematosos asociados con enfermedades cardiacas, renales y
hepaticas y para el tratamiento de la hipertensién®. Dado que FURO es un &cido débil (pKa
acido reportado 3,48) con un grupo funcional acido carboxilico, su solubilidad acuosa
aumenta en funcién del pH del medio de 0,18 mg mL™" (pH 2,3) a 13,36 mg mL™" (pH 10,0)5".
El principal problema asociado con la formulacion y la eficacia de este IFA es su absorcidon
oral variable, que da lugar a una biodisponibilidad fluctuante entre el 10% y el 90%. Este
hecho se debe a una baja solubilidad en agua y adicionalmente, a la reducida permeabilidad
de membrana que presenta este farmaco®®%, FURO se administra por via oral o

parenteral y se incluye en la lista de medicamentos esenciales de la OMS®.
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Figura 1.9.4 Estructura quimica de la furosemida

1.9.5 Maleato de Enalapril

El maleato de enalapril (ENA) es quimicamente (2S) -1 - [(2S) -2 - [[(1S) -1
(etoxicarbonil) -3-fenilpropill amino] propanoil] pirrolidina-2 acido (Z) -butenodioato
carboxilico. Es un polvo cristalino e inodoro de color blanco a blanquecino que se funde en
el rango de 143-144°C®,
ENA (Figura 1.9.5), es un éster etilico de un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina de accion prolongada. ENA es basicamente un profarmaco, que después de la
administracion oral se hidroliza produciendo enalaprilat. Los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina constituyen una de las principales clases de compuestos
utilizados para el tratamiento de la hipertension esencial y renovascular, y la insuficiencia

cardiaca congestiva. Se encuentra dentro de la lista de medicamentos esenciales de la
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Figura 1.9.5 Estructura quimica del Maleato de enalapril

OMS®®,

La Reunién del Grupo de Expertos de la Agencia Europea de Medicamentos sobre
Insuficiencia Cardiaca Pediatrica, consideré6 a ENA como un tratamiento de primera linea
para la insuficiencia cardiaca cronica en nifos. Sin embargo, no existe una formulacion
estable y apropiada para la edad en Europa. Los datos de seguridad, eficacia,

farmacocinética y farmacodinamica para cualquier formulacion son insuficientes.
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1.10 Diferencias entre los tratamientos para adultos y pediatricos

Como se ha mencionado, las dosis necesarias para tratar a pacientes pediatricos y
neonatos difieren significativamente de las dosis para adultos. En la Tabla 1.10.1 se
presentan las dosis recomendadas en pediatria y para adultos. Como puede observarse, la
dosis para pacientes pediatricos de ATN y SIL son de aproximadamente 100 veces menor a
la dosis para adultos, por otra parte, para HCT la dosis pediatrica es alrededor de 6 veces
menor que para adultos, mientras que la de FURO es entre 20 y 40 veces menor que la de
adultos, y la de ENA es aproximadamente 30 veces menor. En base a esta comparacion,
queda en evidencia que la adaptacion por molienda de comprimidos disefiados para
pacientes adultos no asegurara la dosis buscada en pacientes pediatricos.

Tabla 1.10.1 Dosis recomendadas en pediatria y adultos

Dosis recomendadas

Farmaco
Pediatria (mg/Kg/dia) Adultos (mg/dia)
Atenolol 0,5a2 50a 100
Citrato de Sildenafil 0,5a4 50 a 100
Hidroclorotiazida 2a4 12,5025
Furosemida 1a2 20a 80
Maleato de enalapril 0,08 a0,6 2,5a20

1.11 Formas farmacéuticas

Se denomina forma farmacéutica al estado final bajo el cual se presenta el
medicamento para ser administrado al paciente®. Esta debe contener el o los IFA/s en las
cantidades adecuadas, mantenerlos inalterados durante su conservacion en las condiciones
especificadas, y garantizar que va a producir una respuesta terapéutica satisfactoria. Los
objetivos que se persiguen con la transformacion de un IFA en una forma de dosificacion

son numerosos; cabe sefialar, como mas habituales, los siguientes®®:
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e Posibilitar la administracion de IFAs utilizados en dosis muy reducidas.
o Proteger a los IFAs de los agentes atmosféricos.

e Proteger a los IFAs de los efectos destructivos del medio gastrico.

o Mejorar las caracteristicas organolépticas de los IFAs.

e Proporcionar formas liquidas a partir de IFAs sdlidos.

e Posibilitar la administracion de IFAs a través de una determinada via.
e Controlar la absorcion de los IFAs.

o Dirigir selectivamente a los IFAs a determinados érganos o tejidos.

1.11.1 Tecnologia del desarrollo

Las formulaciones farmacéuticas no sélo contienen uno o mas IFAs, sino también
excipientes acordes a las necesidades de la formulacién. El desarrollo de una forma
farmacéutica conlleva a la seleccién y evaluacién de estos ultimos, tanto en concentraciéon
como en tipo, buscando garantizar el escalado a costos razonables, manteniendo la calidad
y estabilidad de dicha forma farmacéutica para el periodo de uso establecido.

Entre los excipientes se pueden mencionar: conservantes, antioxidantes, agentes
dispersantes, viscosizantes, emulsionantes, soluciones reguladoras, humectantes,
solubilizantes, estabilizantes, aromatizantes, edulcorantes y colorantes autorizados por la
autoridad competente, entre otros®.

Cuando se realiza la formulaciéon de un medicamento se debe procurar el empleo del
menor numero de componentes posibles y permitir la obtenciéon de la mejor relaciéon
costo/efectividad del farmaco, porque entre mayor sea el nimero de componentes, mayor es
la probabilidad de incompatibilidades o manifestaciones de inestabilidad y mayor el costo

por la adicion de posibles etapas innecesarias al proceso de fabricacion®.

1.11.2 Formas farmacéuticas liquidas orales

Los liquidos de administracién oral son disoluciones, suspensiones o emulsiones que

contienen uno o mas IFAs en un vehiculo apropiado y que estan destinadas a ser ingeridas
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sin diluir o previa dilucién®. Dentro de las formas farmacéuticas liquidas destinadas a ser
ingeridas las principales son los jarabes y las gotas. Las formas liquidas orales suelen
presentar algunas ventajas sobre las formas sélidas, como una mayor biodisponibilidad, un
menor efecto irritante sobre la mucosa gastrica y son las formas farmacéuticas de eleccion
para tratar pacientes pediatricos, geriatricos o aquellos que presenten trastornos en la
deglucion (disfagia)®'®2. Entre los inconvenientes, cabe destacar la posible inestabilidad de
los farmacos en solucidon y que estas formulaciones son mas propensas al crecimiento
microbiano en comparacion con las formas solidas®®.

Jarabes: Son preparaciones acuosas, limpidas y de elevada viscosidad, que
contienen un azucar (generalmente sacarosa) en concentracion similar a la de saturacion®.
El azucar ejerce una accion conservante, edulcorante y viscosizante. La alta concentracién
de azucar le confiere al jarabe una elevada presion osmaética que impide el desarrollo
fungico y bacteriano. Estas preparaciones pueden llevar diferentes polioles, como glicerina o
sorbitol, que retrasan la cristalizacién del azucar e incrementan la solubilidad de los
diferentes componentes del jarabe. Cuando el IFA es inestable en presencia de sacarosa, o
los jarabes van a ser destinados a pacientes diabéticos o a personas con dietas
hipocaldricas, se hace necesario eliminar el azucar de la férmula e incorporar en su lugar
polioles (sorbitol, glicerina o propilenglicol) y edulcorantes sintéticos (sacarina o ciclamato
sodicos)®®. Cabe mencionar que, aunque estas Ultimas formulaciones que no contienen
azucar, son comunmente conocidas como “jarabes para diabéticos”, en realidad deberian
ser definidas como bebidas, ya que Farmacopea Argentina define a los jarabes como “una
solucién de sacarosa en agua cercana al punto de saturacion”®.

Por tratarse de preparaciones acuosas, los jarabes son apropiados para la
administracion de farmacos hidrosolubles. Asimismo, por no contener alcohol y por su sabor

agradable, son formas liquidas orales de amplia difusién en pediatria y geriatria®®.
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Gotas: Son formas liquidas de administracion oral, en las cuales él o los IFAs que se
administran ejercen su efecto terapéutico a una dosis que se alcanza sin administrar
grandes volumenes. Ademas del/los IFA/s, las gotas pueden requerir el uso de diferentes
tipos de excipientes como ser reguladores de pH, saborizantes, cosolventes, viscosizantes,
antioxidantes, y conservadores, entre otros®. Por su bajo volumen de dosis y por no

contener alcohol, son formas liquidas orales de amplia difusion en pediatria y en geriatria.

1.12 Control de calidad

La calidad es un parametro importante para todos los sectores industriales, pero
adquiere aun mayor relevancia en la industria farmaceéutica. La exigencia de calidad en los
productos de interés farmacéutico es indiscutible, por la propia naturaleza de los productos
farmacéuticos, potencialmente capaces de producir efectos perjudiciales para la salud, en
contraposicion con su finalidad intrinseca de prevencion de enfermedad y restauraciéon de la
salud.

Los medicamentos deben ser regulados porque éstos no son productos de consumo
ordinario. El empleo de productos ineficaces, inseguros o sin calidad, puede causar el
fracaso terapéutico, la exacerbacion de la enfermedad, y en algunas ocasiones hasta la
muerte del paciente, minando la confianza publica en los sistemas de salud y sus
profesionales. El tiempo y dinero gastados en medicamentos no aptos, son de los pacientes
y de los estados, que subvencionan los sistemas de salud.

La necesidad de adherir a los requisitos de las Buenas Practicas de Fabricacién y
Control es actualmente incuestionable y lo que en un principio fueron guias de trabajo se
han convertido en normas aplicables con fuerza de ley. Los fabricantes europeos de
medicamentos deben cumplir con las Normas para la Correcta Fabricaciéon de
Medicamentos de Uso Humano y Medicamentos Veterinarios de la UE®® y existen normas
equivalentes en Estados Unidos®, Japon®” y en el resto de los paises, que alojan a los
mayores productores mundiales de medicamentos. La OMS también se ha pronunciado al
respecto, emitiendo su propio texto ordenado de Buenas Practicas de Fabricacién y
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Control®. En Argentina, las normas actualmente vigentes estan contenidas en la
Farmacopea Argentina®, radicando el poder de policia para garantizar su cumplimiento en la
Administracion nacional de medicamentos, alimentos y tecnologia médica (ANMAT).

Por lo tanto, el objetivo fundamental del control de calidad de medicamentos es
proveer la confianza que cuando un medicamento sea dispensado al paciente, el mismo
cumpla con todas las especificaciones de identidad, pureza, dosis, potencia, eficacia
terapéutica e inocuidad, como asi también en lo referido a sus propiedades organolépticas y
caracteristicas farmacotécnicas, documentando la adquisicion de toda la informacion
relevante y su interpretacién. Para ello se requiere del uso conjunto de una variedad de
metodologias analiticas y pasos de verificacion y control.

El control de calidad es un paso fundamental en el desarrollo de los medicamentos, e
involucra no solo a los IFAs sino también a los excipientes, productos en proceso y producto
terminado. El desarrollo de métodos analiticos adecuados juega un importante papel en el
descubrimiento, optimizacion y fabricacion de productos farmacéuticos. Los métodos de
control que resultan de estos procesos pueden ser usados luego por los laboratorios de
control de calidad para asegurar la produccion de un medicamento seguro y eficaz, y para
garantizar en general la calidad del producto.

Los métodos y actividades propias de la industria farmacéutica que pueden tener
impacto sobre la seguridad y la eficacia de los productos que ésta fabrica o utiliza, requieren
de una demostracion previa de su aptitud para el uso propuesto. De ese modo, la calidad de
los productos no se vera afectada por la calidad de los métodos empleados para producirlos
y controlarlos. La demostracién de aptitud para el uso pretendido es lo que en el ambito de
la industria farmacéutica se conoce como “validacion”®®.

Los resultados de la validacion del método pueden usarse para juzgar la calidad,
confiabilidad y consistencia del resultado analitico, por lo que la validacién debe ser parte

integral de cualquier buena practica analitica.
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En las distintas etapas, métodos validados aptos para el control de calidad son
aplicados a los fines de determinar no sélo el contenido del IFA, sino también la presencia

de productos de degradacion o posibles interferentes.

1.13 Estudios de estabilidad

1.13.1 Estudios de estabilidad quimico

Los estudios de estabilidad para los productos farmacéuticos son una parte
fundamental de todo el proceso de investigacion y desarrollo. Los mismos deben hacerse
previamente a que un producto farmacéutico sea puesto a disposicion de la poblacion. Tales
estudios tienen como finalidad determinar el tiempo durante el cual los productos analizados
mantienen sus especificaciones de calidad.

Los ensayos deben cubrir todos los atributos que puedan modificarse durante el
almacenamiento y aquéllos que tengan influencia sobre la calidad, seguridad y eficacia del
medicamento. Los ensayos por realizar durante el estudio deben cubrir no solamente la
estabilidad quimica sino también los cambios en las propiedades fisicas y microbioldgicas.
Deben determinarse, ademas, el mantenimiento de la concentracion y eficacia de los
conservantes mediante ensayos y valoraciones apropiadas®. En la Tabla 1.13.1 se indican
las condiciones y tiempos minimos (establecidos por Farmacopea Argentina) de los estudios
de estabilidad de larga duracion y acelerados.

Tabla 1.13.1 Condiciones de los estudios de larga duracion y acelerados.

Tipo de estudio Temperatura Humedad Tiempos minimos
Estudios de larga duracién 25+2°C 60+5% 12 meses
Estudios acelerados 40+2°C 75 £ 5% 6 meses

Los estudios de larga duracion son obligatorios y deben tener un minimo de doce
meses para su presentacion para el registro del producto, aunque deben continuarse hasta

cubrir el periodo de vida util propuesto, y quedar a disposicion de la Autoridad Sanitaria. El
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estudio de estabilidad acelerado es optativo, pero puede emplearse para iniciar los tramites
de presentacion del producto, y para evaluar el efecto de las condiciones de
almacenamiento fijadas en periodos cortos, sin embargo, los resultados de estudios

acelerados no siempre predicen los cambios fisicos®.

1.13.2 Estudios de estabilidad microbiolégica

Los productos farmacéuticos pueden ser vehiculos de microorganismos que pueden
producir enfermedades, alteraciones fisicoquimicas, disminucion de la actividad terapéutica,
o ser indicadores de calidad higiénica deficiente. Deben, por lo tanto, fijarse limites de
aceptabilidad con el fin de garantizar la inocuidad y estabilidad del producto desde el punto
de vista microbiolégico durante el tiempo de vida atil del producto. Los limites microbianos
fiiados para productos orales no estériles son: 1) Recuento de microorganismos aerobios
totales menor a 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por mL, 2) Recuento combinado
de hongos filamentosos y levaduras menor a 10> UFC mL™", 3) Ausencia de Escherichia

coli,5+7

. Por lo tanto, una formulacién farmacéutica de administracién oral puede contener
microorganismos, pero en un numero limitado, sin embargo, es una exigencia la ausencia de

E. coli.

1.14 Disefo de experimentos

Un enfoque clasico de la experimentacion es investigar los efectos de una variable
experimental manteniendo todas las otras constantes. En muchas situaciones, este
acercamiento puede no reflejar la situacién real del sistema estudiado. Ademas, es posible
que las variables interactiuen unas con otras. De esta manera, la magnitud del efecto
causado por la alteracion de uno de los factores dependera de la magnitud de uno o mas de
los otros factores. Un enfoque experimental que investigue el efecto de un factor
manteniendo los otros factores a un nivel constante es poco probable que revele la
presencia de tales interacciones’?. La mayoria de los experimentos involucrados en el

desarrollo de métodos analiticos para el control de dosis es aun efectuada modificando
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separadamente (y de una forma no sistematica) los niveles de cada variable o factor. Esta
metodologia requiere de un gran numero de experimentos y es frecuentemente dependiente
de la experiencia del analista. El tradicional cambio de un factor a la vez no es una
estrategia econodmica ni eficiente, porque no suministra suficiente informacion acerca del
punto 6ptimo. La optimizacion de una variable a la vez también ignora las interacciones
entre factores y requiere de numerosos experimentos innecesarios. Debido al incremento en
los costos de los experimentos, es muy importante que el desarrollo y optimizacion de
cualquier método analitico pueda resolverse con pocos ensayos y al menor costo posible.
Una forma de acelerar el desarrollo y validacién de un proceso consiste en el uso de
disefios experimentales, con el fin de seleccionar experimentos de manera eficiente y
sistematica, y asi obtener informacién confiable y coherente’. El disefio de experimentos es
una técnica estadistica introducida por Fisher en 1926 que apunta a resolver tales
dificultades’™. La misma suministra los medios para establecer los factores que pueden tener
influencia sobre un proceso, evaluarlos simultaneamente, dilucidar si éstos interactian vy
determinar su importancia relativa. Es decir, se investigan todas las posibles interacciones
entre los factores, a todos los niveles, y se evalua el significado tanto de los efectos
principales como de las interacciones. Ello permite separar los factores que son importantes
de aquéllos que no lo son. Esta técnica puede aplicarse a muchos problemas farmacéuticos
y aporta las bases para analizar cualquier situacién en la que se trate de encontrar la
solucién optima. Para su implementacion, deben tenerse en cuenta los factores a ser
estudiados, sus niveles y las respuestas del sistema:
1) Los factores a ser estudiados: Los mismos pueden ser cuali o cuantitativos y deben
seleccionarse de acuerdo con los objetivos del experimento; 2) Los niveles de los factores:
la determinacion de los niveles es a menudo una decision dificil, en la cual la experiencia del
investigador juega un rol importante. Muchas veces las guias disponibles son solamente la
literatura y/o ensayos de prueba y error; 3) La/s respuesta/s a ser medida/s: Las respuestas

de interés usualmente se definen en los objetivos experimentales. Las mismas deben ser
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capaces de ser expresadas numéricamente, ya que no se permiten descripciones
adjetivales o numerales ordinales.

En la Tabla 1.14.1 se listan los disefios experimentales mas usados. En esta Tesis,
se empled el disefio Plackett-Burman para la etapa de screening y los disefos factorial
completo (full factorial) y central compuesto, para la etapa de optimizacion.

1.14.1 Diseno Plackett-Burman

Son un grupo de disefos experimentales introducidos en 1946 por Robin L. Plackett
y J. P. Burman75, donde el numero de experimentos es multiplo de 4 pero no potencia de 2
(12, 20, 24, etc.).

Tabla 1.14.1 Disefos experimentales mas empleados y su aplicacion general

Disenos Experimentales Aplicaciéon General
e Factoriales e Factorial completo  Optimizacion / Cuantificacion
e Factorial
Optimizacién / Exploracion
Fraccionario
e Plackett-Burman Exploracion
e D-oOptimo Optimizacién / Exploracion
e Central compuesto Optimizacién / Cuantificacion
e Box-Behnken Optimizaciéon / Cuantificacion
e D-Optimo Optimizacion / Cuantificacion

Las interacciones entre factores se consideran inexistentes y cada factor se estudia a
2 niveles, por lo que resultan utiles para determinar efectos principales. Estos disefios
presentan las desventajas que cuando las interacciones son importantes, éstas se
confunden con los efectos principales, pero son muy utiles para evaluar la importancia de

diferentes factores previo a su seleccion, en la etapa de optimizacion.
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1.14.2 Disenos factoriales completos

En un diseno factorial completo se evalian todos los niveles de cada factor para
todas las combinaciones de los niveles de los otros factores. Si cada uno de los n factores
tiene 2 niveles, entonces el numero de experimentos requeridos es de 2" y, en general, si
todos los factores tienen el mismo numero de niveles, la cantidad total de experimentos
necesarios sera de k", donde k es el numero de niveles y n el numero de factores. Este tipo

de disenos se vuelve poco practico y hasta impracticable para k o n superior a 4-5.

1.14.3 Diseno Central Compuesto (DCC)

Son una progresion de los disefios factoriales introducidos por Box y Wilson’®,
ampliamente usados en el modelado de superficies de respuesta y en problemas de
optimizacion (Figura 1.14.1). Estos disefios constan de 3 partes:

1) Un disefo factorial a tres niveles (-1, 0 y 1); 2) Un disefio estrella, con puntos situados a
una distancia a del punto central (a= 2V, donde N es el numero de factores); 3) Un punto
central (0, 0, 0), del cual se hacen replicados con el objeto de adquirir informacion acerca de
la variabilidad de la respuesta. Una de las ventajas de este disefio es que cada factor se

evalua a cinco niveles (-q, -1, 0, +1 y +a) con un reducido numero de experimentos.

® (0. +1.682,0)

/-u. 0, +1.682)

N

Factor X,

- . -
(—1.682, 0, 0 /._u_u.m (+1.682,0,0)

(0,0, —1.682)

® (D, —1.682,0)

Factor X,

Figura 1.14.1 Esquema del Disefio Central Compuesto
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115 Objetivo

1.15.1 Objetivo General

Esta Tesis propone como objetivo general el desarrollo y optimizacion de formas

farmacéuticas liquidas de uso oral para el tratamiento de cardiopatias en pacientes

pediatricos.

1.15.2 Objetivos Particulares

1)

2)

3)

4)

5)

El objetivo planteado sera alcanzado a través de los siguientes objetivos particulares:
Realizar una busqueda bibliografica de las formas farmacéuticas liquidas de
administracion oral, ausentes y presentes en el mercado farmacéutico argentino, y
desarrolladas previamente en publicaciones cientificas.

Determinar qué tipo de excipientes seran los mas adecuados para la preparacion de
las gotas y jarabes de acuerdo con la dosis requerida, las caracteristicas
organolépticas y compatibilidad con los IFAs.

Evaluar las interacciones fisicas y quimicas entre los IFAs y los distintos excipientes
que pueden ser utilizados en la formulacién de las distintas formas farmacéuticas.
Desarrollar y optimizar haciendo uso de disefio de experimentos formulaciones
liquidas, en forma de gotas o jarabes, de HCT, ATN, ENA, FURO y SIL

Desarrollar métodos indicadores de estabilidad

6) Validar los métodos analiticos necesarios para la realizacién de los controles de

7)

calidad de las formulaciones.

Realizar los estudios de estabilidad de las nuevas formulaciones.
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2. Materiales y métodos

21 Equipamiento, Instrumental analitico y de apoyo

2.1.1 Espectroscopia de absorcion electrénica
Los espectros de absorcion electrénica se adquirieron en un espectrofotémetro UV-
Vis marca Shimadzu modelo 1800 (Shimadzu Corp., Kyoto, Japén), utilizando cubetas de
cuarzo de 1,00 cm de paso Optico, frente a blanco del solvente. Los barridos se hicieron a
una velocidad de 1200 nm min™". Los espectros fueron obtenidos con una resolucién nominal

de 1 nm para todos los casos.

2.1.2 Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE)

Los analisis se llevaron a cabo isocraticamente, empleando un cromatégrafo de
liquidos marca Agilent Technologies 1200 Series (Santa Clara, USA), equipado con cuatro
bombas, un inyector automatico y un detector de arreglo de diodos. Columnas de las lineas
Luna C8 y CN, de 4,6 mm x 25 cm (Phenomenex, Inc., Torrance, Estados Unidos (EEUU)),
o Silia Chrom XDB1 C18 de 25 0 15 cm x 4,6 mm, segun el caso, rellenas con particulas de
5 ym de didmetro promedio y termostatizadas a 30,0 o 50,0 £ 0,1 °C, fueron empleadas para

realizar las determinaciones correspondientes en cada caso.

2.1.3 Separaciones cromatograficas
2.1.3.1 Determinacion de Atenolol
El contenido de ATN fue determinado empleando una columna SiliaChrom C18 (150
x 4,6 mm, 5 ym), termostatizada a 30°C. La fase mavil consistié en una mezcla de buffer
citrato (10 mM, pH 4): metanol (70:30) con un flujo de 0,5 mL min™" y un volumen de
inyeccion de 20 L. La longitud de onda de deteccion fue 226 nm’”.
2.1.3.2 Determinacion de Citrato de Sildenafil
Cada una de las muestras fue analizada a 240 nm para determinar el contenido de

SIL. Se empled una columna SiliaChrom C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), termostatizada a 30°C.
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La fase movil consisti6 en una mezcla de buffer acetato de amonio (50 mM, pH 7):
acetonitrilo (50:50) con un flujo de 1 mL min~" y un volumen de inyeccién de 20 uL"8.
2.1.3.3 Determinacion de Hidroclorotiazida
Los analisis de cada una de las muestras se llevaron a cabo empleando una columna
SiliaChrom XDB1 C18 (250 x 4,6 mm d.i.,, 5 ym tamafo de particula), termostatizada a
30°C, la fase movil compuesta por una solucién buffer de fosfatos (50 mM, pH 2,5):
acetonitrilo (70:30), a una velocidad de flujo de 1,0 mL min™', con deteccion UV a 225 nm y
un volumen de inyeccién de 20 uL’®.
2.1.3.4 Determinacién de Furosemida
Las cuantificaciones de FURO en cada uno de los experimentos se llevaron a cabo
siguiendo los lineamientos de la monografia oficial de la Farmacopea de los Estados Unidos
del inglés United States Pharmacopeia (USP 38)% para soluciones orales.
Las condiciones fueron: fase movil: agua, acetonitrilo y acido acético glacial (165:35:2)
velocidad de flujo de 2 mL min-1, columna Luna CN, de 4,6 mm % 25 cm (Phenomenex, Inc.,
Torrance, EEUU) termostatizada a 30°C, deteccién a 254 nm y un volumen de inyeccién de
20 pL.
2.1.3.5 Determinacion de Maleato de Enalapril
Para determinar ENA en los estudios de estabilidad quimica iniciales y para las
muestras conteniendo propionato de calcio como conservante, se empledé el método
publicado en la monografia oficial de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38)% para
la valoracion de comprimidos. Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: fase
movil: solucién buffer de fosfato monobasico de sodio (10 mM, pH 2,2): acetonitrilo, en una
proporcion 75:25, la columna, Luna C8, de 4,6 mm x 25 cm (Phenomenex, Inc., Torrance,
EEUU), termostatizada a 50°C, volumen de inyeccién 50 uL, flujo de 2 mL min™. La
deteccion se llevo a cabo a 215 nm.
Para la determinacion de ENA en las muestras conteniendo benzoato de sodio y
metil y propilparabeno, las condiciones cromatograficas fueron: fase movil: solucién buffer

de fosfato monobasico de sodio (10 mM, pH 2,2): acetonitrilo, en una proporcion 80:20, la
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columna, Luna C8, de 4,6 mm x 25 cm (Phenomenex, Inc., Torrance, EEUU),
termostatizada a 50°C, volumen de inyeccion 50 uL, flujo de 1,5 mL min'. La deteccion se

llevd a cabo a 215 nm.

2.1.4 Propiedades de apariencia fisica y mediciéon de pH
Se utiliz6 un método de examen sensorial (apreciando modificaciones de color,
aroma o tendencia a la formacion de precipitados) para analizar el aspecto fisico de las
muestras almacenadas a cada temperatura. Las mediciones de pH de todas las soluciones
utilizadas se llevaron a cabo con un pH-metro marca Thermo Scientific Orion 3 Star B35874

capaz de apreciar £ 0,01 unidades de pH, equipado con un electrodo Orion 8157 BNUMD.

2.1.5 Pesadas

Las pesadas analiticas se realizaron en una balanza analitica marca OHAUS®
Pioneer™. La calibracién de la balanza se controlé6 mediante una pesa de referencia antes

de comenzar cada operacion o serie de pesadas.
2.1.6 Agitacion y sonicacion
Acorde a las determinaciones a realizar, se emple6 un agitador magnético marca
Precytec® y un agitador de paleta marca Boeco Germany OSD-20. Las sonicaciones se

llevaron a cabo empleando un bafio ultrasénico Ultrasonic parts-cleaning Branson 1200

(Branson Ultrasonic Corp., Dambury, EEUU).

2.2 Adquisicibn y procesamiento computacional de los datos

cromatograficos y espectroscépicos

2.2.1 Espectros y cromatogramas
Los espectros en el UV se adquirieron y procesaron empleando el aplicativo UV-
Probe v. 2.00 (Shimadzu). Los cromatogramas fueron adquiridos y procesados empleando
el programa EZchrome Elite Chromatography Data System Version 3.3.2 sp1, Agilent

Technologies, Inc.
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2.2.2 Graficos
Las estructuras quimicas fueron dibujadas empleando el programa ChemDraw Ultra
v. 7.0 (Cambridge Scientific™, Cambridge, MA, EEUU). Otros graficos se confeccionaron
empleando la aplicacion Origin v. 8.0 (OriginLab, Co. Northampton, MA, EEUU) y Design—

Expert version 7.

2.3 Ingredientes farmacéuticos activos y excipientes

2.3.1 Ingredientes farmacéuticos activos
Todos los IFAs empleados para llevar a cabo este trabajo fueron de grado
farmacopeico y se conservaron en un desecador, protegidos de la accion de la luz y la
humedad durante el desarrollo de los experimentos.
e Atenolol. Fue provisto por el Laboratorio de Especialidades Medicinales (LEM),
Rosario. Lote N° 1409129, pureza: 99,48%.
e Citrato de Sildenafil. Fue provisto por el Laboratorio Industrial Farmacéutico (LIF),
Santa Fe. Lote M-004221, pureza: 99.54%.
e Hidroclorotiazida: Fue provisto por el LEM, Rosario. Lote N° 20141103, pureza:
99.55%.
e Furosemida: Fue provisto por el LIF, Santa Fe. Lote: M-004474, pureza: 99.45%.
e Maleato de Enalapril Fue provisto por el LIF, Santa Fe. Lote: M-003987, pureza:

99.66%.

2.3.2 Excipientes
Los excipientes empleados en este trabajo de Tesis fueron los siguientes:
Glicerina (Gli) Farmacopea (Novalquim S.R.L. Lote: N° 130610. Origen: Argentina), sorbitol
(Sor) USP (Novalquim S.R.L. Lote N°E597M. Origen Francia), propilenglicol (PPG)
(Novalquim S.R.L. Lote N° F019145. Origen: Alemania), polietilenglicol 400 (PEG 400),
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), metilparabeno (Prest S.A. Lote N° 60MS0812. Origen:
India), propilparabeno (Unifarma. Lote N° 20130719. Origen: China), benzoato de sodio,

propionato de calcio, citrato de sodio, fosfato monobasico de sodio, hidroxido de sodio, D(+)-
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Sacarosa (USP-NF, BP, Ph. Eur., JP) pura, grado farmacéutico, y acido fosférico

(Laboratorio Cicarelli (Santa Fe, Argentina).

24 Reactivos y soluciones buffer para cromatografia

Los solventes metanol (Sintorgan) y acetonitrilo (Panreac) empleados en las
separaciones cromatograficas fueron grado HPLC. Para preparar las soluciones y fases
moviles se empled agua Millie Q (Millipore Direct-Q UV3, Maryland, USA). Todos los demas
reactivos (HCI, NaOH, K2HPO4, NaH2PO4, H3PO4, etc.) fueron de grado analitico,
adquiridos a Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EEUU) y
Ciccarelli (San Lorenzo, Argentina). Las soluciones buffer fueron preparadas de acuerdo con
las indicaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP 38)%. Todas las fases

moviles fueron filtradas a través de filtros de nylon de 0,45 um de diametro de poro.

2.5 Soluciones madre y de trabajo para CLAE
La preparacion de todas las soluciones madre y de trabajo para llevar a cabo la
validacion de cada uno de los métodos cromatograficos empleados en la cuantificacion de

los ingredientes activos y sus resultados, se detallan en el Anexo.

2.6 Reactivos, soluciones y diluciones de las formulaciones desarrolladas
En este apartado se describe la preparacion de las soluciones a partir de las
formulaciones desarrolladas a ser analizadas por los distintos métodos para su

cuantificacion.

2.6.1 Gotas de Atenolol
2.6.1.1 Preparacién de las muestras del diseiio Plackett-Burman
Las diferentes soluciones buffer (citrato o fosfato) fueron preparadas usando agua
estéril conteniendo 0,07 % p/v de metilparabeno y 0,03 % p/v de propilparabeno. Las
concentraciones de estos conservantes fueron seleccionadas basadas en los valores
maximos fijados por la EMA®. El jarabe fue preparado siguiendo el método de la
farmacopea britanica®'.
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Se llevaron a cabo un total de 12 experimentos que comprenden cinco parametros
independientes, tres factores numéricos y dos factores categéricos. Los factores numéricos
evaluados fueron la concentracion de ATN (ATN%(p/v)), la concentracién de agente
viscosizante (AV%(v/v)) y pH de la solucion buffer empleada en cada caso (BpH). Los
factores categoricos corresponden al tipo de solucién buffer, citrato o fosfato y el tipo de
agente viscosizante (AV), Gli o jarabe (Jar). Las cantidades de ATN, AV y soluciones buffers
se detallan en la Tabla 2.6.1

Tabla 2.6.1 Disefio Plackett-Burman para la seleccion de factores gotas de ATN

F ATN%(p/v) BpH Tipo buffer AV%(viv) AV
1 4 2 Fosfato 0 Jar
2 4 7 Citrato 20 Jar
3 1 7 Fosfato 0 Gli
4 4 2 Fosfato 20 Jar
5 4 7 Citrato 20 Gli
6 4 7 Fosfato 0 Gli
7 1 7 Fosfato 20 Jar
8 1 2 Fosfato 20 Gli
9 1 2 Citrato 20 Gli
10 4 2 Citrato 0 Gli
11 1 7 Citrato 0 Jar
12 1 2 Citrato 0 Jar

F: Formulacion, ATN%(p/v): concentracion de atenolol, BpH: pH de la solucion buffer, AV%(v/v):
concentracién de agente viscosizante, AV: tipo de agente viscosizante.

Diferentes cantidades exactamente pesadas de ATN fueron transferidas a un frasco
de vidrio de boca ancha con tapa de 200 mL. Posteriormente, se incorporé como agente
viscosizante Gli, Sor o una mezcla de ambos, segun corresponda. Luego, una porciéon de
solucion buffer (70 mL) fue incorporada a cada frasco, se tapd y se sometié a sonicacion

durante 20 min. A continuacién, las muestras fueron agitadas durante 72 h (220 rpm y
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37°C). Finalmente, el contenido de cada frasco fue trasvasado cuantitativamente a un
matraz de 100 mL, se completé a volumen con la solucion buffer correspondiente a cada
experimento y se filtro6 con papel de filtro®2. Cada una de las muestras fue fraccionada en
tres envases de vidrio tipo Ill color ambar y conservadas a 4, 25 y 40°C/ 75%HR, para

realizar los estudios de estabilidad.

2.6.2 Gotas de Citrato de Sildenafil

2.6.2.1 Preparacion de las muestras del disefio Plackett-Burman
Se llevaron a cabo un total de 12 experimentos que comprenden seis parametros
independientes, cinco factores numéricos y un factor categdrico. Los factores numéricos
evaluados fueron el contenido de Sor, PPG, PEG 400, Gli y pH. El factor categérico
corresponde al tipo de solucién buffer, citrato o fosfato. La Tabla 2.6.2 resume el contenido
de los excipientes en cada uno de los experimentos.

Tabla 2.6.2 Disefio Plackett-Burman para la seleccion de factores gotas de SIL

F Sor (%) PPG (%) PEG400(%) Gli(%) pH Tipo buffer
1 0 10 0 10 7 Citrato
2 10 0 10 10 3 Fosfato
3 10 10 10 0 3 Citrato
4 0 10 10 0 7 Fosfato
5 0 0 0 0 3 Citrato
6 10 0 0 0 7 Citrato
7 0 0 10 0 7 Fosfato
8 10 10 0 0 3 Fosfato
9 0 0 0 10 3 Fosfato
10 0 10 10 10 3 Citrato
11 10 10 0 10 7 Fosfato
12 10 0 10 10 7 Citrato

F: Formulacion; Sor: Sorbitol; PPG: Propilenglicol; PEG 400: polietilenglicol 400; Gli: Glicerina
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En la preparacion de las soluciones buffers (citrato o fosfato) se empled agua estéril
conteniendo metilparabeno (0,07%p/v) y propilparabeno (0,03%p/v) como conservantes.
Primero, se pesaron exactamente alrededor de 500 mg de SIL y se colocaron en un frasco
de vidrio de boca ancha de 200 mL, con tapa. Posteriormente, Sor, PPG, PEG 400, Gli o
una mezcla de ellos, fue agregado. Luego se incorporaron 60 mL de solucion buffer 10 mM
de citrato o fosfato, segun corresponda, se tapé el frasco y se sonicd durante 20 min. A
continuacioén, las muestras fueron agitadas a 220 rpm durante 72 h a 37°C. Finalmente, el
contenido de cada frasco fue trasvasado cuantitativamente a un matraz de 100 mL, se
completd a volumen con el buffer correspondiente y se filtré.

2.6.2.2 Analisis de enmascaramiento del sabor

Se realizo el ensayo de palatabilidad de las formulaciones en base a la percepcion
de diez voluntarios sanos de entre 30 y 50 afos. Se diluyeron diferentes volumenes de
formulaciones de SIL de 2 y 4 mg mL™" en 1 mL de leche, y se incluy6é una muestra de leche
como referencia. Los participantes se enjuagaron la boca primero con agua y luego con 1
mL de leche antes de analizar las diferentes muestras. Cada participante tomdé una muestra
equivalente a 2 0 4 mg mL™" del farmaco (diluido en diferentes volimenes de leche) en la
boca durante 20 segundos y luego se la desechd®. Cabe mencionar que el estudio fue
llevado a cabo de manera “ciega”, es decir que los voluntarios desconocian la muestra que
testeaban ya que las mismas sélo se encontraban rotuladas con cddigos. Los participantes
registraron la puntuacion de amargura mediante una escala numérica entre 1 y 5 (1: no
amargo, 2: ligeramente amargo, 3: moderadamente amargo, 4: amargo y 5: muy amargo).
La media del valor medido para cada muestra permiti6 obtener una puntuacion final de

amargors4,

2.6.3 Gotas de Hidroclorotiazida

Las diferentes soluciones buffers fueron preparadas usando agua estéril conservada

conteniendo 0,03 % p/vy 0,07% p/v de metil y propilparabeno, respectivamente.
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Las formulaciones fueron elaboradas de acuerdo con el siguiente procedimiento
operativo:1) Se peso alrededor de 200 mg de HCT en un frasco de vidrio de boca ancha con
tapa de 200 mL 2) Agregamos las cantidades correspondiente la cantidad correspondiente
de Gli, Sor o PPG en cada caso hasta formar una mezcla homogénea; 3) Se incorpord con
agitacion, la solucion buffer hasta obtener un volumen final de 80 mL aproximadamente; 4)
Las sonicamos durante 20 minutos; 5) Las agitamos durante 72 h (220 rpm y 37°C); 6) Se
transfirio el contenido de cada frasco a un matraz aforado de 100 mL, se enraso con el

correspondiente buffer, finalmente se mezclé y filtré con papel de filtro.

2.6.4 Gotas de Furosemida

Considerando la posibilidad de pacientes con tratamiento crénico, se plantearon tres
formulaciones conteniendo 2, 5 y 14,7 mg mL"' de FURO-B, para garantizar la mejor
dosificacion acorde al peso corporal, siendo la ultima, apta para pacientes adultos. A su vez,
se elaboraron dos procedimientos operativos evaluando diferentes excipientes y envases.
Procedimiento 1: 1) Se pesé la cantidad de FURO-B correspondiente en cada caso
considerando un volumen final de 100 mL; 2) Se agregé 50 mL de NaOH 0,1 N, preparado
con agua conservada; 3) Se incorporé 10 mL de glicerina y 10 mL de sorbitol; 4) Se agitd
hasta homogeneizar; 5) Se ajusté a pH 7 con acido fosfoérico (10%v/v), preparado con agua
conservada; 6) Se transfiri6 a un matraz de 100 mL y se enraso a volumen con agua
conservada; 7) Finalmente, se filtré con papel de filtro.
Procedimiento 2: 1) Se pes6 la cantidad de FURO-B correspondiente en cada caso
considerando un volumen final de 100 mL; 2) Se agreg6 50 mL de NaOH (0,1 N), preparado
con agua conservada; 3) Se ajustd a pH 7 con acido fosférico (10%v/v), preparado con agua
conservada; 4) Se incorporé6 HPMC, concentracion final 0,5 %pl/v; 5) Se agitd hasta
disolucién completa; 6) Se transfirid a un matraz de 100 mL y se enraso a volumen con agua

conservada; 7) Finalmente, se filtré con papel de filtro.
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2.6.5 Gotas de Maleato de enalapril

Este IFA, a diferencia de los mencionados anteriormente, no presenta problemas de
solubilidad, pero si de estabilidad, la cual es dependiente del pH y la temperatura. La
estabilidad del ENA fue estudiada en agua y en soluciones buffer de citrato o fosfato,
cubriendo un rango de pH entre 2 y 10. Posteriormente, se evaluaron diferentes
conservadores, como metil (0,03 %p/v) y propilparabeno (0,07 %p/v), benzoato de sodio
(0,1%plv) y propionato de calcio (0,28 % p/v), en la estabilidad microbioldgica y su influencia
en la estabilidad quimica de la formulacion.

Todas las formulaciones se prepararon del siguiente modo: 1) Se pesé la cantidad
necesaria de ENA para obtener una concentracion final de 2 mg mL™"; 2) Se humecté con Gli
(10%v/v); 3) Se incorporé agua o solucién buffer, segun corresponda, agitando hasta
disolucion completa; 4) Se trasvas6 a un matraz aforado de 100 mL, se llevo a volumen vy,
finalmente, se filtrd con papel de filtro.

Cuando se prepararon las formulaciones para evaluar los diferentes conservantes,

éstos fueron incorporados a la fase acuosa.
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3.1 Gotas de Atenolol

La EMA ha desarrollado un inventario de las necesidades de medicamentos
pediatricos para ayudar a los desarrolladores de medicamentos a identificar oportunidades®?
El ATN, un agente bloqueante de los receptores adrenérgicos B¢ recomendado para el
tratamiento de la hipertensién y la arritmia en nifios menores de 12 anos (incluidos los recién
nacidos), se incluye en el mencionado inventario.

Aunque varias formulaciones de ATN, como tabletas flotantes, tabletas
mucoadhesivas, parches bucales, tabletas de desintegracion rapida y matrices a base de
ciclodextrinas, entre otras, se han desarrollado y analizado hace varios afios®”:8889.90.91.92
estas formulaciones estan destinadas a pacientes adultos. En los ultimos afios se han
desarrollado un numero reducido de formulaciones pediatricas, entre las que se encuentran
una suspension extemporanea de ATN®%, capsulas de atenolol obtenidas a partir de
comprimidos triturados® y un jarabe (que demostro ser estable durante 9 dias a 4°C)%.
Debe tenerse en cuenta que existe una preparacion liquida con licencia para adultos (jarabe
de ATN) en el Reino Unido, pero su uso no esta autorizado en nifios®. Por ultimo, cabe
destacar que no se encontré en la bibliografia el desarrollo de soluciones para ser
administradas en forma de gotas aptas para ser usadas en pediatria.

Ademas, en una formulacion liquida destinada a ser utilizada en nifios, se deben
tener en cuenta los valores maximos de concentracion de algunos componentes® .En el
caso de polioles como la glicerina, la ingesta diaria aceptable no ha sido especificada por el
Comité Mixto de Expertos en Aditivos Alimentarios, aunque pueden causar sintomas
gastrointestinales como distension abdominal y laxacion®. Santoveiia y colaboradores han
remarcado que las nuevas formas de dosificacion deben ser seguras y eficaces mediante el
uso del farmaco puro y con las limitaciones de los excipientes que ha recomendado la

EMA®S.
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3.1.1. Etapa de screening

Como ya se detalld en la introduccion, los disefios Plackett-Burman y factorial
fraccionario son los enfoques mas adecuados para encontrar factores que contribuyan
significativamente a una respuesta, realizando el nimero minimo de experimentos sobre un
numero maximo de factores'®. Entre ambos disefios, en este caso se selecciond el disefio
Plackett-Burman (Tabla 3.1.1) para evaluar aquellos factores que pudieran afectar
significativamente la solubilidad del ATN.

Tabla 3.1.1 Disefio Plackett-Burman para la seleccion de factores

Factores Respuestas

ATN %(p/v) BpH Tipo buffer AV%(vIv) AV ATN-R (%) T (%) FpH

4 2 Fosfato 0 Jar 93,73 100,00 2,13
4 7 Citrato 20 Jar 104,65 97,57 9,61
1 7 Fosfato 0 Gli 101,65 100,00 7,53
4 2 Fosfato 20 Jar 96,68 97,55 2,15
4 7 Citrato 20 Gli 100,17 99,62 9,64
4 7 Fosfato 0 Gli 99,95 100,00 9,16
1 7 Fosfato 20 Jar 102,47 97,21 7,46
1 2 Fosfato 20 Gli 95,31 99,70 1,95
1 2 Citrato 20 Gli 93,12 99,87 2,16
4 2 Citrato 0 Gli 97,03 100,00 2,14
1 7 Citrato 0 Jar 97,99 100,00 6,64
1 2 Citrato 0 Jar 94,52 100,00 2,03

ATN %(p/v): concentracion de atenolol, BpH: pH de la solucién buffer, AV %(v/v): concentraciéon de
agente viscosizante, AV: tipo de agente viscosizante, ATN-R (%): recuperacion de atenolol, T (%):
transmitancia, FpH: valor final de pH de la formulacion.
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Los factores analizados en el disefio Plackett-Burman fueron: concentracion de ATN
(mg mL-1), valor de BpH, tipo y concentracién de agentes viscosizantes (AV, Jar o Gli) y tipo
de solucion buffer (fosfato o citrato). Los rangos de factores se seleccionaron con base en el
conocimiento previo sobre el sistema en estudio, como rango de dosis de ATN™
limitaciones de los excipientes recomendados por la EMA® y una formulacion previa de
jarabe de ATN®.

Las respuestas analizadas fueron la recuperacion de ATN (ATN-R), la transmitancia
de cada sistema (T) y el valor final de pH de las formulaciones después de una semana de
desarrollo (FpH). La Tabla 3.1.1 resume los resultados de las respuestas analizadas en
todas las condiciones citadas.

Se aplicé una prueba de analisis de varianza, del inglés analisis of variance,
(ANOVA) a los datos experimentales correspondientes al disefio, para obtener una
estimacion de los errores estandar en los coeficientes. Se concluyé que el valor de pH, BpH,
el tipo de AV y la concentracion de AV eran los factores mas importantes (valores con p
<0,05, como se indica en negrita en la Tabla 3.1.2). Como era esperado, el valor de pH final
de la formulacion se vio afectado por el valor de BpH. Los resultados también revelaron una
relacion directa entre el factor AV y la respuesta T, que podria estar relacionada con una
disminucion de la solubilidad de ATN o con el crecimiento microbiano.

Como la recuperacion de ATN no se vio afectada ni por el tipo de AV ni por la
concentracion de AV (Tabla 3.1.2), y teniendo en cuenta que el “jarabe” y su concentracion
podrian promover el crecimiento microbiano en la formulacién durante el almacenamiento,
estos factores deben optimizarse. Dado que el factor “concentracion de ATN” no afecto
ninguna respuesta, para el procedimiento de optimizacién se fijo su concentracién en 2 mg
mL™" que cubre la concentracion terapéutica diaria en pediatria (0,8 a 2 mg/kg/dia)'°"1%2,
Asimismo, el factor (tipo de solucion buffer) no afecté ninguna respuesta (Tabla 3.1.2). Sin
embargo, teniendo en cuenta lo reportado por Hatem y colaboradores, quienes informaron

que la maxima estabilidad del ATN se produce a pH 4%, se selecciond el acido citrico para
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continuar el desarrollo. La eleccion se baso en los valores de pKa del acido fosforico (2,1;
7,2 y 12,3) y del acido citrico (3,4; 4,8 y 5,4). Dado que el rango util para la mayoria de las
soluciones reguladoras es 1 unidad de pH por encima o por debajo del valor de pKa'®, el
acido fosférico no podria cumplir su funcion reguladora en este valor de pH.

Tabla 3.1.2 Valores de p obtenidos para los diferentes factores en las tres respuestas.

ATN-R (%) T (%) FpH
Modelo 0,0372 0,0001 <0,0001
ATN %(p/v) 0,3821 0,5790 0,1842
BpH 0,0031 0,9109 <0,0001
Tipo buffer 0,7724 0,2782 0,4350
AV %(viv) 0,3601 <0,0001 0,1798
AV 0,7237 <0,0001 0,2887

ATN %(p/v): concentracion de atenolol, BpH: pH de la solucion buffer, AV %(v/v): concentracion de
agente viscosizante, AV: tipo de agente viscosizante, ATN-R (%): recuperacion de atenolol, T (%):
transmitancia, FpH: valor final de pH de la formulacion.

3.1.2. Etapa de optimizacion. Disefio empleado para la superficie de respuesta.
Para aplicar la metodologia de superficie de respuesta se utilizé un DCC, que
consistid en 17 experimentos, combinando los factores seleccionados en los siguientes
rangos: BpH: 3,00-5,00, concentracion de Gli: 0-20%vV/v, y concentracion de Jar: 0-20%v/v
(Tabla 3.1.3). Todos los experimentos se realizaron en orden aleatorio para minimizar los
efectos de factores no controlados que pueden introducir un sesgo en las mediciones. Como
se puede observar en la Tabla 3.1.3, algunos valores de los factores estan fuera de rango:
BpH (2,32 y 5,68), Jar y Gli (27%vV/v). Estos valores fuera de rango se deben al hecho de
que hay cinco niveles de cada factor en un DCC (dos puntos factoriales, dos puntos axiales
y un punto central). Los valores fuera de rango de BpH, Jar y Gli corresponden a los puntos
axiales'?, Particularmente, en el caso de los factores de Gli y Jar, un punto axial generado

por el software fue 27%v/v mientras que el otro fue un valor negativo. Los valores negativos
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(uno para cada factor) se establecieron en cero para obtener las formulaciones. La Tabla
3.1.3 también muestra los resultados de las respuestas: ATN-R (%), T (%) y FpH después
de una semana a temperatura ambiente (FpH-TA) y después de 6 meses almacenados en
diferentes condiciones (FpH-4°C, FpH 25°C y FpH-40°C).

Tabla 3.1.3 Disefo central compuesto usado para la optimizacién de las respuestas

Factores Respuestas

BpH Jar Gli FpH- FpH- FpH- FpH- T(%) ATN-R ATN-R ATN-R
%viv_ %viv TA 4°C 25°C_ 40°C % 4°C % 25°C % 40°C

5,00 0 20 5,86 5,83 5,88 5,87 98,42 99,39 100,86 91,68
5,68 10 10 7,60 7,59 7,39 7,59 99,87 99,02 97,98 89,51
3,00 0 0 3,24 3,27 3,28 3,29 100,53 98,46 96,59 74,82
4,00 0 10 4,47 4,44 4,49 4,45 98,99 99,23 98,84 90,53
3,00 20 20 3,48 3,48 3,54 3,52 99,50 99,15 97,53 80,59
4,00 10 10 4,55 4,56 4,50 4,58 99,51 100,60 99,20 89,42
5,00 20 20 6,23 6,26 6,17 6,14 99,14 102,83 102,89 91,22
5,00 20 0 5,92 5,97 5,98 6,09 100,57 97,52 98,03 88,09
3,00 20 0 3,37 3,34 3,43 3,44 100,99 97,33 96,22 76,55
4,00 10 27 469 4,67 4,72 4,62 98,71 98,60 96,01 89,81
4,00 10 10 4,51 4,57 4,62 4,61 99,82 99,00 97,12 90,01
4,00 27 10 476 4,81 4,82 4,85 100,18 98,87 98,44 89,25
3,00 0 20 3,28 3,30 3,31 3,26 97,87 97,58 93,82 74,35
5,00 0 0 5,67 5,73 5,78 581 100,74 98,03 99,98 94,08
2,32 10 10 255 2,58 2,63 2,64 99,44 96,39 81,94 33,06
4,00 10 0 4,50 4,50 4,50 4,56 100,42 97,88 99,67 92,86

4,00 10 10 4,56 4,57 4,59 4,59 99,93 98,18 99,55 94,51

BpH: pH de la solucién buffer, Jar %v/v: concentracién de jarabe, Gli %v/v: concentracion de glicerina,
FpH: valor final de pH de la formulacion, T (%): transmitancia, ATN-R (%): recuperacion de atenolol.

Las respuestas en los 17 experimentos se ajustaron a modelos polinomiales para

estimar los mejores modelos. Se obtuvo que un modelo cuadratico explica mejor los
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comportamientos de las respuestas FpH (FpH-TA, FpH-4°C, FpH-25°C y FpH-40°C) y
recuperacion de ATN (ATN-R (%) - 25°C y ATN R (%) -40°C), mientras que un modelo 2FI
es apropiado tanto para T (%) como para ATN-R (%) - 4°C. Los resultados de ANOVA
parciales para este disefio mostraron buenos indicadores estadisticos (es decir, falta de
ajuste no significativa (p> 0,05) y adecuados R? (0,84-0,97), modelo (p<0,03) y coeficiente
de variacion (3,05-5,41).

Como puede apreciarse en la Tabla 3.1.3, no se observan marcadas diferencias
entre FpH-TA, FpH-4°C, FpH-25°C y FpH-40°C, lo que puede mostrar la estabilidad de todas
las formulaciones ensayadas. Ademas, las recuperaciones de ATN fueron excelentes
después de 6 meses cuando se almacenaron a 4 y 25°C y solo disminuyeron en algunas
formulaciones almacenadas a 40°C. Por ello, se decidid optimizar la formulacién en las
peores condiciones de almacenamiento (40°C y 75% HR). Debido a que era necesario
optimizar varias respuestas simultaneamente, se empleé la funcién de deseabilidad que es
una funcion de mas de una respuesta. El procedimiento implica crear una funcién para cada
respuesta individual (d)) y finalmente obtener una funcién global D que debe maximizarse
eligiendo las mejores condiciones de las variables disefiadas. Los valores de la funcion D
van de O (totalmente indeseable) a 1 (todas las respuestas estan simultaneamente en un

rango deseable) y esta definida por la Ecuacién 3.1.1:

N 1/22121“/”
pD=|T](d,)"
n=1

Ecuacion 3.1.1
Donde ds, ds,..., d, corresponden a la funcién de deseabilidad individual para cada
respuesta que se optimiza y W, es un peso que controla la importancia relativa de cada uno

de los factores analizados.
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Se optimizaron simultdneamente dos respuestas: ATN-R (%) - 40°C y T (%), y sus
pesos en la Ecuacion 3.1.1 se ajustaron a la unidad. Una vez realizado el procedimiento de
optimizacion y encontrados modelos adecuados para cada una de estas respuestas, se
construyo una superficie de respuesta para la funcién de deseabilidad global, ATN-R (%) -

40°C y T (%) en funcioén de los factores de influencia (Figura 3.1.1).
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Figura 3.1.1 Graficos de superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad global, ATN-R (%) -
40°C y T (%) en funcion de los factores de influencia
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Asi, se seleccionaron como mejores condiciones las correspondientes al punto de
disefio mas cercano a la region sugerida por la deseabilidad. La funcién de deseabilidad en
este punto arrojo un valor de D = 0,982, que consideramos adecuado para nuestros
propésitos (Figura 3.1.1 A y B). Como se puede ver en la Figura 3.1.1 C, Glino afecté a T
(%), mientras que un mayor contenido de jarabe (Figura 3.1.1 D) produjo una disminucién en
T (%). Probablemente este resultado esté asociado con el crecimiento microbiano en la
formulacién. Como se observa en la Figura 3.1.1 E y F, el factor principal en la recuperacién
de ATN es el valor del pH de la solucion reguladora, siendo la recuperacion maxima a un pH
de alrededor de 4,5. Ni Gli ni Jar generaron modificaciones significativas en la recuperacién
del farmaco.

La zona de maxima deseabilidad incluye concentraciones de Gli entre 0 a 10%v/v y
valores de pH entre 4,3 a 5,0. Con base en estos resultados, se seleccionaron tres
formulaciones, dos de las cuales se encuentran dentro de la region sugerida por la funcién
de deseabilidad. La primera formulacion contiene Gli como agente viscosizante a una
concentracion del 10%v/vy pH = 4,61 (D = 0,982), la segunda, basada en una mezcla de Gli
y Jar al 8,28 y 9,7%v/v respectivamente y pH = 4,67 (D = 0,951); y la tercera formulacion
basada en Jar al 20%v/vy pH = 4,47 (D = 0,819) fuera de la zona de maxima deseabilidad
(Figura 3.1.1).

En la primera formulacion, la concentracion de Gli se establecio en 10%v/v debido a
gue esta concentracion se encuentra en la zona de maxima deseabilidad y también permite
obtener una solucién con una viscosidad adecuada. Como se menciond anteriormente, se
debe considerar aumentar la viscosidad de las soluciones que se administren en forma de
gotas para reducir los errores en la dosificacion'®. Por otro lado, la tercera formulacion no
fue seleccionada por el disefio ya que T (%) disminuy6é cuando aumentd la concentracion de
Jar. Sin embargo, luego de seis meses a 40°C, esta disminucion en el valor de T (%) fue

menor al 2,5% (Figura 3.1.1 D); por lo tanto, decidimos incluir esta formulaciéon para la
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verificacion experimental y analizar si la disminucion de T (%) se debié al crecimiento

microbiano.

3.1.3. Verificacion experimental

Las condiciones seleccionadas para la preparacion de la solucion de ATN se
verificaron mediante un experimento independiente adicional. Las combinaciones
ensayadas, segun lo indicado por el estudio de optimizacion, proporcionaron resultados
experimentales que estaban de acuerdo con los valores predichos, mostrando diferencias
que estaban en el orden del error de la medicion analitica (Tabla 3.1.4) Ademas, no se
observaron cambios detectables de color o aroma en ninguna muestra durante el
almacenamiento. Estos hallazgos sugieren que el procedimiento de optimizacién aplicado

condujo a valores confiables de los factores que influyen en la formulacion estudiada.

Tabla 3.1.4 Verificacidon experimental

F1 F2 F3
Respuesta

Valor Valor Valor Valor Valor Valor
predicho real predicho real predicho real

ATN-R (%) 40°C 95,7% 99,9% 94,3% 98,2% 95,1% 97,2%
T (%) 100,6% 100,2% 99,7% 98,6% 98,4% 96,6%

FpH-40°C 5,38 5,26 5,48 5,32 5,12 5,03

F1: glicerina al 10% v / v pH = 4,61; F2: glicerina al 8,28% v / v, jarabe al 9,7% v / v, pH = 4,67; F3:
jarabe 20% v /v, pH =4,47.

F: Formulacion, ATN-R (%): recuperacion de atenolol, T (%): transmitancia, FpH: valor final de pH de
la formulacion.

3.1.4. Estudios de estabilidad microbiolégica

El ensayo microbiolégico se llevd a cabo analizando las tres formulaciones
seleccionadas después de 3 y 6 meses segun la monografia de productos no estériles de la
Farmacopea Argentina, como se menciond anteriormente, las formulaciones cumplen con

los requisitos si el recuento microbiano aerdbico total es inferior a 10° UFC mL™, el recuento
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total combinado de levadura / hongos es inferior a 102> UFC mL" y presenta ausencia de
Escherichia coli. A. Como se ve en la Tabla 3.1.5, se observd crecimiento microbiano en
formulaciones que contenian Jar almacenado a temperatura ambiente.

Tabla 3.1.5 Estudios microbiolégicos durante el almacenamiento de las preparaciones en
diferentes las condiciones

CA F CMAT CTHyL Ec Resultado

F1 0 0 Ausencia Cumple
41+2°C F2 0 0 Ausencia Cumple
w F3 0 0 Ausencia Cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
g 25+2°C F2 0 0 Ausencia Cumple
o F3 120 94 Ausencia Cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
?70;02 gH) F2 0 0 Ausencia Cumple
F3 0 0 Ausencia Cumple
F1 0 0 Ausencia Cumple
412°C F2 0 0 Ausencia Cumple
F3 0 0 Ausencia Cumple
§ F1 0 0 Ausencia Cumple
g 25+2°C F2 96 78 Ausencia Cumple

© F3 >103 >102 Ausencia No cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
?70;,2 gH) F2 0 0 Ausencia Cumple
F3 0 0 Ausencia Cumple

F1: glicerina al 10%v/v pH = 4,61; F2: glicerina al 8,28%Vl/v, jarabe al 9,7%v/v, pH = 4,67; F3: jarabe
20%vlv, pH =4,47.

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulaciéon, CMAT: Conteo de microbios aerobios totales
(UFC/mL) — Cumple si es <1.000, CTHyL: Conteo total de hongos y levaduras (UFC/mL) - Cumple si
es <100, Ec: Escherichia coli — Cumple si hay ausencia

A los 3 meses de almacenamiento todas las muestras cumplieron los requisitos de la
Farmacopea Argentina, sin embargo, se observd crecimiento microbiano en la formulacion 3
almacenada a temperatura ambiente. Después de 6 meses de almacenamiento, ninguna
formulacion mostré contaminacion por E. coli. El recuento total de bacterias fue inferior a 103
UFC mL™" y la contaminacién por hongos también fue inferior a 102 UFC mL" cuando se
almacend a 4° o0 40°C. Por otro lado, cuando las muestras se almacenaron a 25°C, aquellas
formulaciones que contenian Jar mostraron contaminacién bacteriana y fungica. Entre ellas,
la formulacion 3 basada unicamente en Jar, no paso la prueba. Las formulaciones que

contuvieron Jar no presentaron contaminacion cuando se almacenaron a 4 y 40°C,
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probablemente porque estas temperaturas no son adecuadas para el crecimiento
microbiano. Las temperaturas inferiores a 10°C pueden inhibir el crecimiento en lugar de
perder la viabilidad celular, mientras que las temperaturas superiores a 45°C pueden afectar
la viabilidad de los microorganismos (excepto las esporas termofilicas)??, siendo el rango de
temperatura éptimo para el crecimiento del microorganismo ensayado entre 25°C y 35°C"%7.
En este trabajo, el desarrollo de las formulaciones no se realizé en condiciones estériles, ya
que la formulacion multidosis estara expuesta a contaminacién ambiental una vez abierta.
Las tres formulaciones seleccionadas cumplieron con las especificaciones de la
Farmacopea Argentina sobre el examen microbiano de productos no estériles durante los 90
dias de ensayo. La solucién liquida oral a base de Jar probablemente mostré contaminacién
microbioldgica debido al hecho de que la concentracién de sacarosa es mucho menor que
en una formulacién de Jar (85%p/v). Por lo tanto, la solucién tiene una presion osmotica baja
que resulta incapaz de controlar el crecimiento microbiano. Ademas, la sacarosa actua como
nutriente en algunos medios de cultivo de microorganismos. Ambas razones podrian ser la
causa de la contaminacion de las formulaciones liquidas orales que contienen Jar al 20%v/v.
Por otro lado, la glicerina ha mostrado actividad antimicrobiana cuando se usa en
concentraciones inferiores al 20%v/v® .En este trabajo, la concentracion de Gli en las
formulaciones 1y 2 fue inferior al 10%vV/v, lo que podria explicar los resultados obtenidos en
la Tabla 3.1.5. Los resultados indicaron que las formulaciones a base de Gli y Gli/Jar
cumplieron con las especificaciones de la Farmacopea Argentina incluso después de ser

almacenado durante 6 meses.

3.1.5. Estudios de estabilidad quimica

Como se ha mencionado, los estudios de estabilidad se efectuan para determinar el
periodo de tiempo y las condiciones de almacenamiento en las cuales las materias primas y
las preparaciones oficiales se mantienen dentro de las especificaciones sobre identidad,
potencia y pureza. En este caso, se evaluaron las recuperaciones de las tres formulaciones

alos 0, 3, 6 y 12 meses en las tres condiciones de almacenamiento en envases gotero de
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30 mL de vidrio tipo lll color ambar. Dado que la formulacion 3 no superdé el control
microbioldgico, fue desestimada para su control de estabilidad quimica a los 12 meses.
Las formulaciones 1 y 2 conservadas a temperatura ambiente y en heladera,

resultaron ser estables quimicamente al menos 12 meses desde su elaboracion (Tabla

3.1.6)

Tabla 3.1.6 Estudios de estabilidad acelerados y a largo plazo.

CA F 0 mes 3 meses 6 meses 12 meses
F1 99,8+ 0,7 101,3+0,9 100,5 £+ 1,1 99,8+ 0,6
41+2°C F2 100,1 £ 1,1 99,9+0,3 100,17+ 0,8 99,7+0,5
F3 99,2+0,5 101,1+0,4 99,7+0,5 -
F1 99,8+0,3 100,8 £ 0,9 100,3+0,8 98,8+0,6
25+2°C F2 100,17+ 0,5 99,7+0,6 100,9 £ 0,7 100,7 £ 0,4
F3 99,2+0,2 101,2+ 1,1 100,4 + 0,5 -
F1 99,8+0,5 100,7 £ 0,6 100,17+ 0,6
40+2°C F2 100,1 £ 0,7 102,5+1,3 98,2+0,2
(75%HR)
F3 99,2+0,2 98,9+0,5 97,2+0,3

F1: glicerina al 10%v/v pH = 4,61; F2: glicerina al 8,28%vV/v, jarabe al 9,7%v/v, pH = 4,67; F3: jarabe
20%v/v, pH =4,47.
CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion.

La Figura 3.1.2 muestra los cromatogramas correspondientes a las tres
formulaciones desarrolladas, a los seis meses de su elaboracion. El pico principal, con
tiempo de retencion de 10,5 minutos, corresponde a ATN. El segundo pico, con un tiempo
de retencion de 9,4 minutos, corresponde a la solucion reguladora de citrato y no se observa

la aparicion de picos extras, que podrian asociarse a la matriz o productos de degradacion.
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Figura 3.1.2 Cromatogramas correspondientes a las tres formulaciones desarrolladas, a los seis

meses de su elaboracion.

A los fines de evaluar la influencia del envase en la estabilidad quimica de ATN, la

formulacién 1 fue almacenada en envases de 30 mL de polietileno de media densidad, con

inserto de polietileno de baja densidad y tapa de polipropileno en las mismas condiciones de

almacenamiento.

Esta formulacion fue seleccionada considerando los

resultados

microbiologicos obtenidos con anterioridad. La Tabla 3.1.7 resume los datos obtenidos de

recuperacion de ATN mensuales.
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Tabla 3.1.7 Recuperaciones ATN en envase de polietileno de media densidad de F1

CA 0 mes 1 mes 2meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses

4+2°C 99,6+0,8 99,15+0,3 99,2+0,3 100,9+0,1 97,4+0,5 97,1+0,2 96,9+0,4
25+2°C  99,6%0,8 99,87+0,9 98,7+0,3 101,1£0,3 97,9+0,4 96,9+1,3 96,5+0,4

40+2°C  99,6+0,8 101,3+0,3 98,9+0,2 100,7+0,2 98,3x0,4 96,4+0,4 96,5+0,3
(75%HR)

CA: Condicion de almacenamiento

Para determinar si el tipo de envase empleado influia significativamente en la
recuperacion de ATN, se aplicd un test “t” (Ecuacion 3.1.2) a las muestras almacenadas en
ambos envases a cada temperatura. Bajo el supuesto de la hipétesis nula, la diferencia de
medias es igual a cero, con lo que el valor de t sera también igual a cero. Cuanto mas se

aleje t de ese valor, menos probable sera que la diferencia observada se deba al azar.

X1 — X,
,_Im-m]
52 §2
_1+_2
ng n

A

Ecuacion 3.1.2

Donde
x1: media de la primera muestra
X2: media de la segunda muestra
S+2: varianza de la primera muestra
S,?%: varianza de la segunda muestra
n+: tamano de muestra de la primera muestra

n2: tamafo de muestra de la segunda muestra
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Los resultados de las recuperaciones de ATN a tiempo 0, 3 y 6 meses y el valor del
test t calculado para cada temperatura, se muestran en la Tabla 3.1.8

Tabla 3.1.8 Resultados de las recuperaciones obtenidas de ATN en ambos envases

CA 0 mes 3 meses 6 meses Promedio Varianzas tcaculado
Vidrio 99,8 101,3 101,5 100,86 0,865
4+2°C 2,23
EP 99,6 100,9 96,9 99,13 4,16
Vidrio 99,8 100,8 100,3 100,3 0,25
25+2°C 0,645
EP 99,6 101,1 96,5 99,06 5,52
Vidrio 99,8 100,7 100,1 100,2 0,212
40+2°C 1,63
(75%HR) EP 99,6 100,7 96,5 98,93 4,75

CA: Condicion de almacenamiento, EP: Envase de polietileno de media densidad, ttabla,05:4= 2,78

Dado que los t calculados son menores al valor de tipia, NO se puede rechazar la
hipétesis de medias iguales, por lo que las recuperaciones encontradas para ambos
envases son iguales. Los resultados obtenidos en ambos casos se encuentran dentro de las
especificaciones farmacopeicas (90-110%), sin observarse una influencia significativa del

envase seleccionado, en las recuperaciones de ATN.

3.1.6. Conclusiones

En este capitulo se desarrollé una formulaciéon liquida de ATN mediante el analisis
racional de la influencia de los diferentes excipientes utilizados. El procedimiento involucrd
las siguientes cuatro fases: (1) seleccion de los factores influyentes, (2) construccion de un
modelo de superficie de respuesta, (3) busqueda de las formulaciones 6ptimas incluso en
las peores condiciones de almacenamiento y (4) realizacién de la verificacion experimental.
Se seleccionaron tres formulaciones, todas las cuales cumplieron con los criterios de
estabilidad quimica luego de seis meses en camara a 40 + 2°C (75 + 5% RH). La prueba
microbioldgica mostré que las formulaciones a base de Gli y Gli/Jar cumplieron con los
requisitos. Estas formulaciones, empleando excipientes en un rango recomendado por la
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EMA, mostraron estabilidad quimica y microbiolégica durante al menos 6 meses incluso en
las peores condiciones de almacenamiento. Finalmente, se evalud la influencia de dos tipos
de envases, vidrio color ambar tipo Ill y envases de polietileno de media densidad, con
inserto de polietileno de baja densidad y tapa de polipropileno, en la estabilidad la
formulacién conteniendo Gli (10%V/v). Los resultados obtenidos luego de aplicar un test “t”,
demostraron que no existe diferencia significativa en la recuperacion de ATN cuando se
emplearon los envases estudiados. Teniendo en cuenta estos resultados, estas
formulaciones de ATN podrian considerarse adecuadas para su potencial uso en pacientes

pediatricos.
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3.2 Gotas de citrato de sildenafil

Se ha informado que la dosis diaria efectiva de SIL en pacientes pediatricos (peso
corporal de 8 a 20 kg) con hipertensién arterial pulmonar es de 10 (media) a 20 mg (alta),
tres veces al dia'®. En los Ultimos afios, se ha desarrollado una pequefia cantidad de
formulaciones para pacientes pediatricos. Entre ellos, Provenza y colaboradores disefaron
dos formulaciones orales pediatricas de SIL que contienen buffer citrato, (una suspension y
una solucion, ambas con una concentracién de 2 mg mL™"), siendo la solucién apta para
pacientes diabéticos. Desde el punto de vista fisicoquimico y microbioldgico, la suspension
se mantuvo estable durante 3 meses (a 4 y 25 °C), mientras que a 40 ° C el contenido de
farmaco se mantuvo constante durante 2 meses. Por otra parte, la solucion fue estable
durante 1 mes (almacenada a 25 y 40 °C); sin embargo, almacenada a 4 °C, a partir del dia
15 se registraron concentraciones de SIL por debajo del 90%. Los autores concluyeron que
esta reduccion en la concentracion del farmaco estuvo relacionada con la aparicion de
sedimentos no redispersables, lo que sugiere una disminucién de la solubilidad de SIL a
baja temperatura'®. Por otro lado, Bellir y colaboradores desarrollaron una solucion de SIL
partiendo de comprimidos del farmaco molidos, a los cuales se los solubilizé en jarabe
simple (1,25 mg mL™"), esta solucion se almacend a 5 °C, pero solo se mantuvo estable
durante 4 semanas''°.

Teniendo en cuenta la falta de soluciones liquidas estables como gotas de SIL aptas
para su uso en pediatria, el propésito de este capitulo fue desarrollar una formulacion liquida
estable (quimica y microbiolégicamente) de gotas del mencionado IFA. Esta formulacion
debera ser adecuada para pacientes pediatricos (incluidos los diabéticos), desarrollada con
un nimero minimo de excipientes, que garanticen la seguridad durante la preparacion y el
almacenamiento, y con una palatabilidad adecuada cuando se emplee leche como vehiculo

para la administracion.
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3.2.1. Diseno Plackett-Burman

Basadas en el disefio de Plackett-Burman (Tabla 3.2.1) se prepararon doce
formulaciones. Las concentraciones y composiciones de las formulaciones se seleccionaron
en base al conocimiento previo sobre el sistema en estudio, como el rango de dosis de SIL y
las limitaciones de los excipientes recomendados por la EMA™'. Una primera evaluacion
consistid en analizar la maxima solubilidad de SIL alcanzada en todas las condiciones
citadas en la Tabla 3.2.1.

Tabla 3.2.1 Disefio Plackett-Burman. Composicion y recuperacion de SIL en las
formulaciones

Solubilidad de SIL
PEG

F ?’Z; ?‘I’/Do(); ?33 ((‘?/cl,l) BpH BTJ?er % mg mL"
1 0 10 0 10 7 citrato 39,2 1,92
2 10 0 10 10 3 fosfato 85,6 4,28
3 10 10 10 0 3 citrato 34,9 1,74
4 0 10 10 0 7 fosfato 84,7 4,23
5 0 0 0 0 3 citrato 19,3 0,97
6 10 0 0 0 7 citrato 23,7 1,18
7 0 0 10 0 7 fosfato 87,7 4,38
8 10 10 0 0 3 fosfato 75,3 4,06
9 0 0 0 10 3 fosfato 93,1 4,65
10 0 10 10 10 3 citrato 36,2 1,81
11 10 10 0 10 7 fosfato 90,3 4,51
12 10 0 10 10 7 citrato 47,5 2,37

F: Formulacién, Sor: sorbitol, PPG: propilenglicol, PEG 400: polietilenglicol 400, GLI: glicerina, BpH:
pH de la solucién buffer
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Se aplicé una prueba ANOVA a los datos experimentales y se concluyé que el
modelo fue significativo (p = 0,0004), y que el tipo de solucién buffer utilizado en la
formulacién fue el factor mas importante entre los componentes (p <0,0001), seguido por el
codisolvente Gli (p = 0,0245), mientras que los restantes factores no influenciaron la
solubilidad del SIL (p> 0,05) (Tabla 3.2.2). El coeficiente de determinacion del modelo (R?)
fue 0,9801. Se encontré que los valores de R? ajustados y predichos fueron 0,9561 y 0,8851,
respectivamente, lo que indica la bondad del ajuste del modelo.

Tabla 3.2.2 Test ANOVA del disefio Plackett-Burman

Fuente Suma de df Cuadrado F value p-value
cuadrados medio

Modelo 8853,06 6 1475,51 40,94 0,0004 significativo
Sor 0,69 1 0,69 0,019 0,8952
PPG 1,18 1 1,18 0,033 0,8637
PEG 400 106,34 1 106,34 2,95 0,1465
Gli 364,21 1 364,21 10,11 0,0246
pH 69,16 1 69,16 1,92 0,2246
Tipo de buffer 8311,48 1 8311,48 230,64 <0,0001
Residuos 180,18 5 36,04
Total 9033,24 11

Sor: sorbitol, PPG: propilenglicol, PEG 400: polietilenglicol 400, Gli: glicerina

Dado que los factores Sor, PPG y PEG 400 no afectaron la solubilidad del farmaco,
se selecciond Gli como codisolvente para el desarrollo de las siguientes formulaciones. Gli
no solo promueve la solubilidad del IFA, sino que también puede usarse como agente
viscosizante sin la necesidad de incorporar otro excipiente en la formulacién. Teniendo en
cuenta esto, para estudiar la estabilidad de las formulaciones se analizé la presencia del

cosolvente a tres concentraciones (minima 5%, intermedia 12,5% y maxima 20%V/v).
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Por otra parte, dado que el tipo de buffer fue el factor mas significativo (Tabla 3.2.2) y
teniendo en cuenta que las mejores recuperaciones de SIL fueron obtenidas cuando se
empled buffer fosfato, éste fue seleccionado para el procedimiento de optimizacién. Cabe
mencionar que la solubilidad del farmaco en buffer citrato fue incluso menor a la obtenida en
agua (alrededor de 3 mg mL")"2. Este hecho podria deberse a que el buffer citrato
probablemente produce una precipitacién inducida por efecto del “salting out” ejercido por la
presencia del acido citrico, reduciendo la solubilidad del SIL''3. Finalmente, aunque el valor
de pH de las formulaciones ha demostrado no ser significativo en la solubilidad del farmaco
(p = 0,2246), ha sido informada la influencia del pH en la recuperaciéon de SIL luego del
almacenamiento'*'%. Basados en esto, y debido al hecho de que el objetivo de este trabajo
es desarrollar gotas de SIL estables en el tiempo, el valor de pH de las formulaciones para

analisis posteriores se fijo en 4,5.

3.2.2. Estudios de estabilidad quimica

En base a los resultados obtenidos de solubilidad y teniendo en cuenta que la
estabilidad es un parametro clave para obtener un producto de calidad, se desarrollaron
diferentes formulaciones conteniendo 2 mg mL™" basadas en buffer fosfato (pH 4,5) y Gli (en
concentracion minima, media y maxima). Cada formulacion realizada por ftriplicado se
almaceno durante 6 meses en diferentes condiciones. Los resultados de recuperacion luego
del almacenamiento se presentan en la Tabla 3.2.3. Como puede observarse, se obtuvieron
recuperaciones superiores al 95% en todas las condiciones de almacenamiento y
empleando diferentes contenidos de Gli. La concentracion de Gli puede ser variada entre el

5y 20%v/v para ajustar la viscosidad de la gota sin afectar la estabilidad de SIL.
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Tabla 3.2.3 Recuperacion de SIL (2 mg mL-1) después de 6 meses de almacenamiento.

F Gli (%v/v) SIL-R (%) 4°C  SIL-R (%) 25°C  SIL-R (%) 40 °C
5 102,7+ 0,1 99,4+ 0,4 103,3+ 0,3
F1 5 102,8+ 0,3 101,4+ 0,3 102,4+ 0,2
5 99,2+ 0,3 99,9+ 0,3 98,7+ 0,5
Recuperacion global 101,5+0,3 100,2+0,4 101,4+0,2
12,5 100,91 0,3 101,4+ 0,3 100,94+ 0,2
F2 12,5 100,2+ 0,3 97,3+ 0,2 101,8+ 0,3
12,5 99,3+ 0,1 102,3+ 0,5 98,9+ 0,3
Recuperacion global 100,1+0,2 100,3+0,5 100,5+0,3
20 97,3t 0,2 103,2+ 0,2 101,7£ 0,2
F3 20 97,7+ 0,1 102,4+ 0,5 98,7+ 0,5
20 101,5+ 0,2 101,61 0,2 102,7£ 0,4
Recuperacién global 99,0+0,2 102,4+0,3 101,0+0,5

F: Formulacion, Gli: glicerina; SIL-R: Recuperacion de Citrato de Sildenafil

A continuacion, se llevé a cabo el mismo procedimiento para las tres formulaciones
conteniendo 4 mg mL™" de SIL, y las recuperaciones obtenidas se presentan en la Tabla
3.2.4. Se encontré que, después de seis meses de almacenamiento, las muestras no
presentaron precipitados, cambios de coloracion o turbidez independientemente de la
condicion de almacenamiento. Adicionalmente, las recuperaciones del IFA en las diferentes
formulaciones después de 6 meses almacenadas en las distintas condiciones de
almacenamiento (4, 25 y 40 °C) fueron muy similares, no mostrando diferencias entre si (p>
0,05). Cabe mencionar que no se observo cristalizacidon en muestras almacenadas a 4°C, lo
que indica la idoneidad de la formulacion incluso a bajas temperaturas. Este resultado indica
que todas las formulaciones son estables al menos durante 6 meses independientemente de

la temperatura a la que sean almacenadas.
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Tabla 3.2.4 Recuperacion de SIL (4 mg mL-1) después de 6 meses de almacenamiento

F Gli (%v/v) SIL-R (%) 4°C SIL-R(%)25°C SIL-R (%) 40 °C
5 101,0+£ 0,2 100,6+ 0,5 101,2+ 0,2
F4 5 99,1+ 0,3 101,6+ 0,2 102,7£ 0,3
5 99,9+ 0,2 101,7£ 0,3 102,0+ 0,5
Recuperacion global 100,1+0,3 101,3+0,4 101,4+0,2
12,5 101,61 0,2 102,61 0,2 101,6+ 0,4
F5 12,5 101,5+ 0,4 101,4+ 0,5 101,8+ 0,4
12,5 100,94+ 0,1 103,8+ 0,2 99,8+ 0,3
Recuperacion global 101,3+0,2 102,6+0,5 101,1+0,3
20 100,0+ 0,4 103,7+ 0,2 101,41+ 0,2
F6 20 101,8+ 0,5 101,5+ 0,3 101,1£ 0,5
20 100,5+ 0,5 102,1£ 0,3 101,4+ 0,3
Recuperacién global 100,8+0,2 102,4+0,3 101,3+0,5

F: Formulacion, Gli: glicerina; SIL-R: Recuperacion de Citrato de Sildenafil
Al igual que para las gotas conteniendo 2 mg mL™, se encontraron recuperaciones
superiores al 95%, en todas las condiciones de almacenamiento y contenido de Gli. Es

posible variar el contenido de Gli entre 5y 20%vV/v, sin detrimento en la recuperacion de SIL.

3.2.3. Estudios de estabilidad microbiolégica

El ensayo se llevd a cabo analizando las seis formulaciones seleccionadas. En la
Tabla 3.2.5 se presentan los resultados correspondientes a las formulaciones conteniendo 2
mg mL"' de SIL, mientras que en la Tabla 3.2.6 los correspondiente a aquellas que
contienen 4 mg mL™" del farmaco. El estudio se realizé de acuerdo con la monografia de la
Farmacopea Argentina de productos no estériles a los 3 y 6 meses, se evalud el crecimiento
microbiano en las diferentes condiciones de almacenamiento. Como se ha mencionado, las

formulaciones orales liquidas cumplen con el ensayo microbiolégico si el recuento
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microbiano aerdbico total es menor de 102 UFC mL™", el recuento total combinado de
levadura / hongos es menor de 102 UFC mL™" y se confirma la ausencia de Escherichia coli.
En el tiempo 3 y 6 meses, todas las soluciones cumplieron los requisitos de la Farmacopea
Argentina independientemente de la condicion de almacenamiento. Este hecho podria
deberse a la adecuada actividad antimicrobiana obtenida de la combinacion metilparabeno
(0,07%plv) y propilparabeno (0,03%p/v) utilizados en los diferentes sistemas y en las
soluciones buffer, sumado a que ha sido informado que la glicerina a bajas concentraciones

muestra actividad antimicrobiana®%'6.

Tabla 3.2.5 Conteo de microorganismos en las diferentes formulaciones de SIL (2 mg mL-1)
y condiciones de almacenamiento.

CA F CMAT CTHyL Ec Resultado
F1 0 0 Ausencia Cumple
412°C F2 0 0 Ausencia Cumple
w F3 0 0 Ausencia Cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
g 25+2°C F2 0 0 Ausencia Cumple
o F3 0 0 Ausencia Cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
(;g;ZR?_') F2 0 0 Ausenc?a Cumple
F3 0 0 Ausencia Cumple
F1 0 0 Ausencia Cumple
4+2°C F2 0 0 Ausencia Cumple
w F3 0 0 Ausencia Cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
g 25+2°C F2 0 0 Ausencia Cumple
© F3 0 0 Ausencia Cumple
o F1 0 0 Ausencia Cumple
(;g;ZR?_') F2 0 0 Ausencia Cumple
F3 0 0 Ausencia Cumple

F1: glicerina 5%v/v; F2: glicerina 12.5%v/v; F3: glicerina 20%v/v.

CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, CMAT: Conteo de microbios aerobios totales
(UFC/mL) — Cumple si es <1.000, CTHyL: Conteo total de hongos y levaduras (UFC/mL) - Cumple si
es <100, Ec: Escherichia coli — Cumple si hay ausencia
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Tabla 3.2.6 Conteo de microorganismos en las diferentes formulaciones de SIL (4 mg mL-1)
y condiciones de almacenamiento

CA F CMAT CTHyL Ec Resultado
F4 0 0 Ausencia Cumple
412°C F5 0 0 Ausencia Cumple
w F6 0 0 Ausencia Cumple
o F4 0 0 Ausencia Cumple
g 25+2°C F5 0 0 Ausencia Cumple
o F6 0 0 Ausencia Cumple
o F4 0 0 Ausencia Cumple
(;50°22RC|;—I) F5 0 0 Ausencia Cumple
F6 0 0 Ausencia Cumple
F4 0 0 Ausencia Cumple
4+2°C F5 0 0 Ausencia Cumple
F6 0 0 Ausencia Cumple
§ F4 0 0 Ausencia Cumple
g 25+2°C F5 0 0 Ausencia Cumple
© F6 0 0 Ausencia Cumple
o F4 0 0 Ausencia Cumple
(;50°22RC|;—|) F5 0 0 Ausencia Cumple
F6 0 0 Ausencia Cumple

F4: glicerina 5%v/v; F5: glicerina 12.5%Vv/v; F6: glicerina 20%vV/v.

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, CMAT: Conteo de microbios aerobios totales
(UFC/mL) — Cumple si es <1.000, CTHyL: Conteo total de hongos y levaduras (UFC/mL) - Cumple si
es <100, Ec: Escherichia coli — Cumple si hay ausencia

3.2.4. Analisis del enmascaramiento del sabor

La EMA incentiva el desarrollo de soluciones orales como gotas y concentrados (de
volumenes de dosis muy pequefos), con recomendaciones de dilucion en una bebida,
frecuentemente leche o jugo de frutas, para mejorar la palatabilidad'''"”. Soulele y
colaboradores concluyeron que las formulaciones a base de leche son un enfoque
novedoso, simple y fisiologicamente amigable para la administracion de medicamentos,
aprovechando las propiedades gastroprotectoras y de enmascaramiento del sabor de la
leche'®. Por otra parte, la leche no solo se ha utilizado para mejorar la palatabilidad de
formulaciones liquidas, sino también como excipiente en formulaciones sélidas®19.120,

En base a esto, las formulaciones conteniendo el farmaco (2 y 4 mg mL™") y la
minima y maxima concentracion de glicerina, se diluyeron en diferentes volumenes de leche

(Figura 3.2.1) lo que puede ser un método facil para administrar el medicamento a bebés y
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nifios'"!. Teniendo en cuenta que SIL puede tener un sabor amargo o desagradable, la
palatabilidad de las formulaciones se determiné en un estudio aleatorizado realizado por 10
voluntarios humanos sanos'?"'22, E| amargor de las diferentes formulaciones se registro

mediante una escala numérica (Figura 3.2.1 Ay B).

leche

3 mL (5% Gili)

2 mL (5% Gli)

1 mL (5% Gli)
0,5 mL (20% Gili)
3 mL (20% Gili)
2 mL (20% Gli)

1 mL (20% Gli)
0,5 mL (20% Gili)

amargor

leche

3 mL (5% Gli)

2 mL (5% Gili)

1 mL (5% Gili)
0,5 mL (20% Gili)
3 mL (20% Gli)
2 mL (20% Gili)

1 mL (20% Gli)
0,5 mL (20% Gili)

amargor

leche

DF

amargor

Figura 3.2.1 Amargor del citrato de sildenafil

(A) diferentes volimenes de solucion de 2 mg mL-1 diluida en 1 ml de leche, (B) diferentes
volumenes de solucion de 4 mg mL-1 diluida en 1 mL de leche y (C) dilucion final (DF): 0,82 mL de
citrato de sildenafil (4 mg mL-1) conteniendo 20% de glicerina diluida en 4,18 mL de leche.
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Como puede apreciarse en la Figura 3.2.1 Ay B, ni la concentracion de SIL (2 0 4 mg
mL-1) ni la concentracion de glicerina (5 o 20%) mostraron diferencias significativas en la
palatabilidad (p> 0.05). Sin embargo, se puede observar una tendencia, la concentracion
mas baja del farmaco (2 mg mL-1) y los volumenes mas pequefios de la formulacion diluida
en 1 mL de leche produjeron menos amargor. Debido a que la dosis media recomendada
para el tratamiento de pacientes pediatricos (1-8 kg) con hipertension arterial pulmonar es
de 10 mg al dia'®, se decidié analizar un volumen de 0,82 mL de SIL 4 mg mL-1
(conteniendo 20% de glicerina) diluido en 4,18 mL de leche. Esta dilucion final (DF) con un
volumen de 5 mL, se ajusta a la dosis requerida para cada administracion. Como se aprecia
en la Figura 3.2.1 C, la palatabilidad de la DF fue ligeramente amarga en comparacién con
la leche (puntuacién 1,2 + 0,2), sin mostrar diferencias significativas entre ellas.

La formulacién final diluida en leche mostré adecuadas caracteristicas organolépticas
y no se observo la aparicion de precipitados, turbidez o desnaturalizacion de la leche
durante 24 horas. Esta formulacién es potencialmente segura, ya que contiene unicamente
glicerina como excipiente (ademas del buffer y los conservadores). La glicerina es

mencionada por la FDA como un ingrediente inactivo seguro'®.

3.2.5. Conclusién

En este capitulo se evaluaron diferentes estrategias en el desarrollo de
formulaciones liquidas orales de SIL destinadas a pacientes pediatricos con hipertension
pulmonar. Se prestd especial atencion a los excipientes utilizados y a la palatabilidad final
del producto, para asegurar la adherencia al tratamiento. El uso del disefio Plackett-Burman
permitié determinar los factores que fueron significativos en la solubilidad de SIL, dando
lugar a formulaciones con una concentracion de farmaco en solucién superior a las
desarrolladas hasta el momento. Adicionalmente se utilizé el minimo nimero de excipientes
y una significativa reduccion en el volumen de dosificacion, de suma importancia en

pediatria. Las soluciones conteniendo SIL a 2 mg mL™" 0 4 mg mL", Gli como cosolvente, un
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regulador de pH y conservantes permitidos, cumplen con las limitaciones de excipientes que
la FDA ha recomendado. Todas las formulaciones demostraron ser estables durante 6
meses en las tres condiciones analizadas. Las pruebas microbioldgicas se ajustan a los
requisitos de la farmacopea en el tiempo 3 y 6 meses. Finalmente, el ensayo de
palatabilidad mostré que 0,82 mL de la formulacion conteniendo solucion reguladora de
fosfato, 20% de glicerina y 4 mg mL™" de SIL, diluida en 4,8 ml de leche (que se ajusta a la
dosis pediatrica media), presentd una palatabilidad similar a la de la leche sola y no se
observd ningun precipitado, turbidez o desnaturalizacion de la leche durante un dia.
Teniendo en cuenta estos resultados, esta formulacion debe considerarse adecuada para

pacientes pediatricos, incluidos pacientes diabéticos.
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3.3 Gotas De Hidroclorotiazida

Mas del 80% de los farmacos estudiados poseen una autorizacion comercial en
forma oral tanto en la EMA como en la FDA. Sin embargo, alrededor del 50% de estas
formulaciones no son apropiadas para la mayoria de los grupos pediatricos, siendo HCT uno
de ellos. Adicionalmente HCT esta incluida en la séptima lista de medicamentos esenciales
para nifios de la OMS'*, Las dosis utilizadas varian segun la patologia a tratar entre 2 a 4
mg/kg/dia en una o dos tomas'%"1%5,

En los ultimos afios se han realizado numerosas publicaciones con el objetivo de
desarrollar formulaciones liquidas estables de HCT. En 2009, Tagliari desarrollé una
suspension floculada de HCT a pH 3,3 conteniendo carboximetilcelulosa sédica al 0,6%,
esta suspensién fue redispersable después de una suave agitacion, sin embargo, no se
aportaron datos respecto a su estabilidad durante el almacenamiento’?. Santovefa vy
colaboradores en 2012 disefaron una formulacion pediatrica de administracién oral con una
baja proporcién de HCT, que resultd estable durante sélo tres semanas almacenadas a
5°C%. En otro estudio de 2013, Mendes obtuvo suspensiones acuosas extemporaneas de
HCT, las cuales mostraron una vida utii maxima de 7 dias cuando el pH de las
formulaciones se ajusto a 3,3'?". En 2017 Cirri y colaboradores desarrollaron y evaluaron
una suspension de HCT incluida en ciclodextrinas, y a su vez formando parte de nano
particulas lipidicas. Los autores informaron que la suspension fue estable por 3 meses
almacenada en heladera. Sin embargo, en este estudio se emple6 un método de
espectroscopia UV para la evaluacién de la estabilidad de la suspension (absorbancia total a
272 nm). Cabe destacar que mediante esta metodologia no puede evaluarse la influencia de
los excipientes de la formulacion ni determinarse la presencia de los productos de
degradacion que pudieran generarse durante el almacenamiento, por lo que no se lo
considera un método indicador de estabilidad. Es por esto que si la cuantificacion se lleva a

cabo por espectroscopia UV, no puede determinarse si la disminucion en el contenido de
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HCT es debido a su degradacion o a un menor contenido del activo en solucién debido a su
precipitacion'?8,

Por otra parte, en 2019 Binson y colaboradores desarrollaron suspensiones
dispersando HCT (2 mg mL") en un vehiculo acuoso Syrspend®SF-PH4 al 6.5% (pH 4.0).
Estas suspensiones presentaron una estabilidad de 60 dias'?®.

En la actualidad no existe una formulacion comercial liquida de HCT de
administracion oral (solucién o suspension), posiblemente debido a su baja estabilidad en
solucion acuosa; por lo tanto, el desarrollo de una formulacién liquida es un gran desafio y
representaria un a avance importante en la terapéutica de la hipertension infantil*°. Por otro
lado, realizar estudios de estabilidad (de manera acelerada y a largo plazo) en diferentes
condiciones de almacenamiento de la formulacién desarrollada, determinando el producto
principal y los posibles productos de degradacion, resulta parte integral del desarrollo lo que
permitiria obtener una formulacién segura para su administracion.

En base a lo expuesto, el propésito de este capitulo fue desarrollar y optimizar,
aplicando un enfoque inteligente, una formulacién liquida de administracion oral de HCT
basada en una solucion 2 mg mL™" para ser utilizada en pacientes pediatricos, y determinar
su estabilidad fisicoquimica y microbiolégica, ademas de desarrollar un procedimiento
operativo estandar, que pueda ser reproducido de forma sencilla y factible. Esta formulacion
asegurara la correcta dosificacidon, eficacia del tratamiento y estabilidad durante su

preparacion y almacenamiento.

3.3.1 Optimizacion de la solubilidad mediante Disefio Central Compuesto
Existen diferentes estrategias para aumentar la solubilidad de un IFA, como la
utilizacion de cosolventes, la disminucion del tamafio de particulas, cambiar el pH del medio,
agregar un agente tensioactivo o la aplicacién de ultrasonido pueden listarse como las mas
utilizadas. La estrategia planteada para obtener una formulacion liquida de HCT considero el
control del pH y la incorporacion de cosolventes, a fin de encontrar el estado de ionizacion

Optimo y la mejor relaciéon de polaridades que favorezcan la solubilidad del IFA. Para tal fin,
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se planted la realizacién de un disefio experimental que permita la correlacion entre la
concentracion alcanzada del IFA y las variables que gobiernan su solubilizacion.

Se realizaron una serie de soluciones siguiendo un DCC, en el cual se consideraron
cuatro variables independientes: A: pH de la solucién buffer de citrato, B: concentracion de
Gli, C: concentracién de PPG y D: concentracién de Sor, y cada factor fue evaluado a 5
niveles (Tabla 3.3.1)

Tabla 3.3.1 Variables experimentales y sus niveles en el Disefio Central Compuesto

Factores Niveles

-a -1 0 +1 +a
A: pH 1,75 2,50 3,25 4,00 4,75
B: Gli (%vV/v) 25 5,0 7,5 10,0 12,5
C: PPG (%vV/v) 25 5,0 75 10,0 12,5
D: Sor (%v/v) 25 5,0 75 10,0 12,5

Gli: glicerina, PPG: propilenglicol, Sor: sorbitol.

Los rangos de los factores se seleccionaron en base a conocimientos previos sobre
el sistema en estudio, como rango de dosis de HCT'™' limitaciones de los excipientes
recomendados por la EMA® y un estudio previo de estabilidad de HCT"32133,

Para el ajuste del DCC se utilizé un modelo cuadratico que evalua las interacciones binarias
entre variables y la contribucién individual de cada variable en la recuperacion porcentual de
HCT. La relacion matematica entre las variables independientes y su respuesta observada
se expresd mediante un modelo polinomial cuadratico. La correlacion significativa entre las
variables de entrada y la respuesta para HCT se expresd mediante la Ecuacion 3.3.1

El ajuste del modelo matematico se llevdo a cabo por el método de cuadrados minimos
mientras que el analisis de significacion de los términos del modelo se realiz6 mediante el
ANOVA, asi como el nivel de significacion del modelo total. Un valor de estadistica del
modelo (Fmodelo) de 36,81, indicé que el modelo fue significativo con un a=0,01%. Mostrando

la relevancia del modelo Y.
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Y Rec.HCT (%) = +89.44 — 0.97A + 3.63B + 5.73C + 1.26D — 3.37BC — 1.21CD - 1.51B?- 2.6C?
Ecuacion 3.3.1

Donde Y es la recuperacion de HCT; A, B, C y D son los coeficientes de pH, Gli (% v/v),

PPG (%vV/v) y Sor (%V/v), respectivamente.

Tabla 3.3.2 Analisis de la varianza (ANOVA) para la recuperacion (%) de HCT

Fuente Grados de libertad Suma de Cuadrado F-Value p-Value
cuadrados medio

Modelo 9 1450,85 161,21 36,81 < 0,0001
A: pH 1 21,11 21,11 4,82 0,0432
B: Gli 1 298,12 298,12 68,07 < 0,0001
C: PPG 1 741,75 741,75 169,37 < 0,0001
D: Sor 1 35,83 35,83 8,18 0,0113
BC 1 165,75 165,75 37,85 < 0,0001
CD 1 21,35 21,35 4,88 0,0422
B2 1 54,65 54,65 12,48 0,0028
C? 1 162,58 162,58 37,12 < 0,0001
Residuo 16 70,07 4,38
Falta de 14 68,06 4,86 4,85 0,1839
ajuste
Error puro 2 2,00 1,00
Total 25 1520,92

Gli: glicerina, PPG: propilenglicol, Sor: sorbitol.

Los valores de probabilidad (p) inferiores a 0,05 indicaron que los términos del
modelo fueron significativos. Los términos A, B, C, D, BC, CD, B2 y C? resultaron
significativos. La falta de ajuste del modelo (LOF del inglés lack of fit) evalua cuanto se
desvian los datos estimados por el modelo de las observaciones experimentales, El valor de
probabilidad de p=0.1839 para la LOF del modelo implica que la falta de ajuste no fue

significativa en relacién con el error puro del modelo. El cuadrado del coeficiente de
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determinacion predicho (R%xes=0,8754) estuvo en concordancia con el coeficiente de
determinacion ajustado, R?aq;., lo que indica la bondad del ajuste del modelo. En su conjunto,
todos los resultados obtenidos, indican que este modelo puede ser utilizado para explorar el

espacio de disefio muestreado.

3.3.2 Optimizaciéon. Metodologia de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta fue aplicada para la optimizacién de las
variables que mejoran la solubilidad de HCT. Como se ha mencionado en el capitulo de
ATN, la escala de la funcion de deseabilidad varia de 0,0 a 1,0, siendo los mejores
resultados aquellos que se acercan al valor de 1,0 en este caso la mayor concentracién de
HCT en solucion

En la Figura 3.3.1 se presenta la evaluacion de la deseabilidad en funcion de la
combinacion de diferentes factores de dos en dos, con el solo objeto de realizar una
exploracién visual del espacio de disefio. Como puede observarse, al evaluar la
deseabilidad en funcién de la concentracion de Gli y el pH, el valor maximo se obtiene con
una concentracion media de Gli y un pH cercano a 3 (Figura 3.3.1-A). Por otra parte, la
maxima deseabilidad se obtiene con una concentracion de PPG entre 10 y 12,5 y un pH
cercano a 3,0 (Figura 3.3.1-B), mientras que al evaluar Sor se logra la maxima deseabilidad
con la minima concentracion de este cosolvente y observandose un comportamiento similar
para el pH que en las otras combinaciones (Figura 3.3.1-C).

Al evaluar la combinaciéon PPG y Gli se obtiene la maxima deseabilidad con un rango
amplio de combinaciones en la que aumenta PPG y disminuye Gli (Figura 3.3.1-D), por otro
lado al analizar la combinacién Sor y Gli se obtiene la maxima deseabilidad en un rango de
combinaciones en la que aumenta Gli y disminuye Sor (Figura 3.3.1-E), del mismo modo la
deseabilidad es maxima con una concentracion de PPG cercana a 12,5 y una concentraciéon

de Sor entre 2,5 y 5 (Figura 3.3.1-F), dando cuenta de la marcada interaccion entre factores.
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Del analisis de estas superficies se desprende la complejidad del problema y la
necesidad de realizar una optimizacién, para ello, se recurrié a la funcidon de deseabilidad
global y se obtuvieron tres formulaciones 6ptimas (Tabla 3.3.4).

Tabla 3.3.3 Composicion final de las formulaciones optimizadas aplicando metodologia de
superficie de respuesta

F pH buffer Sor (%viv) Gli (%oviv) PPG (%vlv)
citrato

F1 3,11 12,5 8,4 6,4

F2 3,13 12,5 10,7 4,0

F3 3,18 2,5 4,7 12,5

F: Formulacion, Sor: sorbitol, Gli: glicerina, PPG: propilenglicol.

Estas tres formulaciones se prepararon segun el procedimiento general (Capitulo 2,
Materiales y Métodos, Seccién 2.6.3), donde se observé la completa disolucién de HCT. Las
formulaciones fueron almacenadas en heladera (4+2°C), temperatura ambiente (25+2°C) y
camara (40+2°C 75%HR) a fin de verificar su estabilidad. Después de 15 dias, en las
muestras conservadas en heladera se observo la presencia de un precipitado, mientras que,
en las almacenadas a temperatura ambiente, fue apreciada una ligera turbidez. Finalmente,
aquellas formulaciones conservadas en la camara de estabilidad a 40°C se mantuvieron
transparentes y sin presencia de precipitados.

Por lo tanto, se concluyd que el pH final de las soluciones como las proporciones de
excipientes empleadas solubilizaron HCT, pero no garantizaron la estabilidad de las
formulaciones en el tiempo; partir de estos resultados, se decidié incorporar a las tres
formulaciones HPMC en concentraciones de 0,5y 1,0% como agente estabilizador.

A fin de obtener las 6 formulaciones presentadas en la Tabla 3.3.4, el procedimiento
operativo se modificd de la siguiente manera:1) Se pes6 200 mg de HCT en un frasco con
base plana de 200 mL; 2) Agregamos las cantidades correspondiente de Gli, Sor y PPG
hasta formar una mezcla homogénea; 3) Se incorpord solucion buffer de citrato para obtener

un volumen de aproximadamente 80 mL; 4) Las sonicamos durante 20 minutos; 5) Las
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agitamos durante 72 h (220 rpm y 37°C); 6) Se agregé la HPMC, 0,5 o 1,0% segun
corresponda; 7) Se transfirié el contenido de cada frasco a un matraz de 100 mL, se enraso
con el correspondiente buffer, finalmente se mezclo y filtré con papel de filtro. Estas
formulaciones fueron envasadas en envases de vidrio tipo Ill color ambar y conservadas en
3 condiciones de almacenamiento, a 4, 25 y 40°C. El contenido de HCT fue determinado
cada 30 dias durante 6 meses, en cada una de las condiciones de almacenamiento.

Tabla 3.3.4 Composicion de las formulaciones optimizadas conteniendo HPMC

F pH buffer Sor (%v/v) Gli (%viv) PPG (%v/v) HPMC (%)
citrato
F1A 3,11 12,5 8,4 6,4 0,5
F1B 3,11 12,5 8,4 6,4 1,0
F2A 3,13 12,5 10,7 4.0 0,5
F2B 3,13 12,5 10,7 40 1,0
F3A 3,18 2,5 47 12,5 0,5
F3B 3,18 2,5 47 12,5 1,0

F: Formulacion, Sor: sorbitol, Gli: glicerina, PPG: propilenglicol, HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa.
Las formulaciones F1 y F2 presentaron precipitado durante el periodo de
almacenamiento aun con la adicién de HPMC al 1% p/v. Por otra parte, las formulaciones
F3A y F3B resultaron ser estables, lo que podria relacionarse con la mayor presencia de
PPG en dicha formulacion. La ecuacion. 3.3.1, obtenida a partir del disefio, muestra la
solubilidad de HCT en funcion de los diferentes factores analizados. Como puede
apreciarse, el factor “C” (PPG) presenta el mayor coeficiente entre los factores analizados, lo
que haria suponer que cuando disminuye su concentracién, disminuye en gran medida la
capacidad de solubilizaciéon del vehiculo desarrollado. La estabilidad fisica y quimica de las

formulaciones F3A y F3B se presenta en la tabla (Tabla 3.3.5)
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Tabla 3.3.5 Resultados de los estudios de estabilidad quimica de HCT

F CA 0 mes 1 mes 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses 6 meses

4+2°C 99,6+0,4 99,840,565 99,7+0,6 99,5+0,5 98,9+0,8 98,6+0,8

F3A 25+2°C 100,6+£0,7 99,440,565 99,5+0,3 99,4+0,7 98,5+0,3 96,2+0,7 95,0+0,6

40+2°C 98,7£0,8 97,6+0,7 97,120,6 94,3+0,1 92,3+0,6 90,4+0,3
(75%HR)
4+2°C 99,8+0,1 100,1+0,6 98,840,9 99,4+0,6 99,8+0,3 99,7+0,4

F3B 25x2°C 100,4+0,5 99,4+0,6 99,8+0,1 100,4+0,1 99,6+0,6 98,5+0,5 96,9+0,5

402°C 97,1+0,9 953+0,6 93,4#0,6 935+0,9 934+0,4 90,5+0,9
(75%HR)

F3A: 0,5 %p/v HPMC, F3B: 1%p/v HPMC.
F: Formulacion, CA: Condicion de almacenamiento.

Como puede apreciarse en la Tabla 3.3.5, la incorporacion de HPMC mejoro la
estabilidad de la formulacion F3 en las dos concentraciones propuestas y no se observo
aparicion de precipitados ni cambios organolépticos a los 6 meses. Los requerimientos
farmacopeicos indican que el contenido de ingrediente activo debe estar entre el 90-110%
de lo rotulado. Como puede observarse, en todos los casos se obtuvieron recuperaciones
mayores al 90%. Por otro lado, debe garantizarse el limite de posibles productos de
degradacion que puedan formarse durante el almacenamiento, por lo tanto, a continuacion,
se procedié a la deteccion de la presencia de productos de degradacién en estas

soluciones.

3.3.3 Determinacion de productos de degradaciéon en soluciones de HCT
En soluciones acuosas, HCT se degrada a 4-amino-6-clorobenceno-1,3-
disulfonamida (producto de degradacion 1, PD-1) y formaldehido, mediante hidrdlisis.
Mollica y colaboradores estudiaron el mecanismo de la reaccion y su dependencia de la
temperatura y el pH'®3. Otra impureza de HCT es clorotiazida (producto de degradacion 2,
PD-2), que se produce por oxidacion del IFA. Por otra parte, PD-1 y PD-2 también
constituyen las impurezas de proceso de HCT mas conocidas y estudiadas'*. La Figura

3.3.2 muestra las estructuras quimicas de HCT, PD-1 y PD-2, respectivamente.
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Figura 3.3.2 Estructura quimica de HCT y sus productos de degradacion. PD-1: 4-amino-6-
clorobenceno-1,3-disulfonamida; PD-2: clorotiazida

En la Figura 3.3.3 se muestran los cromatogramas obtenidos de la formulacién F3B a
los 6 meses de almacenamiento a las tres temperaturas analizadas. En las muestras
almacenadas a 25°C puede observarse la aparicion de un pico a los 4,1 minutos que no es
detectable a 4°C, pero el mismo se incrementa con el aumento de la temperatura y la
humedad. Este pico fue identificado por Maja y colaboradores como la impureza PD-1, 4-
amino-6-clorobenceno-1,3-disulfonamida’>. Cabe mencionar que esta impureza esta
limitada como sustancia relacionada en la monografia de comprimidos de la farmacopea

argentina y debe ser menor al 1%.
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Figura 3.3.3 Cromatogramas a los 6 meses en las 3 condiciones de almacenamiento de la
formulacion F3B. PD: producto de degradacioén, 4-amino-6-clorobenceno-1,3-disulfonamida
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La Tabla 3.3.6 resume las recuperaciones de HCT y PD-1 para las formulaciones
F3A y F3B, respectivamente. A pesar de que la formulacion F3A cumpliria con el contenido
de HCT, podemos observar que no cumple con el limite de sustancias relacionadas, ya que,
a las temperaturas analizadas, el contenido de PD-1 es mayor al 1%. Para la formulacion
F3B, los resultados obtenidos indican que la formulacién desarrollada demostré ser estable
fisicoquimicamente durante al menos 6 meses a 4°C, donde la impureza PD-1 se encuentra
por debajo del 1% (Tabla 3.3.6).

Tabla 3.3.6 Recuperaciones de HCT y PD-1 a los 6 meses de elaboracion en las
formulaciones F3A y F3B.

F CA PD-1(Rec. %) HCT-R (%)
4£2°C 1,440,2 98,60,8
F3A 25+2°C 5,0+0,4 95,00,6
40%2°C (75%HR) 9,620,2 90,4+0,3
4+2°C 0,320, 1 99,6+0,5
F3B 25+2°C 3,110,3 96,8+0,4
40%2°C (75%HR) 9,5+0,2 90,4+0,3

F3A: 0,5 %p/v HPMC, F3B: 1%p/v HPMC
F: Formulacion, CA: Condicion de almacenamiento, PD-1: 4-amino-6-clorobenceno-1,3-disulfonamida,
HCT-R: recuperacion de Hidroclorotiazida.

3.3.4 Estudios de estabilidad microbiolégica
Como puede apreciarse en la Tabla 3.3.7 ambas formulaciones (F3A y F3B) fueron
estables microbiolégicamente por los seis meses de ensayo en condiciones aceleradas y
por los doce meses de ensayo tanto a temperatura ambiente como almacenados en
heladera. A pesar de que la formulacién 3A fue estable microbiolégicamente durante 12

meses, ésta debid ser desestimada ya que no cumplioé con el ensayo de estabilidad quimica.

113



Capitulo 3 Resultados y discusion Hidroclorotiazida

Tabla 3.3.7 Resultado de la estabilidad microbiolégica de las formulaciones 3A y 3B durante
12 meses de almacenamiento en condiciones normales y 6 en camara de estabilidad.

CA F CMAT CTHyL Ec Resultado

442°C F3A 0 0 Ausencia Cumple

@ - F3B 0 0 Ausencia Cumple
@ 25+9°C F3A 0 0 Ausenc!a Cumple
S F3B 0 0 Ausencia Cumple
™ 4012°C F3A 0 0 Ausencia Cumple
(75% RH) F3B 0 0 Ausencia Cumple

442°C F3A 0 0 Ausencia Cumple

@ B F3B 0 0 Ausencia Cumple
o 25+9°C F3A 0 0 Ausenc!a Cumple
S F3B 0 0 Ausencia Cumple
© 40+2°C F3A 0 0 Ausencia Cumple
(75% RH) F3B 0 0 Ausencia Cumple

§ 442°C F3A 0 0 Ausenc!a Cumple
3 F3B 0 0 Ausencia Cumple
S . F3A 0 0 Ausencia Cumple
& 25¢2°C F3B 0 0 Ausencia Cumple

F3A: 0,5 %p/v HPMC, F3B: 1%p/v HPMC.

CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, CMAT: Conteo de microbios aerobios totales
(UFC/mL) — Cumple si es <1.000, CTHyL: Conteo total de hongos y levaduras (UFC/mL) - Cumple si
es <100, Ec: Escherichia coli — Cumple si hay ausencia

3.3.5 Composicion final optimizada de gotas de HCT
En base a los resultados obtenidos, la solucidn éptima debera contener cada 100
mL: 200 mg de HCT; una solucién buffer acido citrico/ citrato de sodio pH 3,18; la mezcla de:
Sor 2,5 %vliv; Gli 4,7 %viv; PPG 12,5 %vlv; y finalmente HPMC al 1,0 %p/v a fin de otorgar
estabilidad a la formulaciéon. Es importante destacar las mencionadas gotas deberan ser

conservadas a 4°C.

3.3.6 Conclusiéon
En este capitulo, se desarrollé y optimizd, haciendo uso de disefo de experimentos,
una formulacion oral liquida de HCT de 2 mg mL", Sor (2,5%v/v), Gli (4,7%v/v), PPG
(12,5%v/v), con un pH final de 3,18, apta para ser administradas en pacientes pediatricos.
Para favorecer la estabilidad fisica, se incorpor6 HPMC en concentraciones de 0,5y 1%pl/v.
Estas formulaciones fueron almacenadas en tres condiciones, 4; 25 y 40°C/75%HR y fueron
evaluadas mensualmente con respecto a su contenido de HCT, ademas de un control

organoléptico (olor, color, presencia de turbidez o precipitados) durante 6 meses. Por otro
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lado, dado que el método CLAE es indicador de estabilidad, se monitore6 la aparicion de los
posibles productos de degradacion de HCT durante el periodo evaluado, pudiendo
determinarse la presencia del PD-1. Las mejores recuperaciones se encontraron en la
formulacion conteniendo 1% p/v de HPMC y conservada en heladera, ya que cumple con el
limite de impurezas fijado por la correspondiente monografia farmacopeica®. Finalmente,
ambas formulaciones fueron sometidas al control microbiolégico, con resultados éptimos,
dado que no se observo la presencia de microbios aerobios totales, hongos, levaduras ni
escherichia coli. A partir de estos resultados, la formulacién conteniendo HPMC 1%p/v seria
la seleccionada para produccion. Esta formulacion resulté ser estable en heladera al menos

6 meses, tanto quimica como microbiolégicamente.
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3.4 Gotas De Furosemida

FURO es un diurético de asa que se utiliza por via oral en el tratamiento de estados
edematosos asociados a insuficiencia cardiaca, renal y hepatica, y en el tratamiento de la
hipertensién. La dosis habitual en pacientes adultos es de 20 a 80 mg/dia. Para el
tratamiento de casos leves de edema, pueden ser eficaces dosis tan bajas como 20 mg,
mientras que para casos graves de edema pueden ser necesarias dosis de hasta 600
mg/dia. Aun mas elevada puede ser la dosis para el tratamiento de la insuficiencia renal
crénica, llegando hasta 1,5 g/dia. En nifos, la dosis inicial es de 1-2 mg/kg/dia, con un valor
maximo de 6 mg/kg/dia’3.

FURO inhibe la reabsorcién de sodio y cloruro en la rama ascendente del asa de
Henle y también en los primeros tubulos distales. Se incrementa la excrecion de iones de
sodio, potasio, calcio y cloruro, y se potencia la excrecidon de agua. La mayoria de los
efectos adversos de FURO ocurren con dosis altas y/o uso prolongado. Los efectos graves
son poco comunes, siendo los mas comunes el desequilibrio de liquidos y electrolitos, que
incluyen hiponatremia, hipopotasemia y alcalosis hipoclorémica. Los signos de desequilibrio
electrolitico incluyen dolor de cabeza, hipotension, calambres musculares, sequedad de
boca, sed, y debilidad, entre otros'’.

La Guia de la OMS™8 clasifica a la FURO como Clase IV en el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica, por su baja solubilidad y baja permeabilidad de membrana,
mientras que Martindale informa que FURO es practicamente insoluble en agua (<0,1 mg
mL")'¥7. Mas precisamente, Shin y colaboradores han reportado que la solubilidad acuosa
de FURO a temperatura ambiente’® es de 0,01825 mg mL". Sin embargo, su solubilidad
acuosa aumenta en funcion del pH del medio'°. El perfil de pH-solubilidad de FURO a 30°C
mostré un minimo de 0,010 mg mL™" a pH=2,0 y un maximo de 21,9 mg mL" a pH=8,0,
seguido de una disminucién hasta alrededor de 18 mg mL™" por encima de pH 8,0.™41142

Existen pocas publicaciones en donde se desarrollen formas farmacéuticas de FURO

destinadas a pacientes pediatricos. Entre ellas, Provenza y colaboradores desarrollaron dos
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jarabes de FURO, con una concentracion de 2 mg mL™", uno de ellos apto para pacientes
pediatricos. Para ello, utilizaron un buffer de carbonato-bicarbonato pH=10 y las
formulaciones no contuvieron conservantes. Las muestras fueron almacenadas en envases
de vidrio color ambar a tres temperaturas (4, 25 y 40°C) y demostraron ser estables
solamente por 60 dias desde el momento de su elaboracion™?.

Por otra parte, Lafeber y colaboradores utilizaron una impresora 3D basada en
extrusion semisolida para el desarrollo de comprimidos de 2 mg de FURO aptos para
pediatria, pero las dosis mas bajas solamente son adecuadas para nifios a partir de 1 afo,
sumado a la limitante que conlleva administrar comprimidos a esta poblacion™4 .

En nuestro pais, FURO se encuentra disponible como comprimidos de 20 y 40 mg, y
también como solucion inyectable (10 mg mL™). Hasta el afio 2018 el laboratorio Roux
Ocefa S.A comercializaba gotas conteniendo 2 g/100 mL de furosemida-dietilaminoetanol
(equivalente a 1,47 g de furosemida base (FURO-B) cada 100 mL), ademas cada 100 mL
contenia como excipientes: etanol 9,7 g; Gli, Sor, fosfato dipotasico, metilparabeno,
propilparabeno, hidréxido de sodio, y agua purificada. Cada gota de la formulaciéon contenia
1 mg de Furosemida-dietilaminoetanol (equivalente a 0,74 mg de FURO-B). Para el
tratamiento del edema en nifios, se emplea 1 mg de FURO-B por kilogramo de peso como
Unica dosis, lo que corresponderia a 1,35 gotas por kilogramo de peso del producto
comercializado, lo que dificulta la dosificacion. Esta Unica presentacion hacia dificil el ajuste
de dosis por peso del paciente principalmente en pediatria, ya que en caso de ser necesario
se debe administrar 1 mg de FURO-B cada 2 horas hasta obtener el efecto deseado, pero
nunca se deben pasar los 6 mg/kg. Ademas del inconveniente en el ajuste de dosis, esta
formulacién contenia etanol, el cual no es recomendado en pediatria. A partir de diciembre
de 2018, se prohibié su elaboracion y comercializacion (Disposicion 1406/18 diciembre
2018) y hasta este momento no existe un producto similar.

El propédsito de este capitulo fue desarrollar formulaciones liquidas de FURO

conteniendo 2, 5y 14,7 mg mL"' de FURO-B. Las dos primeras, con una potencia tal que
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garantice una mejor dosificacién en pacientes de bajo peso corporal, y la tercera, con la
misma potencia que la formulacion comercial discontinuada. En todos los casos, el
desarrollo se enfocara a solubilizar FURO-B sin utilizar etanol en su composicion, lo que
aportaria una mejora sustancial para que este producto pueda ser administrado con

seguridad a pacientes pediatricos.

3.4.1 Etapa de desarrollo

Se elaboraron dos procedimientos operativos evaluando diferentes excipientes y
envases. A diferencia de la formulacién que se comercializaba, se eliminé la presencia de
etanol en todas las concentraciones planteadas. Dado que, como se ha mencionado, la
solubilidad de FURO-B es pH-dependiente y ésta se ve favorecida con el incremento del pH,
el hidroxido de sodio se encuentra como excipiente tanto en la solucion inyectable, que se
comercializa actualmente, como en las gotas que fueron discontinuadas.

En el procedimiento 1, se adicioné una mezcla de Gli y Sor a los fines incrementar
levemente la viscosidad de la formulacion y de esa forma garantizar una correcta
dosificacion en forma de gotas. En el procedimiento 2, estos excipientes fueron
reemplazados por HPMC al 0,5%p/v.

Procedimiento 1: 1) Se pes6 la cantidad de FURO-B correspondiente en cada caso
considerando un volumen final de 100 mL; 2) Se agregé 50 mL de NaOH 0,1 N, preparado
con agua conservada; 3) Se incorpord 10 mL de glicerina y 10 mL de sorbitol; 4) Se agité
hasta homogeneizar; 5) Se ajusté a pH 7 con acido fosférico (10%v/v), preparado con agua
conservada; 6) Se transfiri6 a un matraz de 100 mL y completar a volumen con agua
conservada; 7) Finalmente, se filtré con papel de filtro.

Procedimiento 2: 1) Se peso la cantidad de FURO-B correspondiente en cada caso
considerando un volumen final de 100 mL; 2) Se agregé 50 mL de NaOH (0,1 N), preparado
con agua conservada; 3) Se ajustd a pH 7 con acido fosférico (10%v/v), preparado con agua

conservada; 4) Se incorpor6 HPMC, concentracion final 0,5 %p/v; 5) Se agitdé hasta
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disolucion completa; 6) Se transfirié a un matraz de 100 mL y completar a volumen con agua
conservada; 7) Finalmente, se filtré con papel de filtro.

Para evaluar la incidencia del tipo de envase en la estabilidad quimica de FURO, las
formulaciones elaboradas fueron envasadas en envases de vidrio tipo Ill color ambar y en
envases de polietileno de media densidad (con tapa de polipropileno e inserto de polietileno
de baja densidad) y se conservaron a 4, 25 y 40°C durante 6 meses.

Las cuantificaciones de FURO-B en cada uno de los experimentos se llevaron a cabo
siguiendo los lineamientos de la monografia oficial de la USP 38 para soluciones orales®.

Las gotas elaboradas por el procedimiento 1, tuvieron una densidad promedio de
1,06 g mL", mientras que las elaboradas por el procedimiento 2, mostraron una densidad
promedio de 1,02 g mL"', ambas similares a las densidades de las gotas comerciales. La
Tabla 3.4.1 resume los datos de recuperacion de FURO-B de las formulaciones elaboradas
por el procedimiento 1 en las tres condiciones de almacenamiento, empleando envases de
vidrio tipo Il color ambar.

Tabla 3.4.1 Resumen de las recuperaciones de FURO-B elaboradas por el procedimiento 1
hasta 6 meses en envases de vidrio color ambar

CA F 0 mes 3 meses 6 meses

F1EV 101,7+0,2 100,840,8 96,5+0,5

4+2°C F2EV 102,8+0,7 99,6+0,6 96,840,1
F3EV 102,1+0,6 101,8+0,7 98,410,2

F1EV 101,7+0,3 100,110,5 96,6+0,8

25+2°C F2EV 102,8+0,5 100,1+0,2 94,8+0,4
F3EV 102,1+0,6 102,2+0,4 94,040,3

F1EV 101,7+0,8 101,840,8 90,840,6

4012°C (75%HR) F2EV 102,8+0,5 100,3+0,2 94,410,4
F3EV 102,1+0,8 96,8+0,5 88,7+0,8

F1EV: 2,04 mg mL-1, F2EV: 5,07 mg mL-1, F3EV: 14,73 mg mL-1
CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, EV: envase de vidrio tipo Il color ambar.
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La Tabla 3.4.2 presenta los datos de recuperacion de FURO-B de las formulaciones
elaboradas por el procedimiento 1, empleando envases de polietileno de media densidad, en
las mismas condiciones de almacenamiento, a los 6 meses de su elaboracién.

Tabla 3.4.2 Resumen de las recuperaciones de FURO-B elaboradas por el procedimiento 1
hasta 6 meses en envases de polietileno de media densidad

CA F 0 mes 3 meses 6 meses

F1EP 101,240,5 100,710,4 100,8+0,5

4+2°C F2EP 99,8+0,6 98,8+0,4 97,840,2
F3EP 99,7+0,6 98,6+0,5 97,5+0,7

F1EP 99,8+0,6 100,540.3 100,940,8

25+2°C F2EP 100,1+0,7 99,9+0,5 100,7+0,4
F3EP 99,9+0,6 101,110,4 101,540,3

F1EP 102,140,9 101,610,4 101,140,9

40+2°C (75%HR) F2EP 100,5+0,8 100,7+0,4 101,240,9
F3EP 99,7+0,7 99,240,3 98,410,4

F1EP: 2,04 mg mL-', F2EP: 5,07 mg mL-", F3EP: 14,73 mg mL"’
CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, EP: envases de polietileno de media densidad.

Dada la dependencia de la solubilidad de FURO con el pH, éste fue controlado en
todas las muestras conservadas en envases de vidrio y polietiieno de media densidad, en
todas las condiciones de almacenamiento durante todo el desarrollo. Para determinar si
existian diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos, se aplicé
un test t. Los valores obtenidos son menores al twpia, con p=0,05 y 3 grados de libertad,
determinandose que la media calculada es igual al valor especificado, es decir, pH=7. (Tabla

3.4.3yTabla3.4.4)
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Tabla 3.4.3 Valores de pH en las diferentes formulaciones elaboradas por el procedimiento
1 y almacenados en envases de vidrio color ambar

CA F 0 mes 1 mes 3 meses 6 meses tcalculado

F1EV 6,96+0,01 6,98+0,01 6,84+0,02 6,85+0,02 1,27

4+2°C F2EV 7,01£0,01 6,98+0,01 6,87+0,02 6,85+ 0,01 0,91

F3EV 7,02£0,02 6,89+0,02 6,78+0,03 6,85+ 0,01 1,14

F1EV 6,98+£0,01 6,89+0,01 6,82+0,02 6,85+ 0,01 1,65

25+2°C F2EV 6,98+£0,01 6,87+0,02 6,89+0,01 6,93+ 0,01 1,70

F3EV 6,88+£0,02 6,75+£0,01 6,55+0,01 6,65+ 0,02 2,07

F1EV 6,58+0,01 6,81+0,01 6,81£0,02 7,02+ 0,01 1,08

40+2°C F2EV 6,45+0,01 6,79+0,02 6,79+0,01 6,90+ 0,02 1,37
(75%HR)

F3EV 7,03£0,02 6,75+0,01 6,65+0,03 6,81+0,01 1,18

F1EV: 2,04 mg mL™', F2EV: 5,07 mg mL"", F3EV: 14,73 mg mL""
CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, EV: envase de vidrio tipo Il color ambar,
ttabla(0,05,3)= 2,353

Tabla 3.4.4 Valores de pH en las diferentes formulaciones elaboradas por el procedimiento
1y almacenadas en envases de polietileno de media densidad

CA F 0 mes 1 mes 3 meses 6 meses  tcaculado

F1EP 6,95+ 0,01 6,97+ 0,02 6,86+ 0,03 6,88+ 0,02 1,35

41+2°C F2EP 7,02+ 0,02 6,99+ 0,01 6,86+ 0,02 6,88+ 0,03 1,12

F3EP 7,00+ 0,03 6,92+ 0,02 6,81+ 0,02 6,84+ 0,01 1,28

F1EP 6,97+ 0,03 6,92+ 0,01 6,85+ 0,02 6,85+ 0,02 1,71

25+2°C F2EP 6,99+ 0,02 6,91+ 0,01 6,88+ 0,01 6,95+ 0,01 1,73

F3EP 6,85+ 0,03 6,81+ 0,02 6,78+ 0,03 6,75+ 0,01 2,02

F1EP 6,78+ 0,03 6,82+ 0,01 6,85+ 0,01 7,00+ 0,03 1,18

40+2°C F2EP 6,55+ 0,03 6,80+ 0,01 6,78+ 0,02 6,92+ 0,01 1,57
(75%HR)

F3EP 7,01+ 0,01 6,85+ 0,01 6,82+ 0,01 6,81+ 0,01 1,38

F1EP: 2,04 mg mL-", F2EP: 5,07 mg mL-', F3EP: 14,73 mg mL""
CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, EP: envases de polietilieno de media densidad.
ttavla (0,05,3) = 2,353
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Las recuperaciones obtenidas cuando las muestras fueron almacenadas en envases
de polietileno de media densidad fueron mayores, en promedio, con respecto a las muestras
conservadas en envases de vidrio tipo Ill color ambar en el mismo periodo de tiempo. Por
otro lado, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el pH final de las
formulaciones durante el periodo en estudio.

La Tabla 3.4.5 resume los datos de recuperacion de FURO-B de las formulaciones
elaboradas por el procedimiento 2 en las tres condiciones de almacenamiento, empleando
envases de vidrio tipo Il color ambar. Mientras que la Tabla 3.4.6 presenta los datos
obtenidos empleando el procedimiento 2, empleando envases de polietiieno de media
densidad, en las mismas condiciones, a los 6 meses de su elaboracién.

Con estas muestras, se realizé el mismo analisis estadistico empleado en el
procedimiento 1 con los resultados de pH obtenidos en el procedimiento 2. Para determinar
si existian diferencias estadisticamente significativas entre los resultados, se aplico un test t
como se describié previamente (Tabla 3.4.7 y 3.4.8).

Tabla 3.4.5 Resumen de las recuperaciones de FURO-B elaboradas por el procedimiento 2
hasta 6 meses en envases de vidrio tipo Ill color ambar

CA F 0 mes 3 meses 6 meses

FAEV 101,7+0,8 100,940,8 97,940,6

4+2°C F5EV 102,810,2 101,940,9 96,940,1
FEEV 102,1+0,4 101,240,3 96,5+0,5

F4EV 101,710,5 100,240,5 99,7+0,7

25+2°C F5EV 102,8+0,2 101,640,6 99,1+0,9
F6EV 102,1+0,1 101,2+0,4 95,9+0,4

FAEV 101,7+0,6 100,8+0,5 98,410,2
4042°C (75%HR) F5EV 102,8+0,5 100,240,4 100,510,8
F6EV 102,1+0,3 102,4+0,6 95,7+0,4

F4EV: 2,04 mg mL-', F5EV: 5,07 mg mL"", F6EV: 14,73 mg mL"’
CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, EV: envase de vidrio tipo Il color ambar.
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Tabla 3.4.6 Resumen de las recuperaciones de FURO-B elaboradas por el procedimiento 2
hasta 6 meses en envases de polietileno de media densidad

CA F 0 mes 3 meses 6 meses
F4EP 100,240,2 99,710,5 99,2+0,3
4+2°C F5EP 100,8+0,5 101,2+0,3 101,1+0,5
FEEP 99,840,3 98,7+0,5 98,8+0,9
FAEP 99,9+0,6 100,310.3 101,5+0,7
F5EP 101,1+0,7 100,1+0,5 102,1+0,6

25x2°C
FEEP 99,940,5 101,1£0,7 101,310,1
FAEP 100,1+0,2 100,6+0,5 101,1+0,5
40+2°C (75%HR) FS5EP 100,510,5 100,710,3 100,810,4
FEEP 99,940,5 99,840,4 100,540,6

F4EP: 2,04 mg mL™', F5EP: 5,07 mg mL-", FBEP: 14,73 mg mL""
CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, EP: envases de polietileno de media densidad.

Tabla 3.4.7 Valores de pH en las diferentes formulaciones elaboradas por el procedimiento

2 y almacenadas en vidrio color ambar

CA F 0 mes 1 mes 3 meses 6 meses tcalculado

F4EV 6,95+ 0,01 6,92+ 0,02 6,89+ 0,03 6,831 0,00 2,00

4+2°C FS5EV 6,92+ 0,03 6,87+ 0,01 6,77+ 0,01 6,721 0,01 1,97
FGEV 6,98+0,02 6,91+0,01 6,84+0,01 6,80+ 0,02 1,48

F4EV 6,95+ 0,01 6,65+ 0,02 6,70+ 0,02 6,691 0,02 1,83

25+2°C F5EV  7,02£0,03 6,92+0,01 6,87£0,02 6,81+ 0,01 1,07
F6EV 6,98+0,02 6,83+0,02 6,87£0,02 6,85+ 0,03 1,75

F4EV 7,01£0,01 6,90+0,02 6,87+0,00 6,85+ 0,02 1,29

40+2°C (75%HR) F5EV  7,02+£0,03 6,90+0,01 6,92+0,01 6,89+ 0,01 1,13
F6EV 6,98+0,02 6,93+0,01 6,95£0,02 6,89+ 0,01 1,65

F4EV: 2,04 mg mL-", F5EV: 5,07 mg mL-', F6EV: 14,73 mg mL""
CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacién, EV: envase de vidrio tipo Il color ambar,

ttabla(0,05,3)= 2,353
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Tabla 3.4.8 Valores de pH en las diferentes formulaciones elaboradas por el procedimiento
2 y almacenadas en envases de polietileno de media densidad

CA F 0 mes 1 mes 3 meses 6 meses tcalculado

F4EP 6,97+0,02 6,93+0,01 6,91£0,02 6,85+ 0,01 2,05

4+2°C F5EP 6,93+0,02 6,85+0,02 6,79+0,02 6,75+ 0,03 1,95
F6EP 6,99+0,01 6,94+0,03 6,85+0,02 6,84+ 0,02 1,55

F4EP 6,94+0,02 6,75+0,02 6,75+0,03 6,79+ 0,02 1,93

25+2°C F5EP 7,01£0,02 6,95+0,03 6,89+0,02 6,85+ 0,01 1,27
F6EP 6,99+ 0,01 6,85+ 0,02 6,89+ 0,02 6,87+ 0,03 1,78

F4EP 7,00£0,02 6,93+0,01 6,89+0,01 6,87+0,02 1,39

40+2°C (75%HR) FS5EP 7,03+ 0,01 6,96+ 0,01 6,93+ 0,02 6,91+ 0,01 1,23
F6EP 6,99+0,03 6,95+0,02 6,97+0,02 6,98+ 0,01 1,75

F4EP: 2,04 mg mL-", F5EP: 5,07 mg mL-', F6EP: 14,73 mg mL"’
CA: Condicién de almacenamiento; F: Formulacion; EP: envases de polietiieno de media densidad;
ftabla (0,05,3) = 2,353

Como puede observarse, en todos los casos (diferentes envases, condiciones de
almacenamiento y procedimientos) las recuperaciones se encontraron dentro del rango 90-
110% exigido por las farmacopeas para productos formulados. Por otro lado, cabe destacar
que se encontraron recuperaciones cercanas al 100% en las formulaciones preparadas
empleando el procedimiento 1 cuando se emplearon envases plasticos. En el caso de las
preparadas por el procedimiento 2, las diferencias entre los envases fueron menos notorias,
pero con mejores resultados cuando se usaron envases plasticos. Cabe destacar que este
tipo de envase era el utilizado en la marca comercial discontinuada. Por otro lado, no se

observaron diferencias estadisticamente significativas en el pH final de las formulaciones

durante el periodo en estudio.

3.4.2 Determinacion de FURO empleando espectroscopia UV

Con el propésito de determinar FURO con un método alternativo al farmacopeico, se
desarrolld un método de espectroscopia UV. Este método permitié cuantificar FURO en

menos tiempo y con menor uso de solventes organicos, siendo de esta manera, mas
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amigable con el medio ambiente. Como se discutié previamente, esta técnica no es una
técnica separativa, por lo que no seria facil detectar la presencia de algun producto de
degradacién si los hubiera. Durante el desarrollo de las formulaciones, los estudios de
estabilidad quimica se llevaron a cabo empleando el método CLAE de la farmacopea
americana. No se observé la presencia de productos de degradacion ni la aparicion de picos
adicionales en los cromatogramas obtenidos de las formulaciones en el tiempo que duré el
ensayo. Todos los resultados correspondientes al desarrollo y validacion de este método
espectroscopico se encuentran en el Anexo.

En este caso, debemos considerar varios factores que pueden influir en este método.
Hay que tener en cuenta que ésta no es una técnica separativa como lo es CLAE, por lo que
debe evaluarse la influencia en la absorcién total de todos los componentes de la matriz
ademas del ingrediente activo. Por tal motivo, la solucién madre fue preparada con agua
conservada.

Se realizaron mediciones de los espectros de absorcion de la mezcla Gli (10%v/v)-
Sor (10% v/v) de la matriz 1, HPMC 0,5% p/v de la matriz 2, NaOH 0,1 N todas disueltas en
agua conservada y una solucion de FURO 0,10 mg mL™" disuelta en NaOH 0,1 N.

La solucién de FURO mostré 3 maximos a 228, 270 y 330 nm. Cuando se realizan
las mediciones de las matrices y NaOH, se observé que la presencia de metil y
propilparabeno interferia en la absorbancia de FURO, sin posibilidades de poder emplear las
longitudes de onda de 228 y 270 nm. Por tal motivo, se evalué la posibilidad de utilizar el
tercer maximo de absorcion, es decir, 330 nm.

El método espectrofotométrico propuesto permiti6 una cuantificacion rapida vy
accesible de FURO en gotas sin una preparacion de muestras que requiriera mucho tiempo.
Ademas, el método espectrofotométrico implica una instrumentacion sencilla en
comparacion con otras técnicas instrumentales. Los espectros de absorciéon de FURO

mostraron que A= 330 nm, era la longitud de onda mas conveniente.
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En todas las mediciones de las muestras, se empleé como blanco las soluciones
correspondientes a cada matriz. Se realizaron las mediciones de cada una de las muestras
en todas las condiciones de almacenamiento y las recuperaciones obtenidas fueron
comparadas con las obtenidas aplicando el método CLAE farmacopeico. Se aplicé un test t
para determinar si las medias eran iguales, es decir, no existian diferencias
estadisticamente significativas en los resultados cuando FURO es cuantificada por
cualquiera de los dos métodos. La Tabla 3.4.9 resume los datos de recuperacion de FURO y
los valores de tcacuiado, @ 10S seis meses de elaboracién, en envases de vidrio y plastico, a
tres temperaturas y aplicando los dos métodos para las formulaciones que contienen Gli y
Sor.

Tabla 3.4.9 Recuperacion de furosemida cuantificada por CLAE y UV elaboradas por el
procedimiento 1

6 meses EV 6 meses EP
CA F

CLAE uv tcalculado CLAE uv tcalculado

F1  96,6£0,5 97,2+0,5 1,47 100,9+0,7  99,7+0,7 2,10
4+2°C F2 948+0,2 95,3+0,7 1,19 100,7+0,6  99,8+0,6 1,83

F3 94,8+0,6 95,4+0,9 0,96 101,5+0,1  100,8+0,8 1,50

F1  96,5+0,4 95,9+0,8 1,16 100,8+0,4  99,8+0,8 1,93
25+2°C F2 96,8+0,3 96,1+0,7 1,59 97,8+0,9 96,7+0,4 1,93

F3 98,4+0,5 97,9+0,6 1,11 97,5+0,8 96,6+0,3 1,82

F1 90,8+0,4 90,2+0,5 1,62 102,1+0,6  101,1+0,6 2,04

40x2°C F2 94,4+0,8 93,8+0,8 0,91 103,2+0,8  102,3+0,8 1,38
(75%HR)
F3 88,7+0,4 89,2+0,6 1,20 98,4+0,4 97,5+0,7 1,93

CA: Condicién de almacenamiento; F: Formulacion; EV: envase de vidrio tipo Il color ambar; EP:
envases de polietileno de media densidad; ttavla (0,05, 4= 2,1318

La Tabla 3.4.10 resume los datos de recuperacion de FURO vy los valores de tcaiculados
a los seis meses de elaboracion, en envases de vidrio y plastico, a tres temperaturas y

aplicando los dos métodos para las formulaciones elaboradas por el procedimiento 2.
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Tabla 3.4.10 Recuperacion de furosemida cuantificada por CLAE y UV elaboradas por el
procedimiento 2

6 meses EV 6 meses EP
CA F

CLAE UV tcalculado CLAE UV tcalculado

F4 96,8+0,4 97,3+0,6 1,51 100,5+0,7  99,9+0,5 2,02
4+2°C FS5 94,9+0,2 95,2+0,5 1,29 100,4+0,6  99,8+0,9 1,88

F6 94,8+0,8 95,2+0,9 1,12 100,5+0,5 100,6+0,8 1,59

F4 96,6+0,5 96,7+0,6 1,26 100,6+£0,5  99,9+0,8 1,95
25+2°C F5 96,7+0,3 96,5+0,5 1,49 97,5+0,8 96,9+0,5 1,94

F6 98,2+0,4 97,9+0,5 1,21 97,7+0,8 97,5+0,5 1,92

F4 90,7+0,6 90,3+0,7 1,72 101,1+0,8  101,2+0,6 2,14

40+2°C F5 94,1+0,9 93,6+0,8 1,15 102,2+0,8 102,3+0,9 1,48
(75%HR)
F6 88,5+0,4 89,1+0,5 1,23 98,6+0,4 97,9+0,8 1,97

CA: Condicion de almacenamiento; F: Formulacién; EV: envase de vidrio tipo lll color &mbar; EP:
envases de polietileno de media densidad; ttabia (0,05, 4)= 2,1318

Los valores de tcaicuado Obtenidos fueron comparados con el twba con una p=0,05 y
(n1+n2)-2 grados de libertad, demostrandose que no existen diferencias en la cuantificacion

de FURO cuando es determinada tanto por CLAE como por UV.

3.4.3 Estudio de estabilidad microbiolégica

A los 3 y 6 meses de almacenamiento todas las formulaciones cumplieron los requisitos
de productos no estériles de la Farmacopea Argentina. En la Tabla 3.4.11 se presentan a
modo de ejemplo los resultados microbiolégicos obtenidos empleando las diferentes
metodologias, envases y temperaturas de almacenamiento de las formulaciones F2 (5.07mg
ml-1 de FURO-B elaborada por procedimiento 1) y F5 (5.07mg ml-1 de FURO-B elaborada

por procedimiento 2).
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Tabla 3.4.11 Conteo de microorganismos en las formulaciones de 5,07 mg/ml de FURO-B,
en diferentes tipos de envases y condiciones de almacenamiento.

CA F CMAT CTHyL Ec Resultado
F2EV 0 0 Ausencia Cumple
442°C F5EV 0 0 Ausenc@a Cumple
- F2EP 0 0 Ausencia Cumple
F5EP 0 0 Ausencia Cumple
@ F2EV 0 0 Ausencia Cumple
@ 254+9°C F5EV 0 0 Ausencia Cumple
S B F2EP 0 0 Ausencia Cumple
™ F5EP 0 0 Ausencia Cumple
F2EV 0 0 Ausencia Cumple
40+2°C FS5EV 0 0 Ausencia Cumple
(75% RH) F2EP 0 0 Ausencia Cumple
F5EP 0 0 Ausencia Cumple
F2EV 0 0 Ausencia Cumple
41+2°C F5EV 0 0 Ausencia Cumple
F2EP 0 0 Ausencia Cumple
F5EP 0 0 Ausencia Cumple
@ F2EV 0 0 Ausencia Cumple
@ 254+9°C F5EV 0 0 Ausencia Cumple
€ F2EP 0 0 Ausencia Cumple
© F5EP 0 0 Ausencia Cumple
F2EV 0 0 Ausencia Cumple
40x2°C F5EV 0 0 Ausencia Cumple
(75% RH) F2EP 0 0 Ausencia Cumple
F5EP 0 0 Ausencia Cumple

CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, CMAT: Conteo de microbios aerobios totales
(UFC/mL) — Cumple si es <1.000, CTHyL: Conteo total de hongos y levaduras (UFC/mL) - Cumple si
es <100, Ec: Escherichia coli — Cumple si hay ausencia

Como puede apreciarse, no se encontré desarrollo de microorganismos. Este
resultado nos indica que la técnica aplicada durante la preparacion de la formulacion fue
adecuada, y ademas que los conservadores empleados cumplieron su funcion
correctamente. En base a los resultados obtenidos podemos asegurar que las formulaciones
desarrolladas por ambos métodos y almacenadas tanto en envases de vidrio como de

polietileno de media densidad fueron estables quimica y microbiolégicamente por los 6

meses de ensayo en condiciones aceleradas, a temperatura ambiente y en heladera.

3.4.4 Conclusiones
Se desarrollaron formulaciones conteniendo 2, 5 y 14,7 mg mL' de FURO-B
empleando dos procedimientos. Se evalud la estabilidad fisicoquimica a tres temperaturas
(4, 25 y 40°C), empleando dos tipos de envases, vidrio tipo Il color ambar y polietileno de
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densidad media (con tapa de polipropileno e inserto de polietileno de baja densidad. Las
formulaciones desarrolladas no contienen etanol, presentan un pH final de 7, y excipientes
aprobados para usar en pediatria. La formulacion de 2 mg mL" facilitard el ajuste de
dosificacion acorde al peso del paciente, principalmente en recién nacidos. Estas
formulaciones podrian ser una alternativa en farmacia hospitalaria o la opcion de un
medicamento genérico para la industria.

El método propuesto de andlisis de FURO-B mediante espectrofotometria UV/VIS ha
resultado ser un método simple, rapido y sencillo para valorar las concentraciones de este
IFA en disolucion, siendo posible realizar su analisis sin necesidad de un tratamiento previo
de la muestra. EI método propuesto es preciso y exacto por lo que puede ser considerado
adecuado para realizar la cuantificacion de FURO-B. Esta metodologia alternativa ha
demostrado ser tan eficaz como la CLAE, utilizado en la actualidad, lo que facilitaria en gran
medida las posteriores mediciones de laboratorios, que encontrarian en la
espectrofotometria UV/VIS una solucién sencilla, rapida y menos costosa para los controles
de calidad de las formulaciones liquidas de FURO-B.

El propdsito del nuevo método espectrofotométrico no es reemplazar los métodos
disponibles para el analisis de FURO-B con CLAE, sino servir como un método alternativo

para usar cuando CLAE no esté disponible para un analisis de rutina.
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3.5 Gotas de Maleato de Enalapril

ENA se administra en formulaciones farmacéuticas orales en forma de sal (maleato
de enalapril) para asegurar su estabilidad fisicoquimica. La féormula quimica es (Z) -2-
butanodioato (1: 1) de (S) -1- [N- [1- (etoxicarbonil) -3-fenilpropil] -L- alanil] - L-prolina y su
férmula estructural se muestra en la figura 1.9.5. Esta sustancia se presenta como un sélido
cristalino muy estable que puede almacenarse durante 4 afios a temperatura ambiente sin
degradarse y es capaz de soportar temperaturas y humedad elevadas'®. Sin embargo,
cuando se combina con excipientes en una formulacion, puede volverse muy inestable'.
Los factores que juegan un papel importante en la inestabilidad de este farmaco formando
parte de una formulacion son la humedad y el pH, ambos factores ampliamente
investigados'#. Sin embargo, la degradacién de ENA no muestra el mismo perfil en solucion
que en una mezcla fisica seca. En solucién acuosa, el producto de degradacion obtenido
como consecuencia de la hidrélisis es la mas dominante. ENA contiene un enlace éster que
hace que la sustancia sea propensa a la hidrdlisis. Solo en soluciones acidas (pH < 5), se
hace evidente otra via de degradacion que da como resultado un producto de ciclacion
(enalapril dicetopiperazina). En estado sdlido, la formacion de dicetopiperazina es la via de
degradacion predominante y el producto de degradacion obtenido por la hidrdlisis es
despreciable'6:147,

ENA es administrado como un profarmaco que, tras la administracion oral, se
bioactiva por hidrolisis del éster etilico generando enalaprilato, que es un inhibidor de la
enzima convertidora de angiotensina mas potente que el compuesto original*®.

ENA se utiliza en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca sintomatica o disfuncién
ventricular izquierda asintomatica. Cuando enalapril se administra en dosis de 2,5 a 20 mg /
dia en adultos (dosis Unicas o multiples basadas en la sal de maleato) como monoterapia,
reduce la presion arterial sistélica y diastolica en aproximadamente un 15 a 25%, con una
normalizacién de la presion diastdlica que ocurre en 50 a 75% de los pacientes con
hipertensién renovascular.
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En pediatria es frecuentemente usado para el tratamiento de la hipertensién y la
insuficiencia cardiaca congestiva. La dosis inicial promedio es usualmente 0,1 mg/Kg/dia en
bebés y nifios'™®. Sin embargo, no se encuentran comercialmente disponibles formulaciones
orales liquidas para pacientes pediatricos.

Segun la literatura, ENA se considera poco soluble en agua: 25 mg por mL a
temperatura ambiente. La solubilidad aumenta desde aproximadamente 25 mg mL"" (poco
soluble) a pH 3,5 hasta aproximadamente 200 mg mL™" (libremente soluble) a pH 7,0. El
enalaprilato, es menos soluble en agua (5 mg mL™") que el compuesto original ENA.

La estabilidad de ENA en soluciones reguladoras se ha estudiado en un rango de pH

de 2 a 7. La velocidad y el modo de degradacién dependen del pH de la solucién. La

R S S

A B

estabilidad maxima en solucién se produce a pH 3.

Figura 3.5.1 Estructura quimica de Enalaprilat (A) y Dicetopiperazina (B)

La estabilidad microbiologica del vehiculo acuoso es otro parametro esencial que
investigar. Los conservantes se utilizan con frecuencia para prevenir el crecimiento de
microorganismos'®. Sin embargo, cualquier vehiculo de suspension o solucion debe cumplir
con los requisitos farmacopeicos y pasar una prueba de eficacia conservante si esta
destinado a ser utilizado en envase multidosis. Por otro lado, la incorporacion del agente
conservante, un excipiente mas en la matriz puede afectar la estabilidad quimica del IFA
dependiendo de sus propiedades quimicas.

En este capitulo se analizaron tres agentes antimicrobianos,1) la combinacion de

metil y propilparabeno, 2) benzoato de sodio y 3) propionato de calcio".
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Se han desarrollado varias formulaciones liquidas de maleato de enalapril. Entre
ellas, Lucero y colaboradores’®? desarrollaron una formulacion liquida de enalapril (1 mg mL-
"), que fue estable 50 dias a 4 y 25 °C, pero no se evalud su estabilidad microbioldgica.

En el ano 2014, la FDA aprobd una solucién oral lista para usar, EPANED Solucién
Oral. Cada 1 mL contiene 1 mg de ENA, equivalente a 0,764 mg de enalapril. Los
excipientes incluyen acido citrico, esencia de frutilla, agua purificada, benzoato de sodio,
citrato de sodio y sucralosa. También puede contener acido clorhidrico o hidréxido de sodio
para ajustar el pH. La Solucién Oral EPANED es transparente e incolora. Colabuono y
colaboradores demostraron la bioequivalencia de la solucion oral EPANED con las
formulaciones de comprimidos, lo que puede ampliar las opciones terapéuticas para

pacientes pediatricos'®®.Sin embargo, este producto no se comercializa en nuestro pais.

3.5.1 Estudios de estabilidad quimica. Influencia del pH final de la
formulacién

ENA no presenta problemas con respecto a su solubilidad acuosa en las dosis
diarias requeridas, pero, como se ha mencionado, su estabilidad quimica es pH
dependiente. Se ha demostrado que la inestabilidad de ENA varia si se encuentra en estado
solido o liquido.

Con el fin de evaluar la influencia del pH en el desarrollo de una formulacién liquida
de ENA, se prepararon soluciones conteniendo 2 mg mL™", 10% de Gli y soluciones buffer de
fosfato o citrato, a pH 2, 3 y 4. La Gli fue incorporada a los fines de otorgar viscosidad a las
formulaciones. Por otro lado, se prepard una formulacion disuelta en agua con 10% de
glicerina y que presenté un pH final de 2,84.

Las muestras fueron almacenadas en tres condiciones, 4, 25 y 40°C vy la
concentracion del farmaco fue determinado por CLAE (USP 38, a partir de ahora, método

1) a los 6 meses de su elaboracién.
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Como puede apreciarse en la Tabla 3.5.1, cuando se empled buffer citrato, sélo se
observo la presencia de enalaprilat a pH 4 en las muestras conservadas en heladera,
mientras que en las de pH 2 y 3, no se detecté la presencia de ninguna impureza. Por otra
parte, a temperatura ambiente, se observaron ambos productos de degradacion en todos los
pH estudiados.

Tabla 3.5.1 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y a 3
temperaturas empleado solucion reguladora citrato

Solucion reguladora Citrato/acido citrico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%)
ENA BCpH2 0,0 100,610,2 0,0
41+2°C ENA BCpH3 0,0 99,5+0,5 0,0

ENA BCpH4 1,310,2 98,6+0,4 0,0
ENA BCpH2 5,4+0,4 94,01+0,3 0,5410,5

25+2°C ENA BCpH3 6,8+0,3 92,69+0,5 0,45+0,6
ENA BCpH4 20,58+0,1 78,6+0,6 0,77+0,1
ENA BCpH2 14,6+0,5 70,57+0,4 14,75+0,3

40+2°C ENA BCpH3 21,20+0,1 63,25+0,3 15,54+0,4

(75%HR)
ENA BCpH4 66,2+0,3 21,55+0,7 12,2040,6

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacién de
dicetopiperazina.

Con respecto al buffer fosfato (Tabla 3.5.2), se observo la presencia de enalaprilat en
los 3 pH en las muestras conservadas en heladera. A temperatura ambiente, se observaron

los dos productos de degradacion en los 3 pHs estudiados, y la degradacion ocurrida fue

superior a la obtenida empleando buffer citrato.
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Tabla 3.5.2 . Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 mesesy a 3
temperaturas empleado solucion reguladora fosfato

Solucion reguladora Fosfato/acido fosférico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%)
ENA BFpH2 1,7310,2 98,26+0,5 0,0
41+2°C ENA BFpH3 0,78+0,3 99,21+0,7 0,0
ENA BFpH4 1,031£0,4 98,96+0,3 0,0
ENA BFpH2 15,9710,2 82,78+0,6 1,23+0,5
25+2°C ENA BFpH3 10,1+0,6 89,24+0,5 0,6310,1
ENA BFpH4 12,9810,4 86,78+0,8 0,22+0,4
ENA BFpH2 32,41+0,6 36,11+0,9 31,47+0,9
40+2°C ENA BFpH3 26,89+0,2 51,75+0,4 21,35+0,6
(75%HR)
ENA BFpH4 43,05+0,5 42,9840,6 13,96+0,4

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacion de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacion de
dicetopiperazina.

Finalmente, cuando se empled agua en la solubilizacion de ENA (Tabla 3.5.3), se
observé la presencia de enalaprilat en la muestra conservada en heladera y la formacién de

ambas impurezas a temperatura ambiente.

Tabla 3.5.3 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y a 3
temperaturas en agua

Agua
CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%)
4+2°C ENA H20 0,1510,2 99,84+0,5 0,0
25+2°C ENA H20 2,17+0,5 97,65+0,6 0,16+0,3
40+2°C ENA H20 9,51+0,6 84,30+0,8 6,18+0,8

(75%HR)

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacién de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacion de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacion de
dicetopiperazina
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3.5.1.1 Conclusién parcial

Dado que el limite propuesto por la monografia de farmacopea argentina para
productos formulados es del 5% para sustancias relacionadas totales, las formulaciones
preparadas con solucién buffer citrato o fosfato a los pHs 2, 3 y 4, y 10% de Gilij,
conservadas en heladera, ademas de la formulacion preparada con agua y 10%p/v de Gili
conservada en heladera y temperatura ambiente, resultaron ser estables fisicoquimicamente
por al menos 6 meses. Esta ultima opcion facilitaria su elaboracion de manera agil y segura
en farmacia hospitalaria, para ser usada como una formulacién magistral, sin agregado de

un agente conservante.

3.5.2 Estudios de estabilidad quimica. Influencia del tipo de agente
antimicrobiano
La estabilidad microbiologica es otro parametro esencial que investigar. Dado que los
agentes antimicrobianos son compuestos quimicos con diferentes propiedades
fisicoquimicas y forman parte de la matriz de la formulacion, pueden afectar la estabilidad
quimica del IFA o viceversa, es decir, que el IFA afecte al agente conservante y afecte, de
este modo, su capacidad antimicrobiana.
En esta etapa, se evaluaron tres agentes antimicrobianos, 1) metil (0,03 %p/v) y
propilparabeno (0,07 %p/v), 2) benzoato de sodio (0,1%p/v) y 3) propionato de calcio (0,28
% p/v)'®* en todas las formulaciones desarrolladas en la etapa 1. La Figura 3.5.2 muestra las

estructuras quimicas de los agentes conservantes.

o o) o)
Na* ~ N
SIS e nuiNsadien
O O HO HO

Propionato de calcio  Benzoato de sodio Metilparabeno Propilparabeno
Figura 3.5.2 Estructuras quimicas de los agentes antimicrobianos
Cuando se utilizé agua, se disolvid el conservante en la matriz junto con el ENA,
mientras que cuando se emplearon las soluciones buffers, se disolvié el conservante en la

matriz y se ajusto el pH final de la formulacion. Estas formulaciones fueron almacenadas en
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heladera, temperatura ambiente y en camara, y el contenido de maleato de enalapril y sus
productos de degradacion fueron determinados por CLAE a los 6 meses de su elaboracién,
adicionalmente el pH final de las formulaciones fue medido. Cuando se empled metil y
propilparabeno o benzoato de sodio, el método farmacopeico (método 1) debidé modificarse
dado que los agentes conservantes interfirieron en la cuantificacién de enalapril. Este

método modificado pasé a llamarse “método 2.

3.5.3 Influencia de diferentes antimicrobianos en la recuperacién del ENA
3.5.3.1 Metil y propilparabeno
La Tablas 3.5.4, resumen los datos de recuperacion de enalapril, enalaprilat y
dicetopiperazina y el pH final de las diferentes formulaciones conteniendo metil y
propilparabeno como conservantes y elaboradas con buffer citrato.

Tabla 3.5.4 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando metil y propilparabeno en solucién reguladora citrato

Solucion reguladora Citrato/acido citrico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH
ENA BCpH2 0,9+0,5 99,07+0,5 0,0 2,33
4+2°C ENA BCpH3 1,2+0,3 98,7+0,4 0,0 3,35
ENA BCpH4 1,4+0,4 98,6+0,6 0,0 4,07
ENA BCpH2 8,4+0,5 91,5+0,8 0,2+0,7 2,31
25+2°C  ENA BCpH3 8,31+0,7 91,6+0,7 0,2+0,6 3,32
ENA BCpH4 12,7+0,2 87,2+0,9 0,110,2 4,03
ENA BCpH2 28,3+0,6 66,7+0,8 4,9+0,4 2,34
40+2°C ENA BCpH3 26,9+ 68,1+0,9 4,940,3 3,30
(75%HR)
ENA BCpH4 41,5+ 54,3+0,3 4,2+0,5 4,05

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacién de
dicetopiperazina
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Las formulaciones conservadas en heladera en los 3 pHs estudiados, cumplieron con

los requisitos farmacopeicos. La Figura 3.5.3 muestra los cromatogramas correspondientes

a estas tres formulaciones, en la misma, pueden observarse los picos correspondientes al

maleato, enalaprilat, propilparabeno y enalapril.
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Figura 3.5.3 Cromatogramas correspondientes a las formulaciones disueltas en buffer citrato pHs 2, 3
y 4, con el agregado de metil y propilparabeno como agentes conservantes.

La Tabla 3.5.5 resume las recuperaciones obtenidas para ENA y sus productos de

degradacion cuando se empled solucién reguladora fosfato/acido fosférico a pH 2, 3y 4.
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Tabla 3.5.5 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando metil y propilparabeno en solucién reguladora fosfato.

Solucion reguladora Fosfato/acido fosférico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH

ENA BFpH2 2,41+0,2 97,6+0,7 0,0 2,06

41+2°C ENA BFpH3 1,410,4 98,6+0,5 0,0 3,11

ENA BFpH4 1,610,1 98,4+0,4 0,0 4,16

ENA BFpH2 20,7+0,3 79,5+0,6 0,7+0,4 2,12

25+2°C  ENA BFpH3 9,6+0,5 90,3+0,8 0,4+0,2 3,07

ENA BFpH4 13,8+0,4 86,2+0,4 0,1+0,6 4,02

ENA BFpH2 50,3+0,2 38,7+0,2 11,0+0,4 2,15

40+2°C ENA BFpH3 27,1+0,6 64,3+0,6 8,6+0,5 3,09
(75%HR)

ENA BFpH4 40,3+0,4 54,4+0,4 5,3+0,6 4,05

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacion de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacion de
dicetopiperazina.

En este caso podemos observar que, a pesar de cumplir con los requerimientos

farmacopeicos, las formulaciones conservadas en heladera mostraron mayor degradacion

cuando se prepararon utilizando buffer fosfato que cuando fueron elaboradas con buffer

citrato a los mismos pH.

La Figura 3.5.4 muestra los cromatogramas obtenidos para estas formulaciones
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Figura 3.5.4 Cromatogramas correspondientes a las formulaciones disueltas en buffer fosfato pHs 2,
3y 4, con el agregado de metil y propilparabeno como agentes conservantes

La Tabla 3.5.6 resume las recuperaciones de la formulacién preparada con agua y
Gli (10%v/v). Cuando fue almacenada tanto en heladera como a temperatura ambiente,
cumple con los requerimientos farmacopeicos, siendo menor la degradacién en heladera

que a temperatura ambiente.

Tabla 3.5.6 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando metil y propilparabeno en agua como medio

Agua
CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH
4+2°C ENA agua 0,7£0,5 99,310,5 0,0 2,92
25+2°C ENA agua 2,9+0,6 97,110,1 0,0 2,89
40+2°C ENA agua 9,610,4 87,010,3 3,410,4 2,90

(75%HR)

CA: Condiciéon de almacenamiento, F: Formulacién, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperaciéon de
dicetopiperazina.
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La Figura 3.5.5 muestra los cromatogramas correspondientes a la formulacion

conservada en heladera y temperatura ambiente.
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Figura 3.5.5 Cromatogramas de la formulacién elaborada con agua a 4 y 25°C.

Como puede observarse en las Tablas 3.5.4, 355 y 3.5.6, en todas las
formulaciones el producto de degradacion preponderante fue enalaprilat. Las mejores
recuperaciones se obtuvieron en las formulaciones disueltas en agua y conservada en
heladera o temperatura ambiente y en ambas soluciones buffers a los pHs 2, 3y 4 y
conservadas en heladera. Por otro lado, cabe destacar que, a igualdad de pH en la
formulacion final, la degradacion fue mayor cuando se utilizé buffer fosfato.

3.5.3.2 Benzoato de sodio

La Tabla 3.5.7 resume los datos de recuperacion cuando se empled la solucion
reguladora de citrato y benzoato de sodio como agente conservante. Las formulaciones
conservadas en heladera a los tres pH analizados cumplieron con los requisitos
farmacopeicos a los 6 meses de su elaboracion. La Figura 3.5.6 muestra los cromatogramas

correspondientes a estas formulaciones.
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Tabla 3.5.7 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando benzoato de sodio y solucion reguladora citrato.

Solucion reguladora Citrato/acido citrico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH

ENA BCpH2 1,01£0,2 99,04£0,5 0,0 2,55

41+2°C  ENA BCpH3 1,0+0,1 99,040,2 0,0 3,07

ENA BCpH4 1,1£0,6 98,940,3 0,0 3,93

ENA BCpH2 5,0+0,5 94,8+0,4 0,2+0,1 2,59

25+2°C ENA BCpH3 6,1£0,3 93,7+0,2 0,2+0,2 3,01

ENA BCpH4 11,5+0,4 88,4+0,5 0,1+0,4 3,94

ENA BCpH2 13,9+0,3 80,2+0,3 5,9+0,3 2,52

401£2°C ENA BCpH3 18,5+0,1 75,240,4 6,30,1 3,06
(75%HR)

ENA BCpH4 38,240,2 57,410,2 4,4+0,2 3,96

CA: Condiciéon de almacenamiento, F: Formulacién, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacién de
dicetopiperazina.

Absorbancia (mUA)

2500

2000

1500

1000

500

Maleato

Enalaprilat
I

Benzoato de sodio

ENA BCpH2

Enalapril

5 10

Tiempo (min)

20

146

2500 -

2000

1500

1000

Absorbancia (mUA)

500

Benzoato de sodio
Maleato

ENA BCpH3
Enalapril
Enalaprilat
1
5 10 15 20
Tiempo (min)



Capitulo 3 Resultados y discusion Maleato de Enalapril

2500

2000

1500

1000

Absorbancia (mUA)

500

Benzoato de sodio

Maleato

ENA BCpH4

Enalapril

Enalaprilat
1 1

5

10 15
Tiempo (min)

20

Figura 3.5.6 Cromatogramas de las formulaciones conservadas en heladera preparadas con buffer
citrato a pH 2, 3 y 4 y benzoato de sodio como agente conservante.

La Tabla 3.5.8 resume los datos de recuperacion cuando se empled la solucion

reguladora de fosfato y benzoato de sodio como agente conservante. La Figura 3.5.7

muestras los cromatogramas correspondientes estas formulaciones conservadas en

heladera.

Tabla 3.5.8 Recuperaciones de enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina a los 6 meses y pH

final empleando benzoato de sodio y solucion reguladora fosfato

Solucién reguladora Fosfato/acido fosférico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH

ENA BFpH2 1,9+0,2 99,1+0,5 0,0 2,0

4+2°C ENA BFpH3 1,2+0,4 98,8+0,2 0,0 3,14

ENA BFpH4 1,2+0,3 98,8+0,4 0,0 3,95

ENA BFpH2 14,040,1 85,910,3 0,740,2 2,16

25+2°C ENA BFpH3 9,1+0,2 90,6+0,5 0,3+0,3 3,19

ENA BFpH4 12,4+0,5 87,5+0,4 0,1+0,5 3,95

ENA BFpH2 31,440,3 53,110,2 15,5+0,4 2,08

40+2°C ENA BFpH3 3,4+0,1 84,7+0,5 11,9+0,1 3,17
(75%HR)

ENA BFpH4 39,31£0,6 55,3+0,1 5,4+0,6 3,94

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacién de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperaciéon de

dicetopiperazina.
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En este caso, las formulaciones conservadas en heladera cumplen con los

requerimientos farmacopeicos luego de 6 meses de su elaboracién, pero puede verse un

incremento en la degradacién de enalapril, principalmente a pH 2, con respecto a la

formulacién preparada con buffer citrato, empleando el mismo agente conservante.
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Figura 3.5.7 Cromatogramas correspondientes a las formulaciones elaboradas con buffer fosfato a
pH 2, 3 y 4, conservadas en heladera, empleando benzoato de sodio como agente conservante.
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Cuando se empleé agua en la preparacion de la formulacién (Tabla 3.5.9), se

observé una degradacion significativa usando benzoato de sodio como conservante (cuando

la muestra fue almacenada a temperatura ambiente) con respecto a la misma condicion,

empleando metil y propilparabeno. En heladera, la concentracién de enalaprilat pasé de

0,7% a 1,1%, pero a temperatura ambiente, el producto de degradacion se increment6 de

2,9% a 10,3%, con aparicion de dicetopiperazina. Cabe destacar, que el pH final de la
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formulacién cuando se empled benzoato de sodio fue aproximadamente 4, y los resultados
obtenidos se asemejan a los valores encontrados cuando se emplearon las diferentes
soluciones reguladoras a ese pH, revelando la dependencia de estabilidad quimica de
enalapril con el pH.

Tabla 3.5.9 Recuperacién de enalapril, enalaprilat, dicetopiperazina a los 6 meses y pH final
empleando benzoato de sodio y preparadas en agua como medio

Agua
CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH
41+2°C ENA agua 1,1£0,2 98,9+0,5 0,0 4,03
25+2°C ENA agua 10,3+0,3 89,610,3 0,1£0,1 4,09
40+2°C ENA agua 35,1+0,1 61,410,7 3,5640,2 5,10

(75%HR)

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacion de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacion de
dicetopiperazina.

La Figura 3.5.8 muestra el cromatograma correspondiente a la formulacion

preparada en agua y almacenada en heladera.
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Figura 3.5.8 Cromatograma de la formulacion preparada en agua y almacenada en heladera.
En todos los casos (Tablas 3.5.7, 3.5.8 y 3.5.9), unicamente las formulaciones
conservadas en heladera resultaron ser estables, con formacion de enalaprilat y
dicetopiperazina dentro del limite aceptado por farmacopea argentina, resultado esperado

debido a la degradacion de enalapril en soluciones acuosas.
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3.5.3.3 Propionato de Calcio
Las formulaciones elaboradas con buffer citrato o fosfato a todos los pH estudiados,
fueron estables solamente cuando se conservaron en heladera (Tablas 3.5.10 y 3.5.11).
Cabe destacar que no pudo desarrollarse la formulaciéon conteniendo buffer citrato pH 2,
dado que cuando se incorporé el propionato de calcio, se generd una solucion turbia, con
formacion de precipitado.

Tabla 3.5.10 Recuperacion de enalapril, enalaprilat, dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando propionato de calcio y solucion reguladora citrato

Solucién reguladora Citrato/acido citrico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH
ENA BCpH2 - - - -
41+2°C ENA BCpH3 2,8+0,2 97,2+0,6 0,0 3,12
ENA BCpH4 3,0£0,4 97,0+0,5 0,0 3,97
ENA BCpH2 - - - -
25+2°C ENA BCpH3 8,2+0,3 91,6+0,8 0,210,1 3,11
ENA BCpH4 14,1+0,5 85,8+0,4 0,1+0,3 3,96
ENA BCpH2 - - - -
40+2°C
ENA BCpH3 21,4+0,7 72,5+0,6 6,110,4 3,13
(75%HR)
ENA BCpH4 42,6+0,9 53,0+0,8 4,41+0,6 3,98

CA: Condiciéon de almacenamiento, F: Formulacién, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacién de
dicetopiperazina.

En este caso, las formulaciones conservadas en heladera cumplieron con los
requisitos farmacopeicos, pero es de destacar que se incrementd el producto de
degradaciéon enalaprilat usando este agente conservante con respecto a la combinacion de

metil y propilparabeno y al benzoato de sodio, a los mismos pH finales. La Figura 3.5.9

muestra los cromatogramas de las formulaciones almacenadas en heladera a pH 3 y 4.
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Figura 3.5.9 Cromatogramas de las formulaciones de enalapril elaboradas con buffer citrato y con
propionato de calcio, almacenadas en heladera.

La Tabla 3.5.11 resume los datos de las formulaciones elaboradas con buffer fosfato.
Se puede observar que las formulaciones conservadas en heladera cumplen con los
requerimientos farmacopeicos, pero se observa un incremento en la degradacion de ENA a
los 3 pH evaluados con respecto a las soluciones elaboradas con los otros conservantes.

Tabla 3.5.11 Recuperacion de enalapril, enalaprilat, dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando propionato de calcio y buffer fosfato

Solucién reguladora Fosfato/acido fosférico

CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH

ENA BFpH2 3,85+0,2 96,15+0,2 0,00 2,10

4+2°C ENA BFpH3 2,8940,5 97,11+0,4 0,00 3,02

ENA BFpH4 2,23+0,3 97,77+0,3 0,00 4,12

ENA BFpH2 19,1110,1 79,80+0,6 1,09+0,2 2,00

25+2°C ENA BFpH3 13,39+0,4 86,25+0,5 0,37+0,6 3,08

ENA BFpH4 18,04+0,6 81,93+0,2 0,1440,5 4,03

ENA BFpH2 38,88+0,2 42,03+0,7 19,0940,3 2,10

40+2°C ENA BFpH3 32,01+0,5 56,84+0,6 11,15+0,4 3,05
(75%HR)

ENA BFpH4 51,91+0,7 43,07+0,5 5,031£0,5 4,07

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacién de maleato de

enalapril,
dicetopiperazina.

Enalaprilat-R (%): recuperacion de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacién de
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La Figura 3.5.10 muestra los cromatogramas de las formulaciones de enalapril

conservadas en heladera, empleando propionato de calcio como agente conservante.
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Figura 3.5.10 Cromatogramas de las formulaciones de enalapril, preparadas con buffer fosfato a pH
2, 3 y 4, almacenadas en heladera, empleando propionato de calcio como agente

Cuando se utilizd agua como disolvente, se disolvié propionato de calcio en agua y el
pH final fue de 8,03. Posteriormente, se incorpord la Gli y el ENA. El pH final de la
formulacién bajé a 5,3, dadas las caracteristicas acidas del IFA. Pero, como en el caso del
benzoato de sodio, este pH no favorece la estabilidad del IFA y la degradacion fue de mayor
magnitud que en el caso anterior, con formacién de enalaprilat en un 95% cuando fue

conservada en camara, a 40°C (Tabla 3.5.12).
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Tabla 3.5.12 Recuperacion de enalapril, enalaprilat, dicetopiperazina a los 6 meses y pH
final empleando propionato de calcio y preparadas en agua como medio

Agua
CA F Enalaprilat-R (%) ENA-R (%) Dicetopiperazina-R (%) pH
4+2°C ENA agua 7,0£0,2 93,040,5 0,0 5,29
25+2°C ENA agua 52,5+0,4 47,4+0,3 0,110,1 5,27
40+2°C ENA agua 94,840,1 4,2+0,4 1,0+0,3 5,26

(75%HR)

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion, ENA-R (%): recuperacion de maleato de
enalapril, Enalaprilat-R (%): recuperacién de enalaprilat, Dicetopiperazina-R (%): recuperacién de
dicetopiperazina.

A modo de ejemplo, se presentan dos cromatogramas de formulaciones conservadas
en camara, donde pueden verse con mayor claridad los productos de degradacion de
enalapril, enalaprilat y dicetopiperazina. EI cromatograma presentado en la Figura 3.5.11
corresponde a la formulacién elaborada con agua, empleando benzoato de sodio como
agente conservante y conservada en cdmara, mientras que el cromatograma presentado en
la Figura 3.5.12 corresponde a una formulacion elaborada con buffer fosfato y propionato de
calcio, conservada en camara. En el primer caso, se empleé el “método 2”7, una modificacion

del método farmacopeico (método 1). En el segundo caso, cuando se utilizd propionato de

calcio, se utilizé el método farmacopeico sin modificaciones.
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Figura 3.5.11 Formulacién de enalapril en agua, con benzoato almacenada en camara
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Figura 3.5.12 Formulacién de enalapril en buffer fosfato, pH2, empleando propionato de calcio como
agente conservante y almacenada en camara.

El método farmacopeico, empleado para la cuantificacion de ENA en comprimidos,
debié ser modificado dado que cuando se empleaba la combinacién de propil y
metilparabeno o benzoato de sodio como agentes conservantes, interferian en la
cuantificacion de ENA, ya que eluian en el mismo tiempo de retencion, no resultando ser un
método selectivo para llevar a cabo la cuantificacion en la formulacion liquida desarrollada.
Como puede observarse en la Figura 3.5.11, la resolucién entre los picos permitié una
correcta cuantificaciéon de ENA, pero el cromatograma tuvo una duracion de 20 minutos.

En la Figura 3.5.12, cuando se empled propionato de calcio, este agente conservante
no influyé en la determinaciéon de ENA y pudo usarse sin modificaciones, con una duraciéon
final de 8 minutos en cada cromatograma. Es importante destacar la influencia del agente
conservante presente en una formulacién a la hora de llevar a cabo un método
cromatografico. No existe una monografia oficial para formulaciones orales liquidas de ENA,

por lo que el método 2 seria una alternativa para controlarlas.

3.5.4 Estudio de estabilidad microbiolégico

Para garantizar la estabilidad microbioldgica, tres agentes antimicrobianos (metil y
propilparabeno, benzoato de sodio y propionato de calcio) fueron testeados en las

formulaciones desarrolladas en la etapa 1. Todos los conservantes evaluados fueron
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efectivos generando formulaciones microbioldgicamente estables. En la Tabla 3.5.13 se
presentan los resultados microbiolégicos de las formulaciones que fueron estables
quimicamente a los seis meses de su elaboracion.

Tabla 3.5.13 Resultados de los estudios de estabilidad microbiolégica de las formulaciones
optimizadas a los 6 meses de su elaboracién.

CA F CMAT CTHyL Ec Resultado
Metil y propilparabeno
4 +2°C ENA agua 0 0 Ausencia Cumple
25+ 2°C ENA agua 0 0 Ausencia Cumple
4 +2°C ENA BCpH2 0 0 Ausencia Cumple
ENA BCpH3 0 0 Ausencia Cumple
ENA BCpH4 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH2 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH3 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH4 0 0 Ausencia Cumple
Benzoato de sodio
4 +2°C ENA agua 0 0 Ausencia Cumple
ENA BCpH2 0 0 Ausencia Cumple
ENA BCpH3 0 0 Ausencia Cumple
ENA BCpH4 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH2 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH3 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH4 0 0 Ausencia Cumple
Propionato de calcio
4 +2°C ENA BCpH3 0 0 Ausencia Cumple
ENA BCpH4 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH2 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH3 0 0 Ausencia Cumple
ENA BFpH4 0 0 Ausencia Cumple

CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion, CMAT: Conteo de microbios aerobios totales
(UFC/mL) — Cumple si es <1.000, CTHyL: Conteo total de hongos y levaduras (UFC/mL) - Cumple si
es <100, Ec: Escherichia coli — Cumple si hay ausencia

3.5.5 Conclusién
En este caso, se plantearon dos etapas distintas en el desarrollo de las
formulaciones liquidas de ENA. En la Etapa 1, se evalud la influencia del pH en la
estabilidad quimica del IFA. Las formulaciones preparadas con solucion buffer citrato o
fosfato a los pHs 2, 3 y 4, y 10% de glicerina, conservadas en heladera, ademas de la
formulacién preparada con agua y 10%p/v de glicerina conservada en heladera vy

temperatura ambiente, resultaron ser estables fisicoquimicamente por al menos 6 meses.
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Esta ultima opcion facilitaria su elaboracion de manera agil y segura en farmacia
hospitalaria, pero no brinda informacién con respecto a su estabilidad microbioldgica.

En la Etapa 2, se evalud la influencia de tres agentes antimicrobianos sobre la
estabilidad fisicoquimica del IFA. Cuando se empled metil y propilparabeno, las mejores
recuperaciones se obtuvieron en las formulaciones disueltas en agua y conservada en
heladera o temperatura ambiente y en ambas soluciones buffers a los pHs 2, 3 y 4y
conservadas en heladera. Por otro lado, cabe destacar que, a igualdad de pH en la
formulacién final, la degradacion fue mayor cuando se utilizoé buffer fosfato.

Cuando se empledé benzoato de sodio, se incrementd considerablemente la
degradacién en agua con respecto a la obtenida usando la combinacion de propil y
metilparabeno. Pudo observarse que el pH final de la formulacion fue de 5, lo que estaria
acorde a la dependencia de su estabilidad con el pH. En todos los casos, Unicamente las
formulaciones conservadas en heladera resultaron ser estables, con formacion de
enalaprilat y dicetopiperazina dentro del limite aceptado por farmacopea argentina, resultado
esperado para la degradacién de enalapril en soluciones acuosas.

Cuando se empled propionato de sodio, las formulaciones elaboradas con buffer
citrato o fosfato a todos los pHs estudiados, fueron estables solamente cuando se
conservaron en heladera. En este caso, no se obtuvieron resultados satisfactorios en la
formulacién elaborada con agua debido a las caracteristicas basicas del propionato (pH final
en agua: 7,5-10,5), que, combinadas a las caracteristicas acidas de ENA, resulté en un pH

final cercano a 5.

156



CAPITULO 4
CONCLUSIONES






Capitulo 4 Conclusiones

Gotas de atenolol

Se obtuvieron tres formulaciones liquidas de ATN, las cuales cumplieron con los
criterios de estabilidad quimica luego de seis meses en camara a 40 + 2°C (75 + 5% RH). La
prueba microbiolégica mostrd que solo las formulaciones a base de Gli y Gli/Jar cumplieron
con los requisitos. Estas formulaciones, empleando excipientes en un rango recomendado
por la EMA, mostraron estabilidad quimica y microbiolégica durante al menos 6 meses
incluso en las peores condiciones de almacenamiento. Finalmente, se evalud la influencia
de dos tipos de envases, vidrio color ambar tipo Il y envases de polietiieno de media
densidad, con inserto de polietileno de baja densidad y tapa de polipropileno, en la
estabilidad la formulacién conteniendo Gli (10 %v/v). Los resultados obtenidos luego de
aplicar un test “t”, demostraron que no existe diferencia significativa en la recuperacién de
ATN cuando se emplearon los envases estudiados. Teniendo en cuenta estos resultados,
estas formulaciones de ATN podrian considerarse adecuadas para su potencial uso en

pacientes pediatricos.

Gotas de Citrato de Sildenafil

Se desarroll6 soluciones conteniendo SIL con concentraciones de 2 mg mL-1 0 4 mg
mL-1, GIli como cosolvente, un regulador de pH y conservantes permitidos. Las
formulaciones demostraron ser estables durante 6 meses tanto quimica como
microbiologicamente. Finalmente, se realizé un ensayo de palatabilidad y se demostré que
cuando la formulaciéon se diluyo en leche hasta alcanzar la dosis pediatrica media, esta
dilucion presentd una palatabilidad similar a la de la leche sola y no se observd ningun
precipitado, turbidez o desnaturalizacién de la leche durante un dia. Teniendo en cuenta
estos resultados, esta formulacion debe considerarse adecuada para pacientes pediatricos,

incluidos pacientes diabéticos.
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Gotas de Hidroclorotiazida

Se desarrollé una formulacion oral liquida de HCT con una concentracion de 2 mg
mL-1, Sor (2,5%vV/v), Gli (4,7%vlv), PPG (12,5%v/v), con un pH final de 3,18, apta para ser
administradas en pacientes pediatricos. Para favorecer la estabilidad fisica, se incorporé
HPMC en concentraciones de 0,5 y 1%p/v. Estas formulaciones fueron almacenadas en tres
condiciones, y fueron evaluadas mensualmente con respecto a su contenido de HCT,
ademas de un control organoléptico (olor, color, presencia de turbidez o precipitados)
durante 6 meses. Las mejores recuperaciones se encontraron en la formulacion conteniendo
1% p/v de HPMC y conservada en heladera, ya que cumple con el limite de impurezas fijado
por la correspondiente monografia farmacopeica. Finalmente, Esta formulacién resulté ser

estable en heladera al menos 6 meses, tanto quimica como microbiologicamente.

Gotas de Furosemida

Se desarrollaron formulaciones conteniendo 2, 5 y 14,7 mg mL-1 de FURO-B
empleando dos procedimientos. Se evalud la estabilidad fisicoquimica empleando dos tipos
de envases, vidrio tipo lll color ambar y polietilieno de densidad media. Las formulaciones
desarrolladas no contienen etanol, presentan un pH final de 7, y excipientes aprobados para
usar en pediatria. La formulacion de 2 mg mL-1 facilitara el ajuste de dosificacién acorde al
peso del paciente, principalmente en recién nacidos. Estas formulaciones podrian ser una
alternativa en farmacia hospitalaria o la opcion de un medicamento genérico para la
industria.

El método propuesto de analisis de FURO-B mediante espectrofotometria UV/VIS ha
resultado ser un método simple, rapido y sencillo para valorar las concentraciones de este
IFA en disolucién, siendo posible realizar su analisis sin necesidad de un tratamiento previo
de la muestra. El método propuesto es preciso y exacto por lo que puede ser considerado
adecuado para realizar la cuantificacion de FURO-B. Esta metodologia alternativa ha

demostrado ser tan eficaz como la CLAE, utilizado en la actualidad.
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El propdsito del nuevo método espectrofotométrico no es reemplazar los métodos
disponibles con CLAE, sino servir como un método alternativo para usar cuando CLAE no

esté disponible, teniendo siempre presente sus limitaciones.

Gotas de Maleato de Enalapril

Se evalud la influencia del pH en la estabilidad quimica del IFA obteniéndose que. las
formulaciones preparadas con solucion buffer citrato o fosfato a los pHs 2, 3y 4, y 10% de
glicerina, conservadas en heladera, ademas de la formulacién preparada con agua y 10%p/v
de glicerina conservada en heladera y temperatura ambiente, resultaron ser estables
fisicoquimicamente por al menos 6 meses. Esta ultima opcion facilitaria su elaboracion de
manera agil y segura en farmacia hospitalaria, pero no brinda informacién con respecto a su
estabilidad microbioldgica.

A continuacion, se evalué la influencia de tres agentes antimicrobianos sobre la
estabilidad fisicoquimica del IFA. Cuando se empled metil y propilparabeno, las mejores
recuperaciones se obtuvieron en las formulaciones disueltas en agua y conservada en
heladera o temperatura ambiente y en ambas soluciones buffers a los pHs 2, 3y 4 y
conservadas en heladera. Por otro lado, cabe destacar que, a igualdad de pH en la
formulacion final, la degradacion fue mayor cuando se utilizé buffer fosfato.

Cuando se empledé benzoato de sodio, se incrementd considerablemente la
degradaciéon en agua con respecto a la obtenida usando la combinacion de propil y
metilparabeno. En todos los casos, Unicamente las formulaciones conservadas en heladera
resultaron ser estables, con formacion de enalaprilat y dicetopiperazina dentro del limite
aceptado por farmacopea argentina, Cuando se empled propionato de sodio, las
formulaciones elaboradas con buffer citrato o fosfato a todos los pHs estudiados, fueron
estables solamente cuando se conservaron en heladera. En este caso, no se obtuvieron
resultados satisfactorios en la formulacion elaborada con agua debido a las caracteristicas

basicas del propionato resulté en un pH final cercano a 5.
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Conclusién general

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permiten asegurar que se ha dado
respuesta a una necesidad referida al desarrollo de formulaciones farmacéuticas destinadas
a una poblacién vulnerable. Particularmente, se han desarrollo y optimizado formas
farmacéuticas liquidas de uso oral para el tratamiento de cardiopatias en pacientes
pediatricos. Estos desarrollos se han llevado a cabo empleando excipientes aprobados para
pacientes pediatricos y en concentraciones seguras para esta poblacion. El empleo de
disefios experimentales ha demostrado ser una muy Uutil herramienta a fin de obtener
formulaciones con las caracteristicas buscadas. Las formulaciones seleccionadas, que han
demostrado ser estables tanto quimica como microbiolégicamente, permiten una correcta y
segura dosificacion en base al peso corporal del paciente. En base a lo mencionado, las
formulaciones desarrolladas en este trabajo de Tesis deben ser consideradas para el

tratamiento de cardiopatias en pacientes pediatricos.
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A.1 Introduccioén

La Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) es una de las técnicas mas
empleadas en la determinacién de la riqueza de un IFA como asi también en la
determinacion de impurezas relacionadas. La propia industria farmacéutica comenzé a
proponer e imponer el uso de esta metodologia a las autoridades regulatorias desde
principios de la década de 1970, a partir de lo cual la técnica tuvo una rapida difusién, que
continda hasta el presente. Al ser una técnica separativa, es el método analitico elegido con
mas frecuencia en el analisis farmacéutico para determinar el contenido de un IFA en una

matriz compleja.

A.2 Validacion analitica

Las actividades y métodos propios de la industria farmacéutica que pueden tener
impacto sobre la seguridad y la eficacia de los productos que ésta elabora o utiliza,
requieren de una demostracion previa de su aptitud para el uso propuesto. De ese modo, la
calidad de los productos no se vera afectada por la calidad de los métodos empleados para
producirlos y controlarlos. La demostracion de aptitud para el uso pretendido es lo que en el
ambito de la industria farmacéutica se conoce como “validacién”'. La validacion de un
método analitico es el proceso usado para confirmar que el procedimiento analitico
empleado en un ensayo especifico es apto para el uso pretendido. Los resultados de la
validacién del método pueden usarse para juzgar la calidad, confiabilidad y consistencia del
resultado analitico, por lo que la validacién debe ser parte integral de cualquier buena
practica analitica. Indicaciones exhaustivas y estudios acerca de la validacion analitica
comenzaron a ser publicadas a mediados de la década de 1990 (2-4)%34. Segun la
Farmacopea Argentina 7° Edicion y otros textos de alcance similar relacionados con la
calidad de los medicamentos, la validacion de un método analitico es el proceso por el cual
se establece, por medio de estudios de laboratorio debidamente documentados, que dicho

método es apropiado para el uso propuesto.
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Las Buenas Practicas de Fabricacion y Control requieren que los métodos analiticos
empleados para evaluar las especificaciones establecidas sean apropiados.

La validacién de métodos analiticos ha recibido considerable atencion no sdlo en la
literatura sino también en los comités de la industria y agencias regulatorias® como FDA,
ISO, EPA, ICH, AOAC y otros. La FDA también ha publicado una guia para la validacién de
métodos bioanaliticos®.

No existe una guia oficial que indique el orden en que deben realizarse los
experimentos de validacion y la secuencia 6ptima puede depender del método en si. Sin
embargo, antes de la validacion de un método, deben definirse los parametros a validar y
sus correspondientes intervalos de aceptacion.

En el caso de métodos cromatograficos instrumentales, y bajo el concepto de que el
instrumento es un sistema, una vez validado el método y puesto en uso de manera rutinaria
se emplearan las pruebas de aptitud del sistema como verificacién rapida de su idoneidad
de uso. Los criterios de aceptacion de estas pruebas deben ser definidos de manera tal que
indiquen cuando el método o el sistema estan bajo control estadistico, y por lo tanto son

aptos para su uso proyectado’.

A.3 Atributos Analiticos

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, por
medio de estudios de laboratorio, que un método es apropiado para el uso pretendido. Los
diferentes atributos por evaluar dependen de la naturaleza y la finalidad del método
analitico. En la Tabla A.1 se muestran de forma esquematica, los parametros de calidad
analitica que requieren de validacion y cuales de ellos deben ser evaluados, segun lo
estipulado por la FA 7° Edicion?, para los diferentes tipos de ensayos analiticos de utilidad en

el control de calidad farmacéutico.
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Tabla A.1 Parametros de calidad a evaluar en la validacion de distintos ensayos analiticos,
segun su finalidad.

. .. . Determinacion ~ . ‘2
Caracteristica | Valoracion de Impurezas Desempeiio | Identificacion
Cuantitativo | Ensayo limite
Exactitud + + * * -

Precision
Repetibilidad + + - + -

Precision
+ + - + -

Intermedia
Especificidad + + + * *

Limite de
- - + * -

deteccion

Limite de
- + - * -

cuantificacion
Linealidad + + - * -
Intervalo + + * * -

(+) Requerido siempre, (-) no requerido y () requerido segun el caso.

A.3.1 Exactitud

La exactitud de un método analitico es la proximidad entre el resultado obtenido y el
valor real. Debe establecerse en todo el intervalo especificado para el método analitico,
generalmente mediante pruebas de recuperacion. Esta propiedad puede informarse como el
porcentaje de recuperacion del principio activo o como la diferencia entre el valor promedio y
el valor verdadero aceptado (sesgo)®.

Para la valoracion de ingredientes farmacéuticos activos, puede determinarse por la
aplicacion del método analitico a una muestra de pureza conocida (como, por ejemplo, una
sustancia de referencia) o por comparacion de los resultados del método analitico propuesto
con los de otro método cuya exactitud haya sido establecida. La exactitud también puede
deducirse luego de establecerse la precision, linealidad y especificidad del método.

En el caso de la valoracion de una sustancia en un producto farmacéutico, la exactitud

puede determinarse mediante la aplicacion del método analitico a mezclas preparadas con

7



Anexo

todos los componentes del producto a las cuales se les ha agregado cantidades conocidas
del analito dentro del intervalo del método (método de adicion de estandar)

De no disponer de todos los excipientes presentes en el producto comercial para
reconstruir la matriz, se puede emplear una mezcla de composiciéon conocida, como la
misma especialidad medicinal, y evaluar la recuperacion de cantidades conocidas de
sustancias de referencia agregadas a la misma; esta estrategia se conoce como el “método
de adicién de estandar”.

La exactitud debe evaluarse empleando un minimo de nueve determinaciones sobre
un minimo de tres niveles de concentracion que cubran el intervalo especificado. La
exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacién obtenido a partir de la valoracién de
una cantidad agregada conocida de analito en la muestra, o como la diferencia entre la
media y el valor aceptado como verdadero junto con los intervalos de confianza.

Evaluacioén estadistica

Determinar los siguientes parametros estadisticos:

- Calculo del porcentaje de cada concentraciéon

- Calculo de la desviacion estandar (S)

- Calculo de la desviacion estandar relativa (RSD) o coeficiente de variaciéon
(CV)

- También se calcula el test “t” de Student

Para confirmar que el valor medio no difiere significativamente del aceptado como
referencia, se debe determinar el valor de “t” experimental con la siguiente férmula:

n(100 — R)
tex» = T DER

Se selecciona el ttabla con las siguientes condiciones: n-1 grados de libertad y
probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir un grado de confianza del 95%.

Criterio de aceptacion:
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Si texp es menor que ttabla, no existe diferencia significativa entre la recuperacion

media y el 100% y la exactitud es apropiada.

A.3.2 Precisiéon

La precision de un método analitico esta dada por el grado de concordancia o
dispersién entre los resultados de ensayos individuales cuando el método se aplica
repetidamente a varias alicuotas de una muestra homogénea®. Generalmente se expresa
como la desviacion estandar relativa (coeficiente de variacion) (Ecuacion A-2) de una serie
de mediciones. Puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad, precisién intermedia y

reproducibilidad.

n
(x; —x)?
DE = —
(n—1)
i=1 (Ecuacion A-1)
100 X DE
DER=——"— _
X (Ecuacion A-2)

La repetibilidad de un método expresa su precision bajo las mismas condiciones operativas
en un intervalo de tiempo corto. Puede ser evaluada usando:

- Un minimo de 9 determinaciones que cubran el rango especifico del procedimiento,
efectuando 3 replicados de muestras independientes a 3 concentraciones
diferentes.

- Un minimo de 6 determinaciones al nivel del 100%.

La precision intermedia debe establecerse identificando los fendmenos aleatorios
que puedan afectar la precision del procedimiento analitico. Variaciones tipicas incluyen el
dia, analista, equipamiento, etc. Actualmente no se considera evaluar estos efectos en

forma individual, sugiriéndose para tal fin el uso de disefios experimentales.
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La reproducibilidad habitualmente se evalla por medio de ensayos inter-laboratorios,
siendo particularmente indicada su verificacion en el caso de la normalizacién de un
procedimiento analitico, por ejemplo, para su inclusion en compendios.

En determinaciones efectuadas por un solo operador, la verificacion de repetibilidad
suele denominarse “precision intra-dia”, mientras que la precisidon intermedia suele

reemplazarse por el término “precision inter-dia”.

A.3.3 Especificidad/selectividad

La selectividad analitica podria interpretarse como “la medida en que el método
puede utilizarse para determinar analitos particulares en mezclas o matrices sin
interferencias de otros componentes de comportamiento similar''. La Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) recomienda el término selectividad, mientras que otras
areas, por ejemplo, en el campo farmaceéutico, utiliza el término especificidad, sin embargo,
existe un acuerdo sobre la interpretacion. Por otra parte, un método analitico se considera
selectivo cuando proporciona respuestas para una serie de entidades quimicas que pueden
distinguirse unas de otras.

En el caso de una valoracion, se debe demostrar que el método no se ve afectado
por la presencia de impurezas o excipientes. Para métodos cromatograficos instrumentales,
deben desarrollarse cromatogramas para demostrar la especificidad. Los ensayos de pureza
de pico (como, por ejemplo, empleando arreglo de diodos o espectrometria de masa)
pueden ser Utiles para demostrar que el pico cromatografico del analito no incluye a otro

componente.

A.3.4. Limite de deteccion
Es la concentracibn mas baja de analito que puede detectarse, pero no
necesariamente cuantificarse, en una muestra bajo las condiciones experimentales

establecidas.
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Para métodos no instrumentales, el limite de deteccion (LOD) se determina
generalmente por el analisis de muestras con concentraciones conocidas de analito y
estableciendo el minimo nivel al cual el analito puede ser detectado en forma confiable. Este
método también puede utilizarse en métodos instrumentales.

En métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una
aproximacién basada en la comparacion de las sefales medidas con muestras que
contienen pequefias cantidades conocidas de analito con muestras blanco y determinando
la relacion sefal-ruido. Una relacion sefal-ruido de 3:1 6 2:1 se considera aceptable para la
estimacion.

Existen varios procedimientos para determinar el valor de LOD, siendo uno de los
mas comunes aquél que emplea la desviacion estandar del término libre (DE,) de una curva
de calibracion elaborada con soluciones de referencia cuyas concentraciones estén en las
vecindades del LOD vy la pendiente (b) de dicha curva'?, usando la Ecuacion A-3.

LOD= 3,3 (DE./b) (Ecuacién A-3)

A.3.5 Limite de cuantificacion

Es la menor concentracién de analito que puede determinarse con precision vy
exactitud en una muestra, bajo las condiciones experimentales establecidas. Esta propiedad
debe ser determinada cuando las concentraciones del analito mayoritario en la muestra son
bajas y particularmente en la cuantificacién de impurezas y/o productos de degradacion’.

Para métodos instrumentales como CLAE, este limite puede ser determinado sobre
la base de la relacion sefal-ruido. Para ello, se comparan las sefales provenientes de
muestras con analito a concentraciones bajas y conocidas, y las sefiales de una muestra
blanco, estableciéndose la concentracién minima del analito que puede ser cuantificada con
seguridad. En general, una relacién senal-ruido de 10:1 se considera aceptable para estimar

el limite de cuantificacion.
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Otra alternativa es emplear la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente de
la curva de calibracion. En este caso, el limite de cuantificaciéon (LOQ) puede expresarse
segun la Ecuacién A-4.

LOQ= 10 (DE/b) (Ecuacion A-4)
donde DE es la desviacion estandar de la respuesta y b es la pendiente de la curva de
calibracion.

La pendiente puede estimarse a partir de la curva de calibracion del analito, mientras
que la estimacion de DE puede llevarse a cabo ya sea analizando las respuestas de un
numero apropiado de mediciones de una muestra blanco y calculando el desvio estandar de
esas respuestas (método basado en la desviacion estandar del blanco) o realizando una
curva de calibracion con concentraciones de analito cercanas al limite de cuantificacion
(método basado en la curva de calibracion), donde la desviacion estandar de la regresion
lineal o la desviacion estandar de la ordenada al origen de la regresion lineal pueden usarse
como desvio estandar.

El valor de LOQ puede calcularse de diferentes modos, siendo los mas usados los
qgque emplean la pendiente de la curva de calibracién. El procedimiento que resulta mas
apropiado consiste en obtener el valor de la respuesta Y entre los limites de la curva de
calibracion Y = a + bC, el que se usa por una parte para calcular los valores teéricos de C =
(Y — a)/b, y por otra para obtener la desviacion estandar de la curva (DE.), cuyo calculo se
detalla en la Ecuacién 1.2.12, y la desviaciéon estandar relativa DER = 100 x DEJ/C de los
resultados del analisis.

Luego, se traza un grafico de DER calculado versus C para determinar la
concentracion de analito C, correspondiente al valor permisible de DER para el
procedimiento analitico en consideracién. Este valor varia entre 10 y 20 %, en el caso de
impurezas, y se fija en 2% para productos principales.

Los valores de las desviaciones estandar de los resultados se calculan a partir de la
Ecuacion A-5.

12



Anexo

DE,

5 NE
_DEy |1 + 1 + DE, Y- Y (Ecuacion A-5).
b N n b DE,

Donde DE, es la desviacion estandar de la curva de calibracién, N es el nimero de
puntos experimentales, Y es la respuesta (area bajo de la curva, altura de pico, etc.), nes el

numero de determinaciones independientes, b es la pendiente de la curva de calibracion y

DE, es su correspondiente desvio e Y es el promedio de todas las respuestas usadas para

construir el grafico de calibracion.

A.3.6 Linealidad e intervalo

La linealidad se estudia y demuestra para un intervalo de concentraciones, que es el
rango de trabajo, con tres replicados y a un minimo de cinco niveles de concentracion™.

La linealidad de la respuesta instrumental se puede determinar o inferir a través del
coeficiente de regresidon de la curva de calibracion del analito, construida al representar
graficamente el area bajo la curva del analito (ABC) en el cromatograma en funcion de la
cantidad de estandar agregado, estando esta cantidad dentro del intervalo de trabajo.
Estadisticamente, dicha curva de calibracion debera contener el valor (0,0) y presentar un
coeficiente de correlacion (r) > 0,99 (6 p < 0,05)"°.

Se define como intervalo al rango de concentraciones dentro del cual puede ser
determinado el analito con precision, exactitud y linealidad. Los rangos de trabajo que se
sugieren deben ser validados y dependen de la aplicacién del método a validar. Para
valoraciones de ingrediente farmacéutico activo o producto terminado, entre 80% y 120% de
la respuesta objetivo (nivel del 100%). Para uniformidad de contenido, entre 70% y 130%
pudiendo ampliarse segun la naturaleza de la forma de dosificacion. Para la prueba de
disolucion, + 20% de los extremos del intervalo especificado, y para la determinacion de una

impureza, desde el nivel de referencia de la impureza, hasta el 120% de la especificacion.
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La linealidad debe establecerse a lo largo del intervalo del método analitico. Se debe
establecer por medio de un método estadistico apropiado (como, por ejemplo, calculo de
regresion por cuadrados minimos). Deben informarse el coeficiente de correlacién, la
ordenada al origen y la pendiente de la recta de regresién (Ecuacién A-6)

También es relevante asegurar la distribucién al azar de los residuos.
Evaluacion estadistica

a- Calculo de la recta de regresion

y=a+bxx (Ecuacion A-6)

Donde:

x: Concentracién o cantidad de analito (variable independiente)

y: Respuesta (variable dependiente)

b: Valor de la pendiente (indica la sensibilidad del método)

a: Ordenada al origen (término independiente o intercepto). Para demostrar que la recta
pasa por el origen y que cualquier desviacion se debe a un error aleatorio.

Férmula para hallar “a”

Xy—b xx
a:

n

Férmula para hallar “b”

me-zﬁgy

a2 B

n

n= Numero de muestras
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b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal
Realizar la interpretacion estadistica de la regresion lineal, a través del calculo de:
- Calculo del coeficiente de correlacion (r)
- Limite de confianza del intercepto a.
- Limite de confianza de la pendiente b.
- Coeficiente de variacioén de los factores respuesta.
Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)
Se determina para evaluar el ajuste al modelo lineal propuesto: y= bx + a, y refleja el grado
de relacion entre las concentraciones (x) y su respuesta (y)

Férmula para hallar “r

S xy — anZy

r =

2 2
Ex? - Ey ()2 - 2N,

El valor de:

r= 1 indica una recta perfectamente lineal

r= -1 indica una recta perfectamente lineal negativa

r= 0 indica que no hay correlacion entre x e y.

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)

Indica el grado de ajuste de la ecuacion. Sin embargo, el mejor indicativo del modelo lineal
no es “r’, sino un test estadistico.

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r”

En este caso se calcula el valor de tregresion (test de regresion) con n-2 grados de libertad y un
intervalo de confianza de 95% (a= 0,05) y se compara con el valor de tiabuiado (test tabulado)

para el nivel de confianza requerido.

o= probabilidad de cometer error (p)
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1-a= grado de confianza

Formula para hallar tregresion

L _Inym=2)
regresit on W)

Hipotesis nula (HO): es la no correlacion entre x e y (r= 0)

Hipotesis alternativa (H1): “r” NO debe ser significativamente diferente de uno (r '# 0)
Criterio de aceptacion: Si el valor observado de tregresion €S mayor a tunia, la hipdtesis nula se

rechaza, existiendo una correlacién lineal significativa, por lo tanto, r es cercano a 1.

Limite de confianza del intercepto “a”

Este valor se calcula en funcion de su varianza (S;?)

“an,

Férmula para hallar la Varianza del intercepto “a”:

2
X
= St _Z

SZ
@ n

Férmula para hallar la desviacion estandar del intercepto “a

S, = |S?

A

Férmula para hallar los limites de confianza del intercepto

a=a i ttabla Sa

Determinacion del test estadistico del intercepto “a”
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Férmula para hallar el valor de t experimental
|al
lexp =
S
a
Criterio de aceptacion
Si texperimental €5 MeNOr que twbia, S€QUN las condiciones mencionadas, existe una correlacion

lineal significativa.

Limite de confianza de la pendiente “b”

Este valor se calcula en funcion de su Varianza (Sy?)

Hipotesis nula (HO): b=0

Criterio de aceptacion: “b” debe ser significativamente diferente de cero

Férmula para hallar la varianza de la pendiente “b”: (Sv?)

SZ
IR O

Férmula para hallar la varianza del error experimental total (determinacion de la varianza de

X sobre y)

zZyz—aZy—bey
n—2

2
Formula para hallar la desviacion estandar de la pendiente “b” (Sp)

Sy = |S?

A
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Se relativa (%) = 10

Formula para hallar los limites de confianza de la pendiente

b= b * tiabia X Sb

tiabia= €s el valor en la tabla de la distribucién de student con las siguientes condiciones:

- n-2 grados de libertad

- probabilidad de cometer error (p) de 0,05, es decir, un grado de confianza del 95%.
Determinacioén del test estadistico de la pendiente “b”

Foérmula para hallar el valor de texperimental

. |b|
exp _S_
b

Criterio de aceptacion:

Si texperimentat €S Mayor que twnia, existe una correlacion lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula

Calculo del coeficiente de variacion (CV) o desvio estandar relativo (DER) de los factores de
respuesta (f):

Criterio de aceptacion:

CV <5%

Férmula para hallar “f”’

f=y/x

A.3.7 Robustez
Es una medida de su capacidad de no verse afectado por variaciones pequenas,
pero deliberadas, en los parametros del método y proporciona una indicacién de su

confiabilidad.
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Inicialmente, las pruebas de robustez se realizaban para determinar la importancia
de ciertos factores que podian afectar los resultados del método cuando éste era aplicado
en diferentes laboratorios. Por lo tanto, estas pruebas eran realizadas al final de la
validacién del método, justo antes de los estudios inter-laboratorios’®.

Sin embargo, si el método demostraba falta de robustez, debia ser adaptado o re-

desarrollado y re-validado, con el consiguiente gasto extra de tiempo y dinero.
Actualmente, es preferible determinar la robustez de un método en etapas tempranas de su
desarrollo, durante la optimizacion o al inicio de su validacion'. Este enfoque tiene mucho
sentido practico, ya que una vez identificados los parametros que afectan al método, éstos
pueden ser manipulados convenientemente a los fines de lograr mejor selectividad o una
mas afinada optimizacion.

Esta informacion permite establecer los limites de aptitud del sistema'. Las guias
ICH afirman que una de las finalidades de evaluar la robustez es establecer una serie de
parametros (por ejemplo, la resolucion) de aptitud del sistema que permiten garantizar la
validez del procedimiento analitico durante su uso. Estas guias no requieren la realizacion
de pruebas de robustez como parte de la validacion analitica, a diferencia de la FDA que

demanda su realizacién para el registro de medicamentos en los Estados Unidos™®.

A.3.8 Rugosidad, aspereza o resistencia

El término rugosidad fue introducido y popularizado por Youden y Steiner®,
actualmente la USP distingue robustez de rugosidad y tal como se encuentra definida se
asemeja fuertemente a la reproducibilidad, mientras que ICH las considera sinénimos. La
USP define esta propiedad como el grado de reproducibilidad de los resultados de la prueba
obtenidos por el analisis de una misma muestra bajo una variedad de condiciones normales
de la prueba, en diferentes laboratorios y con diferentes analistas, instrumentos, lotes de
reactivos, temperaturas, dias, tiempos de duracion del ensayo, etc?'. Esta propiedad puede

ser convenientemente evaluada empleando estrategias de disefio experimental??.
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A.3.9 Aptitud del sistema

La condicién de aptitud del sistema puede determinarse mediante inyecciones replicadas de
soluciones de trabajo, midiendo el area bajo las curvas de los analitos, la resolucion y
parametros de asimetria de pico para cada analito, entre otros.

El valor de DER de las respuestas instrumentales también es uno de los indicadores de la
aptitud del sistema. Usualmente, para usos farmacéuticos la DER del area de los picos debe
ser menor de 2,0%, el factor de coleo, menor de 2,0 y la resoluciéon entre picos adyacentes

deberia superar el valor de 2,0.

A.3.10 Resultados de la validacién de los métodos cromatograficos empleados en la

cuantificacion de cada uno de los ingredientes activos empleados

Soluciones madre, diluciones y soluciones de trabajo

En esta seccidn se describe la preparacién de las soluciones madre de los
ingredientes activos y los diferentes grupos de soluciones de trabajo para fines de
validacion, cuyas concentraciones se indican en los apartados correspondientes.

Ademas, se describe la preparacion de las soluciones de ensayo a partir de las
formulaciones desarrolladas, para ser analizadas por el método validado para la
determinacion del contenido de sus ingredientes farmacéuticos activos.

Todas las soluciones se conservaron a 4°C y se llevaron a temperatura ambiente en
el momento de su uso. En todo momento, las soluciones fueron protegidas de la luz a lo
largo de los experimentos.

Soluciones de las muestras

Para cada una de las formulaciones liquidas desarrolladas, se realizaron diluciones
de acuerdo con la concentracion final del ingrediente activo, empleando fase movil y
agitacién mecanica por 10 minutos. Se determiné la densidad de la formulacién y las

diluciones finales fueron realizadas por peso.
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A.3.10.1 Gotas de Atenolol
Soluciones para CLAE
Soluciones madre

La solucion madre de ATN fue preparada en un matraz aforado de 50,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (66 mg) de ATN en metanol, siendo la
concentracion final 1,32 mg mL™".
Soluciones de trabajo

Las soluciones de trabajo fueron preparadas inmediatamente antes de su uso, en
matraces aforados de 10,00 mL, mediante diluciones apropiadas de la solucion madre en
fase movil. Un total de seis soluciones fueron preparadas con las siguientes

concentraciones: 0,066; 0,0792; 0,0924; 0,1056; 0,1188 y 0,132 mg mL".

Condiciones cromatograficas.
Determinacién de Atenolol

El contenido de atenolol fue determinado empleando una columna SiliaChrom C18
(150 x 4,6 mm, 5 uym). La fase movil consistié en una mezcla de buffer citrato (10 mM, pH 4):
metanol (70:30) con un flujo de 0,5 mL min~" y un volumen de inyeccion de 20 uL. La

longitud de onda de deteccién fue 226 nm?3.

Validacion del método cromatografico.
Linealidad y rango (intervalo de concentraciones de trabajo)

La linealidad del método propuesto fue evaluada analizando soluciones de trabajo a
seis concentraciones. Teniendo en cuenta el propésito de la cuantificacion, el rango lineal
fue 0,066-0,132 mg mL™". Este rango equivale al intervalo del 70 al 130% de la respuesta

objetivo para el contenido promedio de los analitos en las formulaciones desarrolladas.
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La Tabla A.2 resume los datos obtenidos de las areas bajo la curva para cada de las
concentraciones evaluadas, por triplicado. Ademas, se presentan los célculos de x*y, x?, y? y

f(x/y), necesarios para realizar la evaluacién estadistica de la linealidad.

a-

Calculo de la recta de regresion

Tabla A.2 Atenolol. Resultados de la linealidad del método CLAE

ATN Area x*y x2 y2 f(y/x)

(mg mL") (mUA)
0,066 6591606 435045,99 0,004356 4,34493E+13  99872818,18
0,066 6497462 428832,49 0,004356 4,2217E+13 98446393,94
0,066 6501682 429111,01 0,004356 4,22719E+13  98510333,33
0,0792 7500015 594001,18 0,00627264  5,62502E+13  94697159,09
0,0792 7580505 600375,99 0,00627264 5,74641E+13  95713446,97
0,0792 7680800 608319,36 0,00627264  5,89947E+13  96979797,98
0,0924 8978241 829589,46 0,00853776  8,06088E+13 97167110,39
0,0924 8965247 828388,82 0,00853776  8,03757E+13  97026482,68
0,0924 8947459 826745,21 0,00853776  8,0057E+13 96833971,86
0,1056 11041525  1165985,04 0,01115136  1,21915E+14  104559895,8
0,1056 11043520 1166195,71 0,01115136  1,21959E+14  104578787,9
0,1056 11054947 1167402,40 0,01115136  1,22212E+14 104686998,1
0,1188 12213028 1450907,72 0,01411344  1,49158E+14 102803266
0,1188 12224526 1452273,68 0,01411344  1,49439E+14  102900050,5
0,1188 12218778 1451590,82 0,01411344  1,49299E+14 102851666,7
0,132 13101723 1729427 ,43 0,017424 1,71655E+14  99255477,27
0,132 13119417 1731763,04 0,017424 1,72119E+14  99389522,73
0,132 13062948 1724309,13 0,017424 1,70641E+14  98961727,27

Sumatoria 1,782 178323429 18620264,56 0,1855656 1,87009E+15 1795234907

Promedio 99735272,59

Desviacion 3217837,30

estandar

Coeficiente 3,22

de o

variacion
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De los datos obtenidos de la Tabla A.2, se obtienen los siguientes valores:

a= - 550340,762

b= 105628262

Ecuacion de la recta: y= 105628262 x - 550340,762

La Figura A.1 Representa la curva de calibracién de Atenolol.

1x107
1x107 |
1x107 |
_Ix107 |
-
€ 1x107 -
s I
9x10° |
<< [
8x10° |
7x10°

6x10° |

0,06

Figura A.1 Curva de calibracion de Atenolol por CLAE

b- Interpretacién estadistica de la regresion lineal

Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)

Resultado: 0,9932

0,07

0,08

0,09

0,10

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)

Resultado: 0,9864

Interpretacion: El 98,64% de las variaciones se deben a la influencia de la variable “x

(concentracion inyectada).

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r’
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Resultados:
ttabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05

tregresic’)n: 47;72

Como tregresion > ttabla, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0).

Limite de confianza del intercepto “a”

Resultado

tiabla= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05
Intervalo de confianza del intercepto “a”
a=-550340,7619 + 2,12 x 313802,276
a=-1215571,87 hasta 114890,3458

[T ]

El intervalo de confianza del intercepto “a” incluye el cero.
Determinacion del test estadistico del intercepto “a”
Resultado:

ttabia= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05

t experimental = 1,75

Limite de confianza de la pendiente “b”

Resultado

ttabla = 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05
Intervalo de confianza de la pendiente “b”

b= 105628261,9 + 2,12 x 3090605,738

b =99076470,42 hasta 112180053,4

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”
Resultado:

taba= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05
texperimental = 34,17

texperimental > ttabla = b#0
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Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
Resultados:
Promedio de “f"; 99735272,59
Desviacion estandar de “f”: 3217837,301
Coeficiente de variacion (CV): 3,22 %
Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion cumplen con los
criterios de aceptaciéon correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo

de concentraciones estudiado.

Precision

La repetibilidad fue evaluada mediante el analisis estadistico de las desviaciones estandares
relativas para nueve inyecciones de una solucién conteniendo tres niveles diferentes de
concentraciéon del analito. Las concentraciones estudiadas fueron equivalentes a 90, 100 y
110% del valor nominal y las desviaciones estandares relativas fueron 1,2, 0,2 y 0,1% para
cada nivel, respectivamente.

La precision intermedia se determiné analizando nueve muestras independientes de
estandares conteniendo el analito a tres niveles, 90, 100 y 110 %, por tres analistas
diferentes durante tres dias. Una prueba ANOVA aplicada a los resultados obtenidos, revel6
que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas (Tabla A.3). En todos los casos, las desviaciones estandares relativas
fueron menores al 2%, confirmando la precision del método.

Los valores del cociente F observados, inferiores a los valores criticos, confirmaron la
precision intermedia del método.

La Tabla A.3 resume los datos de validacion del método analitico para rango,

linealidad, precision y especificidad.
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Tabla A.3 Atenolol. Resumen de los datos de validacién del método cromatografico.

, Atenolol
Parametros

Especificaciones Resultado
Rango lineal (mg L") 66,0-132,0
Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SD, (x 108) 1,05+ 0,03
a +xSD, (x 10°) -5,5+ 3,1
Coeficiente de correlacion (r) Minimo 0,99 0,9932
Coeficiente de determinacion (r?) Minimo 0,98 0,9864
Test estadistico para el “r’ trabla = 2,12 tregresion=
p= 0,05y n-2 grados de libertad tregresion >> ttabla 47,72
Coeficiente de variacion (%) Maximo 5% 3,22%
Prueba de linealidad de la pendiente p=0,05 y n-2 ttabla= 2,12 texp= 34,17
grados de libertad to >t

exp tabla
Prueba de proporcionalidad del intercepto p=0,05 y n-2 trabla= 2,12 texp= 1,75
grados de libertad
texp < ttabla

Precision
Repetibilidad (Rec., % + DER)
Nivel bajo (90%) 1024 +1,2
Nivel medio (100%) 100,8 £ 0,2
Nivel alto (110%) 100,9 + 0,1
Precision intermedia (Rec., % + DER)
Nivel bajo (90%) 1004+ 0,4
Nivel medio (100%) 100,5+ 0,4
Nivel alto (110%) 100,1+ 0,4
Recuperacion global (% + DER) 1004 + 0,4
ANOVA- Fentre dias Fo,05;2,17y=3,124 F=1,539
ANOVA- Fentre analistas F.95: 2;17)=3,124 F=3,118
Especificidad (Pureza de pico) > 0,95 0,9997
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Exactitud

La exactitud se evaludé midiendo la recuperacion del analito por el método de adicion

de estandar.Cantidades conocidas del analito fueron agregadas a una muestra de gotas pre-

analizada con el método CLAE, conteniendo el equivalente al 80% de lo declarado,

a fin de

obtener muestras fortificadas con concentraciones correspondientes al 90, 100 y 110%.

Cada una de las muestras fueron inyectadas tres veces. Los resultados de exactitud,

expresados como porcentaje de analito recuperado en el ensayo y el correspondiente sesgo

se muestran en la Tabla A.4, donde el sesgo se calculd como la diferencia entre el
porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor teérico (100%).
Tabla A.4 Atenolol. Resultados de la determinacién de la exactitud del método
Concentraciéon (mg mL™") RSD (%) Recuperacion analito Sesgo
Inicial Agregado Total Encontrado n=3 (%) (%)
0,085 0,00 0,085 0,0849 0,26 99,99 -0,01
0,085 0,0093 0,0943 0,0937 0,40 99,37 -0,63
0,085 0,0193 0,1043 0,1046 0,17 100,36 +0,36
0,085 0,0288 0,1138 0,1145 0,44 100,69 +0,69

Evaluacion estadistica

La Tabla A.5 resume los datos para el analisis estadistico de la exactitud del método.

Tabla A.5 Atenolol. Analisis estadistico de la exactitud del método

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacién promedio (R) (90-110%) 100,14
Desviacion estandar (S) 0,69
Desvio estandar relativo 0,68

(Maximo 5,0%)

Calculo de “t” de Student
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Criterio de aceptacion:

Si texp €S Menor que twbia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media vy el
100% vy la exactitud es apropiada.

Resultado:

ttabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05

texp = '1 ,85

Aptitud del sistema

La demostracion de aptitud del sistema fue realizada de acuerdo con las indicaciones
de la USP 38 para confirmar que el equipo era adecuado para efectuar los analisis. La
prueba se llevoé a cabo inyectando cinco replicados de una solucion estandar conteniendo
0,1056 mg mL"" de ATN.

El correspondiente valor de DER fue menor al 2%, resultado satisfactorio de acuerdo
con los requerimientos oficiales. El nimero de platos tedéricos de la columna y el factor de
coleo también fueron determinados, y sus correspondientes valores se listan en la Tabla A.6

Tabla A.6 Atenolol. Resultados de la aptitud del sistema

Analito  Factor de coleo () Platos tedricos (N) DER (%)

ATN 1,25 1460 0,15

aCinco replicados

Selectividad

La selectividad del método fue establecida determinando la pureza de pico usando
un detector con arreglo de diodos bajo las condiciones cromatograficas citadas.
Se encontrdé un valor de pureza de pico superior a 0,9997, evidenciando la aptitud del

método para determinar inequivocamente el analito de interés, es decir sin interferencias.
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Ademas, se inyectaron soluciones de la matriz de la formulacién y un estandar de Atenolol.
No se observo la presencia de productos de degradacién y los tiempos de retencidén para

atenolol en la formulacion y la solucion estandar fueron coincidentes.

A.3.10.2 Gotas de Citrato de Sildenafil
Soluciones para CLAE
Soluciones madre

La solucion madre de Citrato de Sildenafil (SIL) fue preparada en un matraz aforado
de 25,00 mL disolviendo una cantidad exactamente pesada (32,6 mg) de SIL en acetonitrilo,
siendo la concentracion final 1,304 mg mL™".
Soluciones de trabajo

Las soluciones de trabajo fueron preparadas inmediatamente antes de su uso, en
matraces aforados de 10,00 mL, mediante diluciones apropiadas de la solucion madre en

fase movil. El rango de trabajo fue 0,065-0,13 mg mL".

Condiciones cromatograficas.
Determinacién de Citrato de Sildenafil

Cada una de las muestras fue analizada a 240 nm para determinar el contenido de
citrato de sildenafil. Se empled una columna SiliaChrom C18 (250 x 4,6 mm, 5 ym), la fase
movil consistid en una mezcla de buffer acetato de amonio (50 mM, pH 7): acetonitrilo

(50:50) con un flujo de 1 mL min~" y un volumen de inyeccion de 20 uL?.

Validacion del método cromatografico
Linealidad y rango (intervalo de concentraciones de trabajo)

Teniendo en cuenta el propdsito de la cuantificacion, el rango lineal fue 0,065-0,13
mg mL™1. Este rango equivale al intervalo del 70 al 130% de la respuesta objetivo para el

contenido promedio de los analitos en las formulaciones desarrolladas.
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La Tabla A.6 resume los datos obtenidos de las areas bajo la curva para cada de las
concentraciones evaluadas, por triplicado. Ademas, se presentan los calculos de x*y, x2, y2
y f(x/y), necesarios para realizar la evaluacién estadistica de la linealidad.

a- Calculo de la recta de regresion

La Tabla A.7 resume los resultados de la validacion del método HPLC empleado en la

cuantificacion de sildenafil en cada una de las formulaciones.

Tabla A.7 Citrato de sildenafil. Resultados de la linealidad del método

SIL Area x*y x2 y2 f(y/x)
(mg mL"") (mUA)
0,065 4997854 324860,51 0,004225 2,49785E+13 76890061,54
0,065 4987097 324161,30 0,004225 2,48711E+13 76724569,23
0,065 4991160 324425,40 0,004225 2,49117E+13 76787076,92
0,0715 5466370 390845,45 0,00511225  2,98812E+13 76452727,27
0,0715 5483877 392097,20 0,00511225  3,00729E+13 76697580,42
0,0715 5517445 394497,31 0,00511225  3,04422E+13 77167062,94
0,0845 6624518 559771,77 0,00714025  4,38842E+13 78396662,72
0,0845 6647089 561679,02 0,00714025  4,41838E+13 78663775,15
0,0845 6597517 557490,18 0,00714025  4,35272E+13 78077124,26
0,1014 7988598 810043,83 0,01028196  6,38177E+13 78783017,75
0,1014 8031867 814431,31 0,01028196  6,45109E+13 79209733,73
0,1014 8051341 816405,97 0,01028196  6,48241E+13 79401785,01
0,1157 9025273 1044224,08 0,01338649  8,14556E+13 78005816,77
0,1157 9040085 1045937,83 0,01338649  8,17231E+13 78133837,51
0,1157 9029107 1044667,68 0,01338649  8,15248E+13 78038954,19
0,13 9989962 1298695,06 0,0169 9,97993E+13 76845861,54
0,13 9957197 1294435,61 0,0169 9,91458E+13 76593823,08
0,13 9908565 1288113,45 0,0169 9,81797E+13 76219730,77
Sumatoria 1,7043 132334922  13286783,02  0,17113785  1,03173E+15 1397089201
Promedio 77616066,71
Desviacion 1017620,33
estandar
Coefiqient‘e de 1,31
variacion
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De los datos obtenidos de la Tabla A.7, se obtienen los siguientes valores:
a= 16206,12

b= 77476507,53

Ecuacion de la recta: y= 77476507,53 x 16206,12

La Figura A.2 Representa la curva de calibracion de Sildenafil.

1x107 |-
9x10°
< 8x10° -
E
@®
L 7x10°8 |-
<C
6x10° -
5x10° |
| L | L | L | L | L | L | L | L
0,06 007 008 009 010 011 042 0,13 0,14
Concentracion Sildenafil (mg/mL)
Figura A.2 Curva de calibracién de Sildenafil por CLAE
b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal

Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)
Resultado: 0,9985

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)
Resultado: 0,9970

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r’
Resultados:

tiabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05
tregresion: 72,95

Como tregresion > ttabla, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0)
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Limite de confianza del intercepto “a”
Resultado
tiabla= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05
Intervalo de confianza del intercepto “a”
a= 16206,12286+ 2,12 x 103368,4314
=-202925,1627hasta 235337,4084
Determinacion del test estadistico del intercepto “a”
Criterio de aceptacion
Si texperimental €5 Menor que twbia, S€gUN las condiciones mencionadas, existe una correlaciéon
lineal significativa.
Resultado:
taba= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05
t experimental = 0,15
Limite de confianza de la pendiente “b”
Resultado
ttabla = 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05
Intervalo de confianza de la pendiente “b”
b= 77476507,53 + 2,12 x 1060110,516
b =75229173,63 hasta 79723841,43
Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”
Criterio de aceptacion:
Si texperimental es mayor que ttabla, existe una correlacién lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula
taba= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05

texperimental = 73,08
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Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):

Resultados:
Promedio de “f": 77616066,71
Desviacion estandar de “f”: 1017620,332

Coeficiente de variacion (CV): 1,31 %

La Tabla A.8 muestra los resultados de los parametros calculados para evaluar la

calidad de la regresion, los cuales cumplen con los criterios de aceptacion correspondientes,

lo que indica que el método es lineal en el intervalo de concentraciones estudiado.

Tabla A.8 Citrato de sildenafil. Resultados de la linealidad del método

Citrato de sildenafil

Parametros

Especificaciones Resultado
Rango lineal (mg L) 65,0-130,0
Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SDs (x 107) 7,75+ 0,1
a +SD, (x 10%) 1,62+ 1,1
Coeficiente de correlacion (r) Minimo 0,99 0,9985
Coeficiente de determinacion (r?) Minimo 0,98 0,9970
Test estadistico para el “r’ ttabla = 2,12 tregresion= 72,95

p= 0,05 y n-2 grados de libertad

Coeficiente de variacion (%)

Prueba de linealidad de la pendiente p=0,05 y
n-2 grados de libertad

Prueba de proporcionalidad del intercepto

p=0,05 y n-2 grados de libertad

tregresion >> ttabla
Maximo 5%
tabla= 2,12
texp > ttabla

tiabla= 2,12

texp < ttabla

1,31%

texp= 73,08

texp= 0,5
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Precision

La precision fue determinada a dos niveles, repetibilidad y la precision entre dias
(precision intermedia).

La repetibilidad fue evaluada mediante el analisis estadistico de las desviaciones
estandares relativas para nueve inyecciones de una solucion conteniendo tres niveles
diferentes de concentracion del analito. Las concentraciones estudiadas fueron equivalentes
a 70, 100 y 130% del valor nominal y las desviaciones estandares relativas fueron 0,4, 0,1y
0,3% para cada nivel, respectivamente.

La precision intermedia se determind analizando tres muestras independientes de
estandares conteniendo el analito al 100%, durante tres dias. Una prueba t aplicado a los
resultados obtenidos, reveld que no existen diferencias significativas entre los resultados
obtenidos entre los distintos dias (Tabla A.13). En todos los casos, las desviaciones
estandares relativas fueron menores al 2%, confirmando la precision del método. Los
valores del cociente t observado, inferior al valor critico, confirma la precisién intermedia del
método.

Exactitud

La exactitud se evalué midiendo la recuperacion del analito por el método de adicion
de estandar sobre las dos matrices optimizadas (matriz 1 y matriz 2, 5 y 20% v/v de
glicerina, respectivamente) y en la formulacién que contiene 2 mg mL™". La determinacion de
recuperaciones esencialmente cuantitativas en el rango estudiado, con un bajo valor de
DER y minimo sesgo son indicativas de exactitud. Por ello, cantidades conocidas del analito
fueron agregadas a una muestra de gotas pre-analizada con el método CLAE, conteniendo
el equivalente al 80% de lo declarado, a fin de obtener muestras fortificadas con
concentraciones correspondientes al 90, 100 y 110%. Cada una de las muestras fueron
inyectadas tres veces. Los resultados de exactitud, expresados como porcentaje de analito
recuperado en el ensayo y el correspondiente sesgo para la exactitud determinada en la
matriz 1 y en la matriz 2, se muestran en las Tablas A.9 y A.10, donde el sesgo se calculé
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como la diferencia entre el porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor teérico

(100%).

Tabla A.9 Citrato de sildenafil. Resultados de la determinacién de la exactitud del método
con matriz 1

Concentracion (mg mL™) RSD (%) Recuperacion de Sesgo

Inicial Agregado Total Encontrado n=3 analito (%) (%)
0,08 0,00 0,08 0,079 0,35 99,88 -0,12
0,08 0,0102  0,0904 0,0902 0,45 99,85 -0,15
0,08 0,0193  0,0996 0,0992 0,37 99,58 -0,42
0,08 0,0326  0,1126 0,1132 0,24 101,16 +1,16

Tabla A.10 Citrato de sildenafil. Resultados de la determinacion de la exactitud del método
con matriz 2

Concentraciéon (mg mL™") RSD (%) Recuperacion de Sesgo
Inicial Agregado Total Encontrado n=3 analito (%) (%)
0,083 0,00 0,083 0,0839 0,38 101,08 +1,08
0,083 0,0104  0,0934 0,0925 0,35 99,03 -0,97
0,083 0,0185 0,1015 0,1022 0,47 100,69 +0,69
0,083 0,0318  0,1148 0,1154 0,29 100,86 +0,26

Evaluacion estadistica
Las Tablas A.11 y A.12 muestran los resultados de los parametros estadisticos para evaluar

la exactitud del método en las dos matrices desarrolladas.
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Tabla A.11 Citrato de sildenafil. Analisis estadistico de la exactitud del método. Matriz 1

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,19
Desviacion estandar (S) 0,84
Desvio estandar relativo (DER) 0,84

(Maximo 5,0%)

Célculo de “t” de Student

Criterio de aceptacion:

Si texp €S Mmenor que twbia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el
100% vy la exactitud es apropiada.

Resultado:

tabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05

toxp = 2,03

Tabla A.12 Citrato de sildenafil. Analisis estadistico de la exactitud del método. Matriz 2

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,19
Desviacién estandar (S) 1,01
Desvio estandar relativo (DER) 1,00

(Maximo 5,0%)

Resultado:
tiabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05
texp = 1,71

La Tabla A.13 resume los resultados de la exactitud, precision y especificidad del método.
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Tabla A.13 Citrato de sildenafil. Resultados de la exactitud, precision y especificidad del

método

Parametros

Citrato de Sildenafil

Precision
Repetibilidad [Rec., %+ RSD]?
Nivel bajo (70%)
Nivel medio (100%)
Nivel alto (130%)
Precision Intermedia®
fcal

forit

Exactitud (Bias,%)
Matriz 1

Nivel bajo (90%)
Nivel medio (100%)
Nivel alto (110%)
Matriz 2

Nivel bajo (90%)
Nivel medio (100%)
Nivel alto (110%)

Especificidad (Pureza de pico)

101,4+0,4
99,7+ 0,1

100,0 + 0,3

2,083

2,776

+1,43
+0,61

+1,06

-0,97
+0,69
+0,26

0,9997

aNueve replicados de solucion estandar a tres niveles
b Inyecciones por triplicado, dos dias al nivel del 100%

Aptitud del sistema

La demostracién de aptitud del sistema fue realizada de acuerdo con las indicaciones

de la USP 38 para confirmar que el equipo era adecuado para efectuar los andlisis. La
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prueba se llevé a cabo inyectando cinco replicados de una solucién estandar conteniendo
0,1014 mg mL"" de SIL.

El correspondiente valor de DER fue menor al 2%, resultado satisfactorio de acuerdo
con los requerimientos oficiales. El nimero de platos tedéricos de la columna y el factor de
coleo también fueron determinados, y sus correspondientes valores se listan en la Tabla
A.14

Tabla A.14 Citrato de sildenafil. Resultados de la aptitud del sistema

Analito Factor de coleo (t) Platos teéricos (N) DER (%)?

SIL 1,26 10980 0,28

a Cinco replicados

Selectividad

La selectividad del método fue establecida determinando la pureza de pico usando
un detector con arreglo de diodos bajo las condiciones cromatograficas citadas.

Se encontré un valor de pureza de pico superior a 0,9997, evidenciando la aptitud del
método para determinar inequivocamente el analito de interés, es decir sin interferencias.
Ademas, se inyectaron soluciones de la matriz de la formulacion y un estandar de Sildenafil.
No se observo la presencia de productos de degradacién y los tiempos de retencién para

Sildenafil en la formulacién y la solucion estandar fueron coincidentes.

A.3.10.3 Gotas de Hidroclorotiazida
Soluciones para CLAE
Solucién madre
La solucion madre de HCT fue preparada en un matraz aforado de 50,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (67,7 mg) de HCT en fase movil (ver

condiciones cromatograficas), siendo la concentracion final 1,354 mg mL™".
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Soluciones de trabajo
Las soluciones de trabajo fueron preparadas inmediatamente antes de su uso, en
matraces aforados de 10,00 mL, mediante diluciones apropiadas de la solucion madre en

fase movil. El rango de trabajo fue 0,0677-0,1354 mg mL".

Condiciones cromatograficas
Determinacién de Hidroclorotiazida

Los analisis de cada una de las muestras se llevaron a cabo empleando una columna
SiliaChrom XDB1 C18 (250 x 4,6 mm d.i.,, 5 ym tamano de particula), termostatizada a 30°C
con una fase movil conteniendo 30 % de acetonitrilo y 70 % de una solucion buffer de
fosfatos (50 mM, pH 2,5), a una velocidad de flujo de 1,0 mL min-1, con deteccién UV a 225

nm2s.

Validacion del método cromatografico

Para determinar el rango y la linealidad, se prepararon estandares de calibracion que
contenian 67,7, 81,24, 94,78, 108,32, 121,86 y 135,4 mg L' de HCT vy fueron inyectadas por
triplicado. Este rango equivale al intervalo del 70 al 130% de la respuesta objetivo para el
contenido promedio del analito en las formulaciones desarrolladas.
Evaluacién estadistica
a- Calculo de la recta de regresion

La Tabla A.15 resume los datos obtenidos de las areas bajo la curva para cada de
las concentraciones evaluadas, por triplicado. Ademas, se presentan los calculos de x*y, x2,

y2 y f(x/y), necesarios para realizar la evaluacion estadistica de la linealidad.

39



Anexo

Tabla A.15 Hidroclorotiazida. Resultados de la linealidad del método

HCT Area (mUA) x*y x2 y?2 f(y/x)
(mg mL™")
0,0677 12546115 849371,98 0,00458329 1,57405E+14  185319276,2
0,0677 12328371 834630,71 0,00458329 1,51989E+14 182102969
0,0677 12303882 832972,81 0,00458329 1,51386E+14  181741240,8
0,08124 16653019 1352891,26 0,006599938 2,77323E+14 204985462,8
0,08124 16625176 1350629,29 0,006599938 2,76396E+14  204642737,6
0,08124 16597238 1348359,61 0,006599938 2,75468E+14  204298842,9
0,09478 19520352 1850138,96 0,008983248 3,81044E+14 205954336,4
0,09478 19389868 1837771,68 0,008983248 3,75967E+14 204577632,4
0,09478 19534901 1851517,91 0,008983248 3,81612E+14 206107839,2
0,10832 22056522 2389162,46 0,011733222 4,8649E+14 203623726
0,10832 22083361 2392069,66 0,011733222 4,87675E+14 203871501,1
0,10832 22086506 2392410,33 0,011733222 4,87814E+14 203900535,5
0,12186 24528913 2989093,33 0,01484986 6,01668E+14 201287649,8
0,12186 24611372 2999141,79 0,01484986 6,0572E+14 2019643197
0,12186 24508896 2986654,06 0,01484986 6,00686E+14 201123387,5
0,1354 26999973 3655796,34 0,01833316 7,28999E+14  199408958,6
0,1354 27119646 3672000,06 0,01833316 7,35475E+14  200292806,5
0,1354 27152660 3676470,16 0,01833316 7,37267E+14  200536632,2
Sumatoria 1,8279 366646771 39261082,49 0,195248154 7,90038E+15 3595739854
Promedio 199763325,2
Desviacion 7961826,39
estandar
Cogfiqignte de 3,98
variacion

De los datos obtenidos de la Tabla A.15, se obtienen los siguientes valores:

=-1028739,73

b=210713981,1

Ecuacion de la recta: y= 210713981,1 x - -1028739,73
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La Figura A.3 Representa la curva de calibracion de Hidroclorotiazida.
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Figura A.3 Curva de calibracion de Hidroclorotiazida por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresién lineal
Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)
Resultado: 0,9945

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)
Resultado: 0,9891

Test estadistico para el coeficiente de correlacién “r”
Resultados:

tiabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05
tregresion: 38,10

Como tregresion > tiavla, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0)

41



Anexo

Limite de confianza del intercepto “a”

Formula para hallar los limites de confianza del intercepto
a= a * tapla X Sa

Resultado

tiabla= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05
Intervalo de confianza del intercepto “a”

a-1028739,73+ 2,12 x 575877,1612

a= -2249544,776 hasta 192065,3155

Determinacién del test estadistico del intercepto “a”
Criterio de aceptacion

Si texperimental €5 Menor que twbia, S€gUN las condiciones mencionadas, existe una correlaciéon
lineal significativa.

Resultado:

tabla= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05

t experimental = 1,78

Limite de confianza de la pendiente “b”

Férmula para hallar los limites de confianza de la pendiente
b= b * ttabla x Sb

ttabla = 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05
Intervalo de confianza de la pendiente “b”
b=210713981,1+ 2,12 x 5529331,646

b = 198992321,7 hasta 222435640,6

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”
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Criterio de aceptacion:

Si texperimental es mayor que twnia, existe una correlacion lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula

taba= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05

texperimental = 38,10

Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):

Resultados:

Promedio de “f": 199763325,2

Desviacion estandar de “f’: 7961826,396

Coeficiente de variacion (CV): 3,98 %

Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresién cumplen con los
criterios de aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo
de concentraciones estudiado.

La repetibilidad fue evaluada mediante el analisis estadistico de las desviaciones
estandares relativas para seis inyecciones de una solucién conteniendo 94,78 mg L™ del
IFA.

La precision intermedia se determiné analizando nueve muestras independientes de
estandares conteniendo el analito a tres niveles, 90, 100 y 110 %, por tres analistas
diferentes durante tres dias. Una prueba ANOVA aplicada a los resultados obtenidos, revelo
que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas. En todos los casos, las desviaciones estandares relativas fueron menores
al 2%, confirmando la precision del método.

Los valores del cociente F observados, inferiores a los valores criticos, confirmaron la
precision intermedia del método. La Tabla A.16 resume los datos de validacién del método

cromatografico.
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Tabla A.16 Hidroclorotiazida Resumen de los datos de validacion del método cromatografico

Hidroclorotiazida

Parametros

Especificaciones Resultado
Rango lineal (mg L") 67,7-135,4
Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SDs (x 108) 2,10 £ 0,05
a +SD4 (x 10°) -1,03 £ 0,57
Coeficiente de correlacion (r) Minimo 0,99 0,9945
Coeficiente de determinacion (r?) Minimo 0,98 0,9891
Test estadistico para el “r’ tiabla = 2,12 tregresion= 38,10

p= 0,05y n-2 grados de libertad

Coeficiente de variacion (%)

Prueba de linealidad de la pendiente p=0,05 vy
n-2 grados de libertad

Prueba de proporcionalidad del intercepto
p=0,05 y n-2 grados de libertad

Precision

Repetibilidad (Rec., % + DER, n=6)

Nivel medio (100%)

Precision intermedia (Rec., % + DER)

Nivel bajo (90%)

Nivel medio (100%)

Nivel alto (110%)

Recuperacion global (% + DER)

ANOVA- Fentre dias

ANOVA- Fentre analistas

Especificidad (Pureza de pico)

tregresion >> ttabla
Maximo 5%
ttabla= 2,12
texp > ttabla

trabla= 2,12

texp < ttabla

F.05: 2. 17)=3,124
F(o,95 2:17=3,124

> 0,95

3,98%

toxp= 38,10

toxp= 1,78

100,5+0,3

100,3+0,4
100,6 £ 0,5
100,5+0,3
100,3+0,3
F=1,475
F=2,718

0,9952
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Exactitud

La exactitud se evaludé midiendo la recuperacion del analito por el método de adicion
de estandar sobre la formulacién conteniendo HPMC al 1%p/p. Cantidades conocidas del
analito fueron agregadas a una muestra de gotas pre-analizada con el método CLAE,
conteniendo el equivalente al 80% de lo declarado, a fin de obtener muestras fortificadas
con concentraciones correspondientes al 90, 100 y 110%. Cada una de las muestras fueron
inyectadas tres veces. Los resultados de exactitud, expresados como porcentaje de analito
recuperado en el ensayo y el correspondiente sesgo se muestran en la Tabla A.17, donde el
sesgo se calculé como la diferencia entre el porcentaje de analito efectivamente recuperado

y el valor tedrico (100%).

Tabla A.17 Hidroclorotiazida. Resultados de la determinacion de la exactitud del método

Concentracion (mg mL™) RSD (%) Recuperacion de Sesgo
Inicial Agregado Total Encontrado n=3 analito (%) (%)
0,082 0,00 0,082 0,0817 0,28 99,63 -0,37
0,082 0,0095 0,0915 0,0917 0,41 100,56 +0,21
0,082 0,0198 0,1018 0,1022 0,27 100,39 +0,39
0,082 0,0294 0,1114 0,1111 0,47 99,32 -0,68

Evaluacion estadistica
La Tabla A.18 resume los resultados de los parametros estadisticos necesarios para evaluar

la exactitud del método.

45



Anexo

Tabla A.18 Hidroclorotiazida. Analisis estadistico de la exactitud del método

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,09
Desviacion estandar (S) 0,67
Desvio estandar relativo 0,67

(Maximo 5,0%)

Célculo de “t” de Student

Criterio de aceptacion:

Si texp es menor que tibia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el
100% vy la exactitud es apropiada.

Resultado:

ttabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05

toxp = -1,21

Aptitud del sistema

La demostracion de aptitud del sistema fue realizada de acuerdo con las indicaciones
de la USP 38 para confirmar que el equipo era adecuado para efectuar los analisis. La
prueba se llevé a cabo inyectando cinco replicados de una solucion estandar conteniendo
0,10832 mg mL"" de HCT.

El correspondiente valor de DER fue menor al 2%, resultado satisfactorio de acuerdo
con los requerimientos oficiales. EI numero de platos tedricos de la columna y el factor de
coleo también fueron determinados, y sus correspondientes valores se listan en la Tabla

A.19.
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Tabla A.19 Hidroclorotiazida. Resultados de la aptitud del sistema

Analito  Factor de coleo (t) Platos teéricos (N) DER (%)?

HCT 1,25 4460 0,36

aCinco replicados

Selectividad
La selectividad del método fue establecida determinando la pureza de pico usando
un detector con arreglo de diodos bajo las condiciones cromatograficas citadas.
Se encontré un valor de pureza de pico superior a 0,9982, evidenciando la aptitud del
método para determinar inequivocamente el analito de interés, es decir sin interferencias.
Ademas, se inyectaron soluciones de la matriz de la formulacion y un estandar de
Hidroclorotiazida. No se observé la presencia de productos de degradacion y los tiempos de

retencion para hidroclorotiazida en la formulacién y la solucion estandar fueron coincidentes

A.3.10.4 Gotas de Furosemida
Soluciones para CLAE
Soluciones madre

La solucion madre de FURO fue preparada en un matraz aforado de 50,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (65,5 mg) de FURO en soluciéon diluyente
(ver condiciones cromatograficas), siendo la concentracion final 1,31 mg mL"".
Soluciones de trabajo

Las soluciones de trabajo fueron preparadas inmediatamente antes de su uso, en
matraces aforados de 10,00 mL, mediante diluciones apropiadas de la solucién madre en

solucion diluyente. El rango de trabajo fue 0,0655-0,131 mg mL".
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Condiciones cromatograficas.
Determinacién de Furosemida

El contenido de FURO fue determinado empleando la monografia oficial de la USP
38 para soluciones orales. La fase movil estd compuesta por una mezcla de agua,
acetonitrilo y acido acético glacial en una proporcion 165:35:2. La solucion diluyente esta
compuesta por una mezcla de los mismos componentes en una proporciéon 22:22:1. Se
empled una columna Luna Phenomenex CN de 250 x 4,6 mm, termostatizada a 30°C, con

una velocidad de flujo de 2 mL min™' y detectado a 254 nm.

Validacion del método cromatografico
Linealidad y rango (intervalo de concentraciones de trabajo)

La linealidad del método propuesto fue evaluada analizando soluciones de trabajo a
seis concentraciones. Teniendo en cuenta el propésito de la cuantificacion, el rango lineal
fue 0,0655-0,131 mg mL"

Este rango equivale al intervalo del 70 al 130% de la respuesta objetivo para el contenido
promedio del analito en las formulaciones desarrolladas.

La Tabla A.20 resume los datos obtenidos de las areas bajo la curva para cada de
las concentraciones evaluadas, por triplicado. Ademas, se presentan los célculos de x*y, x2,

y2 y f(x/y), necesarios para realizar la evaluacion estadistica de la linealidad.
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a- Calculo de la recta de regresion

Tabla A.20 Furosemida. Resultados de la linealidad del método

FURO Area x*y x2 y? f(y/x)
(mg mL™") (mUA)
0,0655 1827098 119674,91 0,00429025  3,33829E+12 27894625,95
0,0655 1823225 119421,23 0,00429025  3,32415E+12 27835496,18
0,0655 1822317 119361,76 0,00429025  3,32084E+12 27821633,59
0,0917 2528201 231836,03 0,00840889  6,3918E+12  27570348,96
0,0917 2533975 232365,50 0,00840889  6,42103E+12 27633315,16
0,0917 2520932 231169,46 0,00840889  6,3551E+12  27491079,61
0,1048 2862052 299943,04 0,01098304  8,19134E+12 27309656,49
0,1048 2857748 299491,99 0,01098304  8,16672E+12 27268587,79
0,1048 2863013 300043,76 0,01098304  8,19684E+12 27318826,34
0,1179 3290258 387921,41 0,01390041 1,08258E+13 27907192,54
0,1179 3299338 388991,95 0,01390041 1,08856E+13 27984206,96
0,1179 3299845 389051,72 0,01390041 1,0889E+13  27988507,21
0,131 3680550 482152,05 0,017161 1,35464E+13 28095801,53
0,131 3682220 482370,82 0,017161 1,35587E+13 28108549,62
0,131 3689667 483346,37 0,017161 1,36136E+13 28165396,95
Sumatoria 1,5327 42580439  4567142,06 0,16423077  1,27025E+14 416393224,9
Promedio 27759548,32
Desviacion 306317,9696
estandar
Coeficiente 1,103468853
de variacion

De los datos obtenidos de la Tabla A.20, se obtienen los siguientes valores:

=-61599,63964

b= 28384180,59

Ecuacion de la recta: y= 28384180,59 x -61599,63964

La Figura A.4 Representa la curva de calibracion de Furosemida.
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Figura A.4 Curva de calibracion de Furosemida por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal
Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)
Resultado: 0,9988

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)
Resultado: 0,9977

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r’
Resultados:

ttabia: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05
tregresion: 83,30

Como tregresion > tiabia, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0)
Limite de confianza del intercepto “a”

Resultado

tabla= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05
Intervalo de confianza del intercepto “a”
a=-61599,63964+ 2,12 x 38925,02752

a=-145692,049 hasta 22492,76977
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Determinacién del test estadistico del intercepto “a”

Criterio de aceptacion

Si texperimental es menor que ttabla, segun las condiciones mencionadas, existe una
correlacion lineal significativa.

Resultado:

taba= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05

t experimental = 1,58

Limite de confianza de la pendiente “b”

Intervalo de confianza de la pendiente “b”

b= 28384180,59 + 2,12 x 372003,729

b = 27580515,4 hasta 29187845,79

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”

Criterio de aceptacion:

Si texperimental es mayor que tubia, €xiste una correlacién lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula
tiabla= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05

texperimental = 76,30

Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
Resultados:

Promedio de “f": 27759548,32

Desviacion estandar de “f”: 306317,9696

Coeficiente de variacion (CV): 1,10 %

Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion cumplen con los
criterios de aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo
de concentraciones estudiado.

La Tabla A.21 resume los datos de validacion con respecto a rango, linealidad,
precision y especificidad.
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Tabla A.21 Furosemida. Resumen de los datos de validacion del método cromatografico

Parametros Furosemida
Especificaciones Resultado
Rango lineal (mg L") 65,5-131,0
Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SDy (x 108) 2,84+ 0,03
a +SD, (x 10°) -6,16 + 3,89
Coeficiente de correlacion (r) Minimo 0,99 0,9988
Coeficiente de determinacion (r?) Minimo 0,98 0,9977
Test estadistico para el “r’ tiabla = 2,12 tregresion= 83,30

p= 0,05 y n-2 grados de libertad

Coeficiente de variacion (%)

Prueba de linealidad de la pendiente p=0,05 y
n-2 grados de libertad

Prueba de proporcionalidad del intercepto
p=0,05 y n-2 grados de libertad

Precision

Repetibilidad (Rec., % * DER, n=6)

Nivel medio (100%)

Precision intermedia (Rec., % + DER)

Nivel bajo (90%)

Nivel medio (100%)

Nivel alto (110%)

Recuperacion global (% + DER)

ANOVA- Fentre dias

ANOVA- Fentre analistas

Especificidad (Pureza de pico)

tregresion >> ttabia
Maximo 5%
trabla= 2,12
texp > ttabla

trabla= 2,12

texp < ttabla

F.05: 2. 17)=3,124

F(o,95 2:17=3,124

> 0,95

1,10%

toxp= 76,30

toxp= 1,58

99,8 £0,2

100,1+0,4
100,2 £ 0,2
99,8 +0,5
100,1+0,3
F=1,739
F=2,818

0,9963
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La precision fue evaluada a dos niveles, repetibilidad y precision intermedia. Para
determinar repetibilidad, se realizaron 6 inyecciones al nivel del 100% (0,10304 mg mL™"). La
recuperacion promedio fue de 99,8%, con un DER menor al 2%.

Para la determinacién intermedia del método, se analizaron nueve muestras
independientes conteniendo FURO a tres niveles, 90, 100 y 110%, por tres analistas
diferentes durante tres dias. La prueba ANOVA aplicada a los resultados obtenidos, revelo
que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas. En todos los casos, las desviaciones estandares relativas fueron menores
al 2%, confirmando la precision del método.

Los valores del cociente F observados, inferiores a los valores criticos, confirmaron la

precision intermedia del método.

Exactitud

La exactitud se evaludé midiendo la recuperacion del analito por el método de adicion
de estandar sobre las dos matrices optimizadas empleando la formulaciéon que contiene 2
mg mL". Cantidades conocidas del analito fueron agregadas a una muestra de gotas pre-
analizada con el método CLAE, conteniendo el equivalente al 80% de lo declarado, a fin de
obtener muestras fortificadas con concentraciones correspondientes al 90, 100 y 110%.
Cada una de las muestras fueron inyectadas tres veces. Los resultados de exactitud,
expresados como porcentaje de analito recuperado en el ensayo y el correspondiente sesgo
para la exactitud determinada en la matriz 1(10% glicerinay 10% y en la matriz 2 (HPMC 0,5
% p/v), se muestran en las Tablas A.22 y A.23, donde el sesgo se calculé como la diferencia

entre el porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor tedrico (100%).
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Tabla A.22 Furosemida. Resultados de la determinacion de la exactitud del método con
matriz 1

Concentracion (mg mL™") RSD (%) Recuperacion de Sesgo
n=3 analito (%) (%)
Inicial Agregado Total Encontrado
0,078 0,00 0,078 0,079 0,33 101,3 +1,3
0,078 0,0106 0,0886 0,089 0,41 100,45 +0,45
0,078 0,0201 0,0981 0,0978 0,37 99,32 -0,68
0,078 0,0330 0,111 0,111 0,28 100,78 +0,78

Tabla A.23 Furosemida. Resultados de la determinacion de la exactitud del método con
matriz 2

Concentracion (mg mL™") RSD (%) Recuperacion de Sesgo
n=3 analito (%) (%)
Inicial Agregado Total Encontrado
0,083 0,00 0,083 0,0835 0,36 100,6 +0,6
0,083 0,0103 0,0933 0,0925 0,39 99,14 -0,86
0,083 0,0185 0,1015 0,1022 0,41 100,69 +0,69
0,083 0,0316 0,1146 0,1151 0,37 100,43 +0,43

Evaluacion estadistica
La Tabla A.24 resume los parametros estadisticos para determinar la exactitud
cuando se empled la Matriz 1.

Tabla A.24 Furosemida. Analisis estadisticos de la exactitud del método empleando la
Matriz 1

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacién promedio (R) (90-110%) 100,18
Desviacién estandar (S) 0,76
Desvio estandar relativo (DER) 0,75

(Maximo 5,0%)
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Célculo de “t” de Student
Criterio de aceptacion:
Si texp es menor que tibia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el
100% vy la exactitud es apropiada.
Resultado:
tabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05
texp = 2,11
La Tabla A.25 resume los parametros estadisticos para determinar la exactitud
cuando se empleo la Matriz 2

Tabla A. 25 Furosemida. Analisis estadisticos de la exactitud del método empleando la
Matriz 2

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,08
Desviacioén estandar (S) 0,83
Desvio estandar relativo (DER) 0,83

(Maximo 5,0%)

Calculo de “t” de Student
Resultado:
tiabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05

toxp = 0,87

Aptitud del sistema

La demostracion de aptitud del sistema fue realizada de acuerdo con las indicaciones
de la USP 38 para confirmar que el equipo era adecuado para efectuar los analisis. La
prueba se llevé a cabo inyectando cinco replicados de una solucién estandar conteniendo

0,10304 mg mL™" de FURO.

55



Anexo

El correspondiente valor de DER fue menor al 2%, resultado satisfactorio de acuerdo
con los requerimientos oficiales. El numero de platos teéricos de la columna y el factor de
coleo también fueron determinados, y sus correspondientes valores se listan en la Tabla
A.26.

Tabla A. 26 Furosemida. Resultados de la aptitud del sistema

Analito  Factor de coleo (t) Platos teéricos (N) DER (%)?

FURO 1,35 5420 0,58

aCinco replicados

Selectividad

La selectividad del método fue establecida determinando la pureza de pico usando
un detector con arreglo de diodos bajo las condiciones cromatograficas citadas.
Se encontré un valor de pureza de pico superior a 0,9982, evidenciando la aptitud del
método para determinar inequivocamente el analito de interés, es decir sin interferencias.
Ademas, se inyectaron soluciones de la matriz de la formulacion y un estandar de
Furosemida. No se observé la presencia de productos de degradacion y los tiempos de
retencion para Furosemida en la formulacion y la solucion estandar fueron coincidentes.
Determinacion del contenido de Furosemida empleando espectroscopia UV
Solucién madre

La soluciéon madre se preparé pesando 65,9 mg de FURO en un vaso de precipitado.
Se incorporaron 30 mL de NaOH 0,1 N. Se agitd hasta disolucién completa y se ajusté el pH
a 7 agregando gota a gota acido fosférico 10% v/v. EI NaOH vy el acido fosférico fueron
preparados con agua conservada (conteniendo metil y propilparabeno).
Esta solucién se trasvas6 a un matraz de 50 mL y se completé a volumen con agua

conservada.
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Soluciones de trabajo
Las soluciones de trabajo fueron preparadas inmediatamente antes de su uso, en
matraces aforados de 10,00 mL, mediante diluciones apropiadas de la solucién madre con

agua conservada. El rango de trabajo fue 0,0659-0,1318 mg mL™".

Desarrollo del método espectroscépico

En este caso, debemos considerar varios factores que pueden influir en este método.
Hay que tener en cuenta que ésta no es una técnica separativa como lo es CLAE, por lo que
debe evaluarse la influencia en la absorciéon total de todos los componentes de la matriz
ademas del ingrediente activo. Por tal motivo, la solucion madre fue preparada con agua
conservada.

Se realizaron mediciones de los espectros de absorcion de la mezcla Gli (10%v/v)-

Sor (10% v/v) de la matriz 1, HPMC 0,5% p/v de la matriz 2, NaOH 0,1 N todas disueltas en
agua conservada y una solucién de FURO 0,10 mg mL-" disuelta en NaOH 0,1 N.
La solucién de FURO mostré 3 maximos a 228, 270 y 330 nm. Cuando se realizan las
mediciones de las matrices y NaOH, se observd que la presencia de metil y propilparabeno
interferia en la absorbancia de FURO, sin posibilidades de poder emplear las longitudes de
onda de 228 y 270 nm. Por tal motivo, se evalud la posibilidad de utilizar el tercer maximo de
absorcion, es decir, 330 nm.

Para determinar la linealidad del método, se midieron las absorbancias de las
soluciones de trabajo a seis concentraciones dentro del rango 0,0659- 0,1318 mg mL™", a
330 nm.

La Tabla A.27 resume los datos obtenidos de las absorbancias para cada de las
concentraciones, por triplicado. Ademas, se presentan los calculos de x*y, x2, y2 y f(x/y),

necesarios para realizar la evaluacion estadistica de la linealidad.
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a- Calculo de la recta de regresion

Tabla A. 27 Furosemida. Resultados de la linealidad del método UV

FURO Absorbancia x*y x2 y? f(y/x)
(mg mL") (UA)
0,0659 0,987 0,0650 0,0043 0,9741 14,9772
0,0659 0,989 0,0651 0,0043 0,9781 15,0075
0,0659 0,984 0,0648 0,0043 0,9682 14,9317
0,0790 1,185 0,0937 0,0062 1,4042 14,9848
0,0790 1,193 0,0943 0,0062 1,4232 15,0859
0,0790 1,215 0,0960 0,0062 1,4762 15,3641
0,0922 1,433 0,1322 0,0085 2,0534 15,5321
0,0922 1,383 0,1273 0,0085 11,9126 14,9902
0,0922 1,382 0,1275 0,0085 1,9099 14,9794
0,1054 1,587 0,1673 0,0111 2,5185 15,0512
0,1054 1,608 0,17695 0,0111 2,5856 15,2503
0,1054 1,614 0,17701  0,0111  2,6049 15,3072
0,1186 1,778 0,2109 0,0141 3,1612 14,9890
0,1186 1,773 0,2103 0,0141  3,1435 14,9468
0,1186 1,776 0,2106 0,0141  3,1541 14,9721
0,1318 1,985 0,2616  0,0174 3,9402 15,0606
0,1318 1,993 0,2626 0,0174 3,9720 15,1213
0,1318 1,989 0,2621 0,0174 3,9561 15,0910
Sumatoria 1,9111 28,843 0,2621 0,1855 3,9561 286,735
Promedio 15,0913
Desviacion estandar 0,1614
Coeficiente de variacion 1,070

De los datos obtenidos de la tabla A.27, se obtienen los siguientes valores:

a= 0,002746

b= 15,0646

Ecuacion de la recta: y= 15,0646 x + 0,002746

La Figura A.5 Representa la curva de calibracion de Furosemida
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Figura A. 5 Curva de calibracién de Furosemida por UV

c- Interpretacion estadistica de la regresién lineal

Calculo del coeficiente de correlacién (r) (Minimo 0,99)

Resultado: 0,9990

Coeficiente de determinacion “r2” (Minimo 0,98)

Resultado: 0,9980

Interpretacion: El 99,80% de las variaciones se deben a la influencia de la variable “x”
(concentracion inyectada).

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r

Criterio de aceptacion: Si el valor observado de tregresién es mayor a ttabla, la hipétesis
nula se rechaza, existiendo una correlacion lineal significativa, por lo tanto, r es cercano a 1.
Resultados:

ttabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05

tregresion: 89,35

Como tregresion > ttabla, Si €xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0).
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Limite de confianza del intercepto “a”
Resultado
tiabla= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05
Intervalo de confianza del intercepto “a”
a= 0,002746+ 2,12 x 0,01692
=-0,033128494 hasta 0,038620558

[T l]

El intervalo de confianza del intercepto “a” incluye el cero.
Determinacion del test estadistico del intercepto “a”

Criterio de aceptacion

Si texperimental es menor que ttabla, segun las condiciones mencionadas, existe una
correlacion lineal significativa.

Resultado:

ttabia= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05

t experimental = 0,1623

Limite de confianza de la pendiente “b”

Resultado

tabla = 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05

Intervalo de confianza de la pendiente “b”

b= 15,0646 + 2,12 x 0,1669

b =14,7108 hasta 15,4185

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”

Criterio de aceptacion:

Si texperimental es mayor que ttabla, existe una correlacion lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula

taba= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05

texperimental = 90,25

Célculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
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Resultados:

Promedio de “f": 15,0913

Desviacion estandar de “f”: 0,1614
Coeficiente de variacion (CV): 1,07 %.

Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresién cumplen con los
criterios de aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo
de concentraciones estudiado.

La precision del ensayo se realizd por repetibilidad (dentro del dia) y precisiéon
intermedia (entre dias). La repetibilidad se evalué analizando seis muestras conteniendo
0,10544 mg mL-1 de FURO y durante el mismo dia. La recuperacion obtenida fue de 100,3
% con un DER de 0,4%.

Para determinar la exactitud, cantidades conocidas del analito fueron agregadas a
una muestra de gotas pre-analizada con el método UV, conteniendo el equivalente al 80%
de lo declarado, a fin de obtener muestras fortificadas con concentraciones
correspondientes al 90, 100 y 110%. Cada una de las muestras fueron evaluadas por
triplicado. Los resultados de exactitud, expresados como porcentaje de analito recuperado
mostraron un promedio global de 100,52%, con una DER de 0,65%, demostrando la
exactitud del método

La especificidad se obtuvo mediante los espectros de absorcion de una solucidon
estandar de FURO y los obtenidos por los excipientes empleados en las formulaciones.

La precision intermedia se determind analizando nueve muestras independientes de
estandares conteniendo el analito a tres niveles, 90, 100 y 110 %, por tres analistas
diferentes durante tres dias. Una prueba ANOVA aplicada a los resultados obtenidos, reveld
que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas (Tabla A.28). En todos los casos, las desviaciones estdndares relativas
fueron menores al 2%, confirmando la precision del método. Los valores del cociente F

observados, inferiores a los valores criticos, confirmaron la precisién intermedia del método.
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Tabla A.28 Furosemida. Resumen resultados de la validacion del método UV

Parametros Furosemida

Rango lineal (mg L™) 65,9-131,8

Linealidad-Ecuacion de regresion

b+ DE 15,064 + 0,167
a tDE 0,0027 £ 0,017
r(n=18) 0,9990
Precision

Repetibilidad (Rec., % + SD, n=6)
Nivel medio (100%) 100,3+0,4

Precision intermedia (Rec., % £ SD)

Nivel bajo (90%) 100,3+ 0,4
Nivel medio (100%) 100,6 £ 0,5
Nivel alto (110%) 100,5+ 0,3
Recuperacion global (% + RSD) 100,3+0,3
ANOVA- Fentre dias (F (0,95 2; 17)=3,124) 1,475

ANOVA- Fentre anaiistas (F0,95, 2, 17=3,124) 2,718

A.3.10.5 Gotas de Maleato de Enalapril
Soluciones para CLAE
Soluciones madre

La solucion madre de ENA fue preparada en un matraz aforado de 50,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (64,7 mg) de ENA en fase movil, siendo la
concentracion final 1,294 mg mL™".
Soluciones de trabajo

Las soluciones de trabajo fueron preparadas inmediatamente antes de su uso, en
matraces aforados de 10,00 mL, mediante diluciones apropiadas de la solucion madre en

fase movil. El rango de trabajo fue 0,0647-0,1294 mg mL™".
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Condiciones cromatograficas.
Determinacion de Maleato de Enalapril

Para determinar enalapril en los estudios de estabilidad quimica iniciales y para las
muestras conteniendo propionato de calcio como conservante, se empledé el método
publicado en la farmacopea americana (USP 38) para la valoracién de comprimidos (Método
1). Las condiciones cromatograficas son las siguientes: fase movil: solucion buffer de fosfato
monobasico de sodio (10 mM, pH= 2,2) en una proporcién 75:25, la columna, Luna C8, de
4,6 mm x 25 cm (Phenomenex, Inc., Torrance, EEUU), termostatizada a 50°C, volumen de
inyeccién, 50 L, flujo de 2 mL min-1. La deteccion se llevé a cabo a 215 nm.

Para la determinacién de enalapril en las muestras conteniendo benzoato de sodio y
metil y propilparabeno, las condiciones cromatograficas de la farmacopea americana fueron
modificadas: fase movil: solucién buffer de fosfato monobasico de sodio (10 mM, pH= 2,2)
en una proporcion 80:20, la columna, Luna C8, de 4,6 mm x 25 cm (Phenomenex, Inc.,
Torrance, EEUU), termostatizada a 50°C, volumen de inyeccién, 50 uL, flujo de 1,5 mL min™.

La deteccion se llevé a cabo a 215 nm. (Método 2)

Validaciéon del método cromatografico
Linealidad y rango (intervalo de concentraciones de trabajo)

Las mismas soluciones de trabajo fueron empleadas en la validacién de ambos
métodos cromatograficos. Se analizaron las soluciones de trabajo a seis concentraciones.
Teniendo en cuenta el propdsito de la cuantificacion, el rango lineal fue 0,0647-0,1294 mg
mL™'. Este rango equivale al intervalo del 70 al 130% de la respuesta objetivo para el
contenido promedio de los analitos en las formulaciones desarrolladas.

Evaluacion estadistica Método 1
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a=-

Tabla A.29 Maleato de enalapril. Resultados de la linealidad del método 1

Calculo de la recta de regresion

ENA (mg Area x*y x2 y2 f(y/x)
mL") (mUA)

0,0647 3640866 235564,03 0,00418609 1,32559E+13  56273044,82
0,0647 3694939 239062,55 0,00418609 1,36526E+13  57108794,44
0,0647 3665186 237137,53 0,00418609 1,34336E+13  56648933,54
0,07764 4394842 341215,53 0,00602797 1,93146E+13  56605383,82
0,07764 4430774 344005,29 0,00602797 1,96318E+13  57068186,5
0,07764 4421027 343248,53 0,00602797 1,95455E+13  56942645,54
0,09058 5055122 457892,95 0,008204736  2,55543E+13  55808368,29
0,09258 5129251 474866,05 0,008571056  2,63092E+13  55403445,67
0,09058 5166055 467941,26 0,008204736  2,66881E+13  57033064,69
0,10352 5897605 610520,06 0,01071639 3,47817E+13  56970681,99
0,10352 5915898 612413,76 0,01071639 3,49978E+13  57147391,81
0,10352 5906345 611424,83 0,01071639 3,48849E+13  57055110,12
0,11646 6781900 789820,07 0,013562932  4,59942E+13  58233728,32
0,11646 6725606 783264,07 0,013562932  4,52338E+13  57750352,05
0,11646 6815591 793743,72 0,013562932  4,64523E+13  58523020,78
0,1294 7362025 952646,03 0,01674436 5,41994E+13  56893547,14
0,1294 7311862 946154,94 0,01674436 5,34633E+13  56505888,72
0,1294 7333648 948974,05 0,01674436 5,37824E+13  56674250,39

Sumatoria 1,7489 99648542  10189895,32 0,178693754  5,81175E+14 1024645839

Promedio 56924768,81

Desviacion 747045,81

estandar

Coeficiente 1,31

de variacion

De los datos obtenidos de la Tabla A.29, se obtienen los siguientes valores:

=-92094,59833

b= 57925693,16

Ecuacion de la recta: y= 57925693,16 x -92094,59833

La Figura A.6 Representa la curva de calibracion de Enalapril.
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Figura A. 6 Curva de calibracion de Enalapril por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal

Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)

Resultado: 0,9983

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)

Resultado: 0,9967

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r”

Criterio de aceptacion: Si el valor observado de tregresion es mayor a tibia, la hipdtesis nula
se rechaza, existiendo una correlacion lineal significativa, por lo tanto, r es cercano a 1.
Resultados:

tiabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05

tregresion: 69,51

Como tregresion > ttabla, si existe una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0)
Limite de confianza del intercepto “a”

Resultado

tiabla= 2,12 pata 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05
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Intervalo de confianza del intercepto “a”

a=-92094,59833+ 2,12 x 82308,83643

a= -266581,5368 hasta 82392,34019

Determinacién del test estadistico del intercepto “a”

Criterio de aceptacion

Si texperimental es menor que twnia, S€gun las condiciones mencionadas, existe una
correlacion lineal significativa.

Resultado:

ttabia= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05

t experimental = -1,11

Limite de confianza de la pendiente “b”

Resultado

tabia = 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05

Intervalo de confianza de la pendiente “b”

b= 57925693,16+ 2,12 x 826091,2622

b = 56174457,92 hasta 59676928,41

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”

Criterio de aceptacion:

Si texperimental es mayor que twbia, €xiste una correlacion lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula
tabia= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05

texperimental = 70,12

Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):

Criterio de aceptacion:

Resultados:

Promedio de “f’: 56924768,81

Desviacion estandar de “f’: 747045,8135
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Coeficiente de variacion (CV): 1,31 %
Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion cumplen con los criterios
de aceptacion correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo de
concentraciones estudiado.
Evaluacion estadistica Método 2

a- Calculo de la recta de regresion

Tabla A.30 Maleato de enalapril. Resultados de la linealidad del método 2

ENA Area x*y x2 y2 f(y/x)
(mg mL™") (mUA)

0,0647 4296580 277988,72 0,00418609 1,84606E+13  66407727,98
0,0647 4253394 275194,59 0,00418609 1,80914E+13  65740247,3
0,0647 4227018 273488,06 0,00418609 1,78677E+13  65332581,14
0,07764 5190288 402973,96 0,00602797 2,69391E+13  66850695,52
0,07764 5138601 398960,98 0,00602797 2,64052E+13  66184969,09
0,07764 5025948 390214,60 0,00602797 2,52602E+13  64734003,09
0,09058 5733037 519298,49 0,008204736  3,28677E+13  63292525,94
0,09258 5748000 532149,84 0,008571056  3,30395E+13  62086843,81
0,09058 5766932 522368,70 0,008204736  3,32575E+13  63666725,55
0,10352 6457587 668489,40 0,01071639 4,17004E+13  62380090,8
0,10352 6466629 669425,43 0,01071639 4,18173E+13  62467436,24
0,10352 6476602 670457,83 0,01071639 4,19464E+13  62563775,12
0,11646 7355451 856615,82 0,013562932  5,41027E+13  63158603,81
0,11646 7349587 855932,90 0,013562932  5,40164E+13  63108251,76
0,11646 7364757 857699,60 0,013562932  5,42396E+13  63238511,08
0,1294 8444769 1092753,10  0,01674436 7,13141E+13 65260966
0,1294 8495914 1099371,27  0,01674436 7,21806E+13  65656213,29
0,1294 8486446 1098146,11  0,01674436 7,20198E+13  65583044,82

Sumatoria 1,7489 112277540 11461529,46 0,178693754  7,35526E+14 1157713212

Promedio 64317400,69

Desviacion 1580335,387

estandar

Coeficiente 2,45

de variacion
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De los datos obtenidos de la tabla A.30, se obtienen los siguientes valores:

a= 115475,58
b= 63010452,03
Ecuacion de la recta: y= 63010452,03 x - 115475,58

La Figura A.7 Representa la curva de calibracion de Enalapril.
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Figura A.7 Curva de calibracion de Enalapril por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal
Calculo del coeficiente de correlacion (r) (Minimo 0,99)
Resultado: 0,9948

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)
Resultado: 0,9896

Test estadistico para el coeficiente de correlacién “r’
Resultado:

ttabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05

tregresién: 39102

Como tregresion > tiabia, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0)
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Limite de confianza del intercepto “a”

Resultado

tabla= 2,12 pata 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05

Intervalo de confianza del intercepto “a”

a= 115475,5807+ 2,12 x 160627,0577

a= -225038,5702 hasta 455989,7316

Determinacién del test estadistico del intercepto “a”

Criterio de aceptacion

Si texperimental €5 MeNoOr que twbia, S€gUN las condiciones mencionadas, existe una correlacion
lineal significativa.

Resultado:

tania= 2,12  para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05

t experimental = 0,72

Limite de confianza de la pendiente “b”

Resultado

tabla = 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0,05

Intervalo de confianza de la pendiente “b”

b=63010452,03 + 2,12 x 1612130,782

b = 59592887,44 hasta 66428016,61

Determinacién del test estadistico de la pendiente “b”

Criterio de aceptacion:

Si texperimentat €8 Mayor que twnia, €xiste una correlacion lineal significativa, entonces la
pendiente “b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipétesis nula
tabla= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05

texperimental = 39,08

Célculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
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Resultados:
Promedio de “f": 64317400,69
Desviacion estandar de “f”: 1580335,387
Coeficiente de variacion (CV): 2,46 %
Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresion cumplen con los
criterios de aceptacién correspondientes, lo que indica que la técnica es lineal en el intervalo

de concentraciones estudiado.

Precision

La precision fue determinada a dos niveles, repetibilidad y precisién intermedia. La
repetibilidad fue evaluada mediante el analisis estadistico de las desviaciones estandares
relativas para seis inyecciones de una solucién conteniendo 0,10352 mg mL" de
concentracién del analito, correspondiente al 100% del valor nominal, con DER menores al
2% en ambos casos.

La precision intermedia se determind analizando nueve muestras independientes de
estandares conteniendo el analito a tres niveles, 90, 100 y 110 %, por tres analistas
diferentes durante tres dias. Una prueba ANOVA aplicada a los resultados obtenidos, reveld
que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas (Tabla A.31). En todos los casos, las desviaciones estandares relativas
fueron menores al 2%, confirmando la precisiéon del método.

Los valores del cociente F observados, inferiores a los valores criticos, confirmaron la
precision intermedia del método.

Los resultados que representan el area bajo la curva frente a la concentracion de los
analitos para ambos métodos, incluyendo las ecuaciones de la calibracién y los coeficientes
de correlacion obtenidos para Enalapril, se muestran en la Tabla A.31. Se demostraron

excelentes correlaciones dentro del rango de concentraciones estudiadas.
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Tabla A.31 Maleato de enalapril. Resumen de los datos de validacién de los métodos 1y 2

Parametros Maleato de enalapril
Especificaciones Método 1 Método 2
Rango lineal (mg L") 64,7-129,4 64,7-129,4
Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SDs (x 108) 5,79+ 0,08 6,30 £0,16
a +SDa (x 10°) -0,92 + 8,23 1,15+ 1,60
Coeficiente de correlacion (r) Minimo 0,99 0,9983 0,9948
Coeficiente de determinacion (r?) Minimo 0,98 0,9967 0,9896
Test estadistico para el “r’ ttania = 2,12 tregresion= 69,51 tregresion= 39,02

p= 0,05 y n-2 grados de libertad
Coeficiente de variacion (%)

Prueba de linealidad de la pendiente
p=0,05 y n-2 grados de libertad
Prueba de proporcionalidad del
intercepto p=0,05 y n-2 grados de
libertad

Precision

Repetibilidad (Rec., % + DER, n=6)
Nivel medio (100%)

Precision intermedia (Rec., % + DER)
Nivel bajo (90%)

Nivel medio (100%)

Nivel alto (110%)

Recuperacion global (% + DER)
ANOVA- Fentre dias

ANOVA- Fentre analistas

Especificidad (Pureza de pico)

tregresion >> ttabla
Maximo 5%
tiabla= 2,12
texp > ttabla

trabla= 2,12

texp < ttabla

F(o,95 2. 17=3,124
F.05: 2. 17)=3,124

> 0,95

1,31%

texp= 70,12

texp= 1,11

100,8 £ 0,2

100,4 £ 0,4
100,5+0,4
100,1+0,4
100,3+0,3
F=1,539
F=3,118

0,9995

2,46%

texp= 39,08

toxp= 0,72

99,8+0,4

100,1+0,5
99,9+0,3
100,6+0,7
100,2+0,4
F=1,695
F=2,956

0,9987
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Exactitud

La exactitud se evalué midiendo la recuperacion del analito por el método de adiciéon
de estandar. Cantidades conocidas del analito fueron agregadas a una muestra de gotas
pre-analizada con el método 1 y el método 2, conteniendo el equivalente al 80% de lo
declarado, a fin de obtener muestras fortificadas con concentraciones correspondientes al
90, 100 y 110%. Cada una de las muestras fueron inyectadas tres veces. Los resultados de
exactitud, expresados como porcentaje de analito recuperado en el ensayo y el
correspondiente sesgo se muestran en las Tablas A.32 y A.34, donde el sesgo se calculd
como la diferencia entre el porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor teérico
(100%).

Tabla A.32 Maleato de enalapril. Resultados de la determinacién de exactitud del método 1

Concentracion (mg mL™") RSD (%) Recuperacion de Sesgo
n=3 analito (%) (%)
Inicial Agregado Total Encontrado
0,081 0,00 0,081 0,080 0,36 98,76 -1,23
0,081 0,0095 0,0905 0,0907 0,45 100,58 +0,58
0,081 0,0198 0,1008 0,1005 0,35 99,25 -0,75
0,081 0,0298 0,1108 0,1105 0,42 99,73 -0,27

Evaluacion estadistica
La Tabla A.33 resume los resultados de los parametros estadisticos empleados para

determinar la exactitud del método.

72



Anexo

Tabla A.33 Maleato de enalapril. Resultados de los parametros estadisticos para determinar
la exactitud del método 1

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9

Recuperacion promedio (R) (90-110%) 99,85
Desviacion estandar (S) 0,67
Desvio estandar relativo (DER) 0,68

(Maximo 5,0%)

Resultado:
tiabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05

texp = 2,01

Tabla A.34 Maleato de enalapril. Resultados de la determinacion de exactitud del método 2

Concentracion (mg mL™) RSD (%) Recuperacion de Sesgo
n=3 analito (%) (%)
Inicial Agregado Total Encontrado
0,081 0,00 0,081 0,080 0,36 99,76 -0,23
0,081 0,0095 0,0905 0,0908 0,45 100,85 +0,85
0,081 0,0198 0,1008 0,1006 0,35 99,35 -0,65
0,081 0,0298 0,1108 0,1110 0,42 100,32 +0,32

Evaluacion estadistica
La Tabla A.35 resume los resultados de los parametros estadisticos empleados para

determinar la exactitud del método.
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Tabla A.35 Maleato de enalapril. Resultados de los parametros estadisticos para determinar
la exactitud del método 2

Analisis estadistico

N° de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,17
Desviacion estandar (S) 0,76
Desvio estandar relativo 0,75

(Maximo 5,0%)

Resultado:
tiabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05

toxp = -2,02

Aptitud del sistema

La demostracion de aptitud del sistema fue realizada de acuerdo con las indicaciones
de la USP 38 para confirmar que el equipo era adecuado para efectuar los analisis. La
prueba se llevé a cabo inyectando cinco replicados de una solucién estandar conteniendo
0,10352 mg mL" de ENA.

El correspondiente valor de DER fue menor al 2%, resultado satisfactorio de acuerdo
con los requerimientos oficiales. El numero de platos tedricos de la columna y el factor de
coleo también fueron determinados, y sus correspondientes valores se listan en la Tabla
A.36.

Tabla A.36 Maleato de enalapril. Resultados de la aptitud del sistema de los métodos 1y 2

Maleato de Enalapril

Parametro
Método 1 Método 2
Factor de coleo (t7) 1,28 1,5
Platos tedricos (N) 270 388
DER (%)? 0,54 0,66

aCinco replicados
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Selectividad

La selectividad del método fue establecida determinando la pureza de pico usando
un detector con arreglo de diodos bajo las condiciones cromatograficas citadas. Se encontrd
un valor de pureza de pico superior a 0,9995 para el método 1 y de 0,9987 para el método 2,
respectivamente, evidenciando la aptitud de los métodos para determinar inequivocamente
el analito de interés, es decir sin interferencias.

Ademas, para ambos métodos, se inyectaron soluciones de la matriz de la
formulacién y un estandar de Enalapril. No se observd la presencia de productos de
degradacion y los tiempos de retencion para Enalapril en las formulaciones y la solucion

estandar fueron coincidentes.
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